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Resumen	
Las nanopartículas de dióxido de silicio son consideradas como acarreadores de 
medicamentos de gran interés para ser utilizados en la terapia activa contra el cáncer debido 
a su versátil funcionalización con moléculas tales como el polietilenglicol y la transferrina. Sin 
embargo, se ha sugerido que una vez que las NP se encuentran en los fluidos biológicos, 
éstas son recubiertas por proteínas del suero, confiriéndoles una identidad biológica 
específica, llamada corona de proteínas, que podría interactuar con el ambiente celular y 
generar respuestas biológicas no deseadas. Un evento biológicamente relevante que 
usualmente es ignorado en la formación de la corona de proteínas son las diferencias inter-
especie, las cuales pueden ser un factor en las discrepancias encontradas entre los estudios 
preclínicos y los clínicos. El objetivo de este estudio fue evaluar la formación de la corona de 
proteínas de nanopartículas de SiO2 bioconjugadas con polietilenglicol y transferrina y su 
biodistribución en un modelo de xenotransplante. Para lograr este objetivo, las 
nanopartículas de SiO2 fueron sintetizadas, funcionalizadas con polietilenglicol y transferrina, 
y caracterizadas por microscopía electrónica de transmisión y barrido, análisis 
termogravimétrico, y el ensayo de ácido bicinconínico. Posteriormente, la corona de 
proteínas fue formada en plasma humano o de ratón y las proteínas fueron identificadas por 
nano-cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. El modelo de 
xenotransplante se estableció al desarrollar tumores en ratones NU/NU con células A549, 
dichos animales fueron administrados con NP de SiO2 sin funcionalizar o NP de SiO2 
funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 y 24 h. La cantidad de silicio en sangre, pulmón, 
hígado, bazo y tumor fue determinada por espectroscopía de absorción atómica. Se 
obtuvieron NP de SiO2 con un tamaño primario de 26 ± 0.64 nm y su funcionalización fue 
corroborada mediante el análisis de termogravimetría, el cual mostró una pérdida de masa 
del 35% a 290ºC y 415ºC, que corresponde a la presencia de compuestos orgánicos (PEG y 
Tf). El contenido de Tf fue de 57.48 ± 6.83 µg prot/mg de nanopartículas. El análisis de 
proteómica mostró diferencias inter-especies en el perfil de la corona de proteínas. Las 
proteínas más abundantes encontradas en la corona de proteínas de plasma humano fueron 
inmunoglobulinas, actina citoplasmática 1, serotransferrina, ficolina 3, complemento C3 y 
apolipoproteína A-1. En contraste, se encontró inhibidor de proteasa serina A3K, 
serotransferrina, alfa-1-antitripsina y fibrinógeno en mayor abundancia en la corona de 
proteínas formada en plasma de ratón. La biodistribución de las NP de SiO2 y NP de SiO2 
funcionalizadas fue comparada. En sangre, a las 4 h, la cantidad de Si cuantificado en los 
animales tratados con NP de SiO2  fue de 310.67 ± 142.87 µg/L, mientras que con NP de 
SiO2 funcionalizadas la concentración fue de 534.23 ± 152.97 µg/L, con una tendencia a 
disminuir de manera tiempo dependiente a las 12 y 24 h. En ambos tratamientos, el pulmón 
fue el órgano que tuvo la concentración más alta de Si a las 4 h en comparación con el grupo 
control, 17.5 (0.536-23.88) µg/g en NP de SiO2 y 10.60 (1.832-18.17) µg/g en NP de SiO2 
funcionalizadas, misma que disminuyó a través del tiempo. A las 24 h, se observó una mayor 
cantidad de Si en hígado con el tratamiento de NP de SiO2, 1.048 (0.727-6.177) µg/g, en 
comparación con el tratamiento de NP funcionalizadas, donde fue mayor (0.87 ± 0.26 µg/g), 
con respecto al control. Este trabajo contribuye con el hallazgo de las diferencias inter-
especie que pueden modificar la formación de la corona de proteínas, diferencias que 
necesitan ser incluidas en los estudios de nanotoxicología con la finalidad de mejorar la 
interpretación de los resultados preclínicos y los hallazgos clínicos en el diseño de 
nanomedicamentos más eficientes y seguros. Se requiere ampliar los estudios para 
determinar la biodistribución y las respuestas toxicológicas de las nanopartículas de SiO2 
funcionalizadas a dosis repetidas en el mismo modelo de xenotransplante, ya que se 
observa una distribución más eficiente cuando las NP están funcionalizadas lo que permitiría 
dirigir más eficientemente los tratamientos. 
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Abstract 
 
Silicon dioxide nanoparticles are promising drug carriers against cancer given their versatile 
functionalization with polyethylene glycol and proteins such as transferrin, which provides 
active targeting to tumor cells. However, it has been suggested that once in biological fluids 
serum proteins cover NP and form a biological identity that could interact within cellular 
environment and be responsible for unexpected biological responses, the so-called protein 
corona. A relevant biological event that is usually ignored in protein corona formation is the 
interspecies differences, which can be a factor on the discrepancies reported in preclinical 
studies vs. clinical treatments. The aim of this study was to evaluate the protein corona 
formation of SiO2 nanoparticles functionalized with polyethylene glycol and transferrin and 
their biodistribution in a xenotransplant model. To achieve this objective, functionalized SiO2 
nanoparticles were synthetized and characterized by transmission and scanning electron 
microscopy, thermogravimetric analysis, and bicinchoninic acid assay. Then, protein corona 
was formed with human or mouse plasma and proteins were identified by nano-liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. The xenotransplant model was established in 
NU/NU mouse with A549 cells, the animals were administrated with SiO2 nanoparticles or 
functionalized SiO2 nanoparticles and sacrificed at 4, 12 and 24 h. The quantification of Si in 
blood, lungs, liver, spleen and tumor was performed by atomic absorption spectroscopy. SiO2 
nanoparticles were obtained with a primary size of 26 ± 0.64 nm and after the 
functionalization process thermogravimetric analysis showed important mass loss (35%) at 
290°C and 415°C corresponding to the degradation of polyethylene glycol and transferrin. In 
addition, transferrin content was determined to be 57.48 ± 6.83 µg prot/mg of nanoparticles. 
Proteomic analysis showed interspecies differences in protein corona profile. The most 
abundant proteins found in human protein corona were immunoglobulins, actin cytoplasmic 1, 
serotransferrin, ficolin-3, complement C3, and apolipoprotein A-1. Meanwhile, mouse protein 
corona showed serine protease inhibitor A3K, serotransferrin, alpha-1-antitrypsin and 
fibrinogen. Moreover, the biodistribution of SiO2 nanoparticles and functionalized SiO2 
nanoparticles was compared, in tumor-induced animals. In blood at 4 h, the concentration of 
Si in SiO2 nanoparticles treatment was 310.67 ± 142.87 µg/L, meanwhile, blood from animals 
treated with functionalized SiO2 nanoparticles showed a higher concentration of Si at 4 h (534 
± 152.97 µg/g) which decreased over time. In both treatments, lung was the organ with the 
highest concentration of Si at 4 h respect to control, 17.5 (0.536-23.88) µg/g in SiO2 
nanoparticles and 10.60 (1.832-18.17) µg/g in functionalized SiO2 nanoparticles, which 
decreased over time. At 24 h, the concentration of Si in liver, 1.048 (0.727-6.177) µg/g in SiO2 
nanoparticle treatment was higher than functionalized SiO2 nanoparticle treatment, 
meanwhile in tumor the concentration of Si in funtionalized SiO2 nanoparticles was higher 
respect to control (0.87 ± 0.26 µg/g). Our study indicates that interspecies differences need to 
be included in nanotoxicological studies to fill the gap between preclinical results and clinical 
outcomes in order to design more efficient and safer nanomedicines. Further studies are 
needed to determine the biodistribution and the toxicological responses related to protein 
corona profile of functionalized SiO2 nanoparticles at repeated doses in the same 
xenotransplant model, given the clear differences observed and the possibility of a 
directionality of nanoparticles in active anticancer therapy.  
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1 INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Nanomateriales. 
 
La nanotecnología manipula y aplica partículas manufacturadas que miden entre 1 y 

100 nm en al menos una dimensión denominados como nanomateriales (National 

Nanotechnology Initiative, The Royal Society, 2004) con propiedades fisicoquímicas 

únicas atribuibles a su tamaño nanométrico, composición química, solubilidad, forma 

y propiedades de agregación o aglomeración (Nel et al., 2006). Estos NM pueden 

clasificarse de acuerdo a su número de dimensiones en escala nanométrica en: 

recubrimientos, nanotubos o nanopartículas (NP), con una, dos o tres dimensiones, 

respectivamente. Las NP a su vez pueden ser sintetizadas en base a metales (NP de 

oro, plata, quantum dots, óxidos metálicos tales como el óxido de titanio, cobre, 

hierro, silicio y bismuto, carbono (nanotubos, nanocables, fulerenos) o ser de origen 

biológico (liposomas y virus) (Card et al., 2018). Debido a sus  propiedades únicas, 

las NP se están utilizando en la creación de productos con diversas aplicaciones 

tales como la producción de cosméticos, bloqueadores solares, alimentos, pinturas, 

electrónicos, ropa deportiva y en la liberación de fármacos e imagenología en el área 

de la nanomedicina (Maynard, 2012). 

 
1.1.1 Aplicación de las nanopartículas en nanomedicina. 

 
La nanomedicina se refiere a la aplicación de la nanotecnología para el tratamiento, 

diagnóstico, monitoreo y control en sistemas biológicos para diversas enfermedades, 

especialmente el cáncer, siendo el principal objetivo desarrollar terapias y 

diagnósticos más seguros y eficaces (Liu et al., 2007). El uso de las NP en esta área 

confiere ciertas ventajas frente a la medicina tradicional, ya que el compuesto 

quimioterapéutico puede ser encapsulado, unido o absorbido en las NP, lo que 

puede incrementar su  solubilidad, reducir la dosis y los posibles efectos secundarios 

o colaterales (Figura 1) (Alexis et al., 2010). 
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Para que un fármaco llegue a su destino exitosamente debe: 1) cruzar una o varias 

membranas biológicas (ej. mucosa, epitelio, endotelio), 2) pasar a través de la 

membrana plasmática y 3) ganar el acceso a un organelo (Hillaireau y Couvreur, 

2009). Por lo tanto, para lograr que las NP lleguen a su destino exitosamente es 

indispensable entender su biodistribución e internalización de acuerdo a sus 

propiedades, de tal manera que a través de su diseño, éstas sean modificadas para 

un ingreso específico y seguro. La Administración de Alimentos y Medicamentos de 

los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) ha aprobado el uso de algunas 

NP liposomales y poliméricas hasta el momento bioconjugadas con polietilenglicol 

(PEG) (Jin et al., 2014) (Tabla 1), sin embargo, los efectos secundarios desde 

inmediatos a tardíos, tales como hipersensibilidad, trombocitopenia, neuropatía o 

leucemias, se siguen observando, debido a la rápida liberación del fármaco de estas 

NP (Szebeni et al., 2011; Szebeni et al., 2012). En relación a los costos, si 

Figura 1. Ventajas del uso de NP como liberadores de fármacos en comparación con los 
fármacos libres en la terapia contra el cáncer. (Modificado de Alexis et al., 2010). 
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comparamos las NP contra la medicina tradicional, el costo es más elevado en las 

NP. Por ejemplo, en el 2009, el costo por dosis del Doxil era de 5594 dólares en 

comparación con la doxorubicina (62-162 dólares) (Goldberg et al., 2013). En la 

actualidad el Doxil (10 ml) puede costar 1,234 dólares en comparación con la 

doxorubicina de 30 dólares ("Drugs", 2018). Por lo cual se siguen desarrollando 

nuevas NP que sean más eficaces y seguras.  

Tabla 1. NP aprobadas por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los 
Estados Unidos (FDA) de acuerdo al tipo y uso. 

NP Fármaco Compañía Composición Indicaciones Adm. 

Liposomas 

AmBisome Gilead Sciences 
Anfotericina B 

liposomal 

Infecciones 
fúngicas y de 

protozoos 

I.V. 

Doxil/ 
Caelyx 

Ortho Biotech, 
Schering-Ploug 

Doxorubicina-
PEG liposomal 

Sarcoma de 
Kaposi’s, cáncer de 
mama y cáncer de 

ovario metastásicos 

I.V. 

Myocet Zeneus 
Doxorubicina 

liposomal 
Cáncer de mama 

metastásico 
I.V. 

Polímeros 

Adagen Enzon 
Adenosina 

desaminasa-
PEG 

Inmunodeficiencia 
severa combinada 

asociada a 
deficiencia ADA 

I.M. 

Macugen 
OSI 

Pharmaceuticals 

PEG-anti-
VEGF 

aptámero 

Degeneración 
macular asociada 

con la edad 

I.R. 

Oncaspar Enzon 
Pegaspargasa 

(PEG-L-
asparaginasa) 

Leucemia 
linfoblástica aguda 

I.V. 
I.M. 

Somavert Nektar, Pfizer PEG-HGF Acromegalia S.C. 

Otros 

Abraxane 
Abraxis, 

BioScience, 
AstraZeneca 

Paclitaxel 
unido a 

albúmina 

Cáncer de mama 
metastásico 

I.V. 

Feridex 
Bayer 

Healthcare 
Pharmaceuticals 

Óxido de hierro 
superpara-
magnético 

Agente de 
contraste MRI 

I.V. 

 
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular, PEG, polietilenglicol, HGF, Factor de 
crecimiento hepatocito.  ADA, adenosina desaminasa, I.V. intravenoso, I.R. intravítrea, I.M. 
intramuscular, S.C. subcutáneos. (Tomado de Jin et al., 2014). 
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El diseño de las NP se realiza con el objetivo de controlar la liberación del fármaco 

de manera sostenida a través del tiempo o de manera única en el sitio blanco con la 

ayuda de recubrimientos (principalmente polímeros) y moléculas de anclaje.  Las 

moléculas de anclaje para los procesos de bioconjugación ayudan para que la 

internalización de las NP en tejidos sea más específica a través de interacciones 

ligando-receptor mientras que los recubrimientos aumentan el tiempo de circulación 

media de las NP e influyen en su biodistribución (Moghimi et al., 2001) 

 
1.2 Nanopartículas desarrolladas para la terapia contra el cáncer. 

 
1.2.1 Terapia pasiva. 

 
En la terapia contra el cáncer se ha desarrollado la terapia pasiva y activa (Figura 2) 

(Jin et al., 2014). En el tratamiento pasivo las NP inyectadas por vía intravenosa son 

transportadas por la circulación sanguínea hacia su destino, en donde por el efecto 

de retención y permeabilización vascular se acumulan en tumores. Sin embargo, la 

mayoría de las NP administradas por vía sistémica alcanzan otros órganos, en 

particular el hígado, el bazo y los pulmones (Tran et al., 2017).  

 
   1.2.2 Terapia activa. 

 
Para hacer mucho más específica la terapia contra el cáncer, se ha desarrollado la 

terapia activa en la cual se busca anclar o unir diversas moléculas a las NP tales 

como anticuerpos, lectinas, proteínas, hormonas o moléculas de peso molecular 

pequeño (Berry y Curtis, 2003; Tran et al., 2017) con el fin de que sean reconocidas 

por sitios específicos en la superficie de células tumorales, y de esta manera dirigir la 

internalización de las NP hacia una vía de endocitosis celular específica. El 

Abraxane®, aprobado por la FDA, es un buen ejemplo de la aplicación de las NP en 

la terapia activa, que ya ha sido aprobada para el tratamiento contra el cáncer 

pancreático metastásico, el cáncer de pulmón de células no pequeñas y el cáncer de 

mama (National Cancer Institute, 2013). Este tratamiento está compuesto por el 

fármaco antineoplásico Paclitaxel unido a albúmina, proteína que se une al receptor 

gp60 que se encuentra en la superficie de las células endoteliales. Al unirse a este 
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receptor, el complejo  puede transitar por caveolas hacia el sitio tumoral en donde se 

acumulan al unirse a la proteína SPARC sintetizada por las células tumorales (Desai, 

2008). No obstante, se ha observado que estos tratamientos no son más eficaces 

que los medicamentos tradicionales ni más seguros ya que se siguen presentando 

efectos secundarios tales como neutropenia, trombocitopenia, fiebre, 

hipersensibilidad y neuropatía periférica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de las estrategias de marcaje de las células en los tratamientos clínicos. 
(Modificado de Jin et al., 2014). 
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1.3 Nanopartículas inorgánicas en nanomedicina. 

 
Las principales NP orgánicas utilizadas en la nanomedicina son de tipo liposomal.  

Sin embargo, como se mencionó anteriormente, estas NP no han logrado ser tan 

eficaces en comparación con los tratamientos tradicionales debido a su baja 

estabilidad estructural al estar bajo el flujo de la circulación lo que conlleva a la 

rápida liberación del fármaco. Por ello, surgen como alternativas prometedoras NP 

inorgánicas tales como NP de oro, quantum dots, NP de óxido de silicio y óxido de 

hierro, nanotubos de carbono, entre otras (Figura 3) (Tang y Cheng, 2013). Para 

éstas surgen diversas moléculas para su biconjugación como el folato, la 

transferrina (Tf), anticuerpos o lectinas. Estas moléculas son buenas candidatas 

ya que son reconocidas por receptores que se encuentran en la membrana de las 

células tumorales en mayor proporción que en las células normales (Kim y Nie, 

2005).  

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Ejemplos de NP inorgánicas en la nanomedicina. (Modificado de Tang y 
Cheng). 2013. 
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1.4 Nanopartículas de SiO2. 
 

Entre las diversas NP inorgánicas, las NP de SiO2 con estructura amorfa han llamado 

la atención en la nanomedicina debido a su bajo costo, alta eficiencia en la carga de 

fármacos, facilidad para modificar su superficie (grupos hidroxilo, amino, tiol y 

carboxilo) y son consideradas hasta el momento como una de las NP más 

biocompatibles (Napierska et al., 2010; Hu et al., 2011).  En el 2014, la FDA aprobó 

por primera vez la evaluación del uso de NP de SiO2 no porosa para su uso en 

imagenología en un estudio clínico en humanos, lo cual indica su gran potencial  

como nanomedicina (Phillips et al., 2014).  

 
1.4.1 Toxicocinética de las nanopartículas.	

 
En la terapia contra el cáncer la principal vía de administración de las NP es la 

intravenosa. Una vez en el torrente sanguíneo, la distribución de éstas dependerá de 

sus propiedades fisicoquímicas (tamaño y superficie principalmente), de la unión de 

las NP con proteínas plasmáticas y de la irrigación de cada uno de los órganos 

(Landsiedel et al., 2012). En general, se ha observado que las NP con menor tamaño 

poseen una amplia distribución en comparación con aquellas que tienen mayor 

tamaño. Sin embargo, el ingreso de las NP en un tejido dependerá de la capacidad 

de las NP para atravesar los poros en los capilares endoteliales continuos, 

fenestrados o sinusoidales. De tal manera que, en tejidos con capilares fenestrados 

(ej. riñón, mucosa digestiva y glándulas) el paso de las NP es mucho más factible si 

las NP tienen un tamaño alrededor de 60 nm; NP con tamaños de 50 a 100 nm 

pueden atravesar endotelio discontinuo (hígado, bazo y médula ósea), mientras que 

para el hígado, el bazo y el tumor es el endotelio es más accesible a la 

internalización de las NP debido a la presencia de fenestras tanto en el endotelio 

como en la membrana basal del capilar, siendo el sistema nervioso central una de las 

regiones que tiene mayor restricción a las NP ya que sólo permite el ingreso de 

moléculas con tamaños de 400-500 Da. Sin embargo, se ha observado que la 

endocitosis mediada por caveolas o clatrinas podría dar lugar a la internalización de 
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NP con tamaños de 60 a 120 nm en el sistema nervioso central de NP recubiertas 

con apolipoproteína E (Landsiedel et al., 2012). 

 

La unión a proteínas es otro factor que influye en la distribución de las NP. Se ha 

observado que la adsorción de opsoninas (inmunoglobulinas, factores de 

complemento y fibrinógeno) en la superficie de las NP promueve la internalización en 

macrófagos, mientras que la adsorción de diapsoninas (albúmina, apolipoproteína A-

I, A-IV, C-III y H) pueden reducir la fagocitosis de las NP in vitro. La fagocitosis de las 

NP se lleva a cabo principalmente en el sistema fagocítico mononuclear, el cual se 

encuentra en circulación sanguínea y en tejidos. Las células que lo conforman son 

monocitos y macrófagos en tejido conectivo, órganos linfoides, hígado, bazo, médula 

ósea y hueso. Las células fagocíticas pueden reconocer a la NP a través de la 

fracción constante de las inmunoglobulinas G y de los receptores C3 en su superficie 

y favorecer la acumulación de las NP en dichos órganos. Este proceso juega un 

papel muy importante en la respuesta inmune ya que algunas enfermedades 

autoinmunes se han asociado con anormalidades en la fagocitosis (Landsiedel et al., 

2012). La circulación sanguínea a los tejidos también es un factor en la 

biodistribución de las NP. Es decir, el ingreso de las NP es más probable para 

órganos altamente irrigados como el pulmón, hígado, corazón y riñón (Li et al., 2010). 

Las NP no se metabolizan y algunas son consideradas biopersistentes (Landsiedel et 

al., 2012). Sin embargo, algunas NP pueden sufrir un proceso de degradación 

dependiendo del ambiente en el cual se encuentren, especialmente en los organelos 

intracelulares con pH ácido como los lisosomas. De igual forma, los recubrimientos 

que se encuentra en su superficie podrían sufrir un proceso de degradación 

intracelular en el compartimento endosomal dependiente de catepsinas (Sée et al., 

2009; Landsiedel et al., 2012). 

 

La principal vía de eliminación de las NP es la renal, aunque se han propuesto otras 

vías de excreción como la biliar, a través de la leche materna y el sudor.  Para que 

las NP sean eliminadas por el riñón deben ser filtradas en el glomérulo o secretadas 

en los túbulos. Para ser filtradas en el glomérulo las NP se enfrentan al endotelio 



9	
	

fenestrado (70-90 nm), la membrana basal glomerular (estructura de malla con poros 

de 2 a 8 nm) y el epitelio con aberturas de 4 a 11 nm en las extensiones de los 

podocitos. Debido a estas características del glomérulo se ha propuesto que NP con 

diámetros hidrodinámicos menores a 6 nm y con carga positiva serán más fáciles de 

excretarse por esta vía (Li et al., 2010; Liu et al., 2013). 

 

1.4.2 Biodistribución y eliminación de las nanopartículas de SiO2. 
 

Estudios han demostrado que las NP de SiO2 se biodistribuyen a pulmón, hígado y 

bazo principalmente. NP de SiO2 de 20 nm fueron administradas vía intravenosa a 

ratones ICR (Institute of Cancer Research) con una dosis única de 10 mg/Kg, 

encontrando NP en pulmón, hígado y bazo. No obstante, la concentración de Si en 

hígado y bazo disminuyó tiempo dependiente durante los 30 días posteriores a la 

administración (Xie et al., 2010). Las NP de SiO2 (45 nm) con diferentes superficies  

(OH-SiNP, COOH-SiNP y PEG-SiNP) mostraron diferente biodistribución en ratones 

Balb/c-nu en una administración única de 30 mg/Kg vía intravenosa. Las PEG-SiNP 

presentaron mayor tiempo en circulación sanguínea (3 h) en comparación con las 

OH-SiNP y COOH-SiNP (1.3 y 0.5 h, respectivamente), así como fueron retenidas en 

menor proporción en el hígado y el bazo. Las tres NP fueron eliminadas vía renal (He 

et al., 2008). NP de SiO2 de 150 nm administradas vía intravenosa en ratas Wistar a 

una dosis de 2 mg/Kg se observó la eliminación vía urinaria a las 12 h (1.2%), 72 h 

(14.4%) y 96 h (36%). La principal acumulación se presentó en pulmones y riñón 

(Borak et al., 2012). En administraciones orales, NP de Si se han acumulado en 

hígado, pulmón, bazo y riñón en ratas Sprague Dawley a una exposición única de 

500 y 1000 mg/Kg. La proporción de Si eliminado fue mayor en las heces (15-80%) 

en comparación con la eliminación vía urinaria (7-8%) (Lee et al., 2014).  

 

1.4.3  La transferrina como molécula de bioconjugación. 

La Tf es una proteína candidata para dirigir la internalización de las NP en células 

cancerosas debido a que éstas sobre-expresan al receptor de Tf 1, conocido también 

como CD71 (Ming et al., 2002). Este receptor está expresado de manera ubicua en 
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bajos niveles en tejido normal, y su homólogo el receptor de Tf 2 se encuentra 

normalmente en tejido hepático e intestino delgado. Aunque también se ha 

demostrado la presencia del receptor de transferrina 2 en células tumorales, la Tf 

tiene mucho mayor afinidad por el receptor de Tf 1 (Daniels et al., 2006; Daniels et 

al., 2012). Algunos vehículos para fármacos han sido conjugados con esta proteína 

(liposomas, polímeros y NP poliméricas) así como algunos compuestos 

quimioterapéuticos como la doxorubicina, el cisplatino, el clorambucil y la mitomicina. 

Se ha observado mayor citotoxicidad en células tumorales con estos complejos, y en 

aquellos que se encuentran en fases clínicas tempranas, tales como el cisplatino-Tf, 

se han observado menos efectos adversos en comparación con el fármaco libre 

(Head et al., 1997). Sin embargo es poco conocido el comportamiento de las NP 

inorgánicas ancladas a este ligando. 

 

1.5 Corona de proteínas. 
 

Cuando las NP se encuentran en un ambiente fisiológico su superficie es recubierta 

por proteínas, formando una capa dura y una capa suave, con proteínas fuerte y 

débilmente unidas respectivamente, que pueden disociarse de acuerdo a su afinidad 

(Figura 4). A este recubrimiento se le conoce como “corona de proteínas” (CP)  y es 

el complejo que está en primer contacto con las células (Lynch y Dawson, 2008). 

Esta unión puede alterar el tamaño, estado de agregación y otras propiedades 

confiriéndole una identidad biológica distinta a su identidad sintética que puede ser 

determinante para la respuesta fisiológica a través de las interacciones con 

biomoléculas o membranas celulares (Nel et al., 2009; Walkey y Chan, 2012). 
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Para NP administradas por vía intravenosa, la sangre es el principal compartimento, 

por lo tanto, las diversas proteínas que contiene el plasma podrían controlar el 

acceso de las NP a otros compartimentos. Aunque la composición de la CP depende 

de las propiedades fisicoquímicas de las NP, existen al parecer dos generalidades: 1) 

Se han identificado 125 proteínas en la corona en al menos un nanomaterial 

(conjunto conocido como  “adsorboma”) involucradas en el transporte de lípidos, 

coagulación, activación del complemento, reconocimiento de patógenos y transporte 

de iones (apolipoproteínas, fibrinógeno, complemento C3, inmunoglobulinas, 

transferrina, albúmina y clusterina); 2) La CP parece seguir una estructura general, 

con proteínas adsorbidas en gran abundancia y algunas más adsorbidas con menor 

abundancia (Walkey y Chan, 2012). 

 

Figura 4. Esquema que representa el modelo de la corona de proteínas que puede ser 
subdividido en un componente duro y uno suave. Ka constante de asociación, Kd constante 
de disociación. (Modificado de Walkey y Chan, 2012). 
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Los factores que pueden afectar la composición, el grosor y la conformación de la 

corona de proteínas son el tamaño, forma, solubilidad, hidrofobicidad y carga (Izak-

Nau et al., 2013; Rahman et al., 2013). Por ejemplo, el grado de hidrofobicidad 

parece incrementar la abundancia de las proteínas unidas a NP copoliméricas 

(Cedervall et al., 2007), mientras que en NP de Fe3O4 de 30, 200 y 400 nm, se ha 

demostrado que el tamaño juega también un papel importante tanto en la 

composición como en la abundancia de las proteínas (Hu et al., 2014).  

 

Como se ha dicho anteriormente, la unión de ciertas proteínas puede tener un efecto 

directo en la distribución e internalización de las NP, así como en las respuestas 

fisiológicas. Por ejemplo, la adsorción específica a ciertas proteínas, como son las 

apolipoproteínas, puede permitir el paso de NP de poli(butilcianoacrilato) a través de 

las células endoteliales para llegar al cerebro (Kim et al., 2007; Kreuter et al., 2007). 

En contraste, la adsorción no específica de proteínas puede causar efectos adversos 

tales como la activación del complemento, coagulación, activación plaquetaria y 

reacciones inmunológicas (Wu et al., 2009). Estas respuestas fisiológicas, pueden 

ser inducidas debido a los cambios en la conformación de proteínas y a la exposición 

de nuevos epítopes (Nel et al., 2009). 

	
1.5.1 Formación de la corona de proteínas. 

 
Los factores que influyen en la formación de la CP son diversos tales como las 

propiedades fisicoquímicas de las NP y los fluidos biológicos. Recientemente, 

algunos estudios han reportado una influencia sobre el medio con proteínas utilizado 

para la formación de la CP. Por ejemplo, NP de ácido poliacrílico de hierro y de silicio 

han mostrado un perfil de la CP diferente cuando son dispersadas en diversos 

medios como el amortiguador de fosfatos salino (PBS), solución 0.9% de cloruro de 

sodio y medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Strojan et al., 

2017). Además, se ha reportado que el tipo de medio de cultivo, como el medio 

Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) o RPMI, puede influir en la composición de la 

CP en NP de oro recubiertos con citrato (Maiorano et al., 2010). Por otra parte, el uso 

de suero o plasma, así como el uso de diferentes anticoagulantes influye en la 
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formación de la CP y en la internalización de NP de silicio (Mirshafiee et al., 2015; 

Schöttler et al., 2016). En NP recubiertas con plasma proveniente de pacientes con 

diferentes enfermedades genera distintos tipos de perfiles (Hajipour et al., 2014) y 

dicha diferencia se ve reflejada en diferentes respuestas celulares (Hajipour et al., 

2015).  

 

1.5.2 El polietilenglicol como recubrimiento estándar para las 
nanpartículas. 

 
Hasta el momento, la mayoría de los fármacos utilizados en nanomedicina que se 

encuentran en el mercado o en ensayos clínicos avanzados están bioconjugados con 

PEG, un polímero no iónico, compuesto de unidades repetidas de etilenglicol, que 

posee cadenas flexibles que permiten la estabilización estérica, la cual se produce 

por las interacciones entre las cadenas del polímero. Las cadenas de PEG contienen 

monómeros repetidos que son reportados como PEG40, es decir 40 repeticiones de 

etilenglicol o con el peso molecular como PEG 2,000 Da. Para bioconjugar moléculas 

pequeñas y oligos se utilizan PEG de 20,000 a 50,000 Da con el fin de prevenir la 

excreción vía renal y mantener una alta concentración por periodos prolongados, 

mientras que para NP de 50-100 nm se utilizan PEG más pequeños debido a que 

PEG largos puede incrementar el diámetro hidrodinámico (Jokerst et al., 2011).   

 

La función de los recubrimientos es principalmente evitar la formación de agregados 

por estabilización estérica, disminuir la adsorción de opsoninas y, por lo tanto el 

atrapamiento de las NP en el sistema fagocítico mononuclear, lo cual aumenta la 

probabilidad de que las NP lleguen al sitio blanco antes de ser endocitadas por los 

macrófagos logrando que el tiempo de vida media en circulación sea mayor (Knop et 

al., 2010) (Figura 5). También la alta solubilidad del PEG en agua ayuda a que éste 

sirva de molécula de transporte para fármacos hidrofóbicos (Knop et al., 2010).  
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Figura 5. El recubrimiento con polietilenglicol reduce la captura de NP por el sistema 

fagocítico mononuclear. (A1) Nanopartículas (A2) recubiertas con opsoninas y (A3) 

asociadas con macrófagos (A4) para ser llevadas al hígado, en donde los macrófagos 

residentes en el hígado (células de Kupffer) tratan de eliminar a las NP. El recubrimiento con 

PEG (B1) previene la opsonización (B2) y disminuye la acumulación en el hígado de las NP 

(B3), lo cual incrementa la disponibilidad de éstas (Modificado de Jokerst et al., 2011). 
 
 
La función del PEG dependerá del peso molecular, de la densidad de cadenas de 

superficie y de la conformación de la misma de acuerdo a la superficie de la NP, por 

lo tanto, aunque presenta diversas ventajas, principalmente la disminución en la 

adsorción de proteínas, el recubrimiento con este polímero no excluye totalmente la 

adsorción de éstas (Knop et al., 2010; Park et al., 2014). 

 

1.5.3 Internalización de nanopartículas de SiO2. 
 

En estudios in vitro la presencia de suero fetal bovino (SFB) ha disminuido la 

internalización de NP de SiO2 bioconjugadas con Tf en células A549 (Lesniak et al., 

2012; Salvati et al., 2013) y el ingreso de NP de Fe3O4 en células MEF (fibroblastos 

de ratón), HeLa (adenocarcinoma de cérvix humano), MCF-7 (adenocarcinoma de 
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mama humano) y HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) (Bajaj et al., 2009), con 

respecto a la exposición de dichas NP sin la presencia de SFB. Esto indica que los 

componentes del SFB pueden provocar una menor interacción con la membrana 

celular, y por lo tanto, afectar también la especificidad de NP bioconjugadas (Figura 

6).  

 

 

 

 

Sin embargo, el SFB difiere del plasma humano en composición y por lo tanto no 

refleja la exposición real, en la cual la célula se enfrenta al complejo NP-proteínas 

formado en la circulación sanguínea del humano. Las NP de SiO2-PEG-Tf son de 

interés en la actualidad para la terapia activa contra el cáncer. Sin embargo, al ser 

potencialmente tóxicas, la pérdida en su especificidad podría provocar su 

acumulación en órganos no deseados.  

 
1.6 Toxicidad de las nanopartículas de SiO2. 
 

Las NP al tener una gran área de superficie son potencialmente reactivas (Donaldson 

et al., 2004; Oberdörster et al., 2005) los principales mecanismos de toxicidad son la 

Figura 6. Esquema representativo de la pérdida de la especificidad de NP de SiO2Tf en la 
presencia de proteínas del SFB. (Modificado de Salvati et al., 2013). 
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generación de especies reactivas de oxígeno y la inflamación en células A549 (Lin et 

al., 2006; Nel et al., 2006; Choi et al., 2009; Sun et al., 2011; Hou et al., 2013). 

Además de estos dos mecanismos, las NP de SiO2 han mostrado otros efectos 

nocivos. En células endoteliales se ha observado la liberación del factor Von 

Willebrand con formación de fibras ultralargas (Bauer et al., 2011) y en células 

HepG2 se ha observado su localización dentro del núcleo con proteínas agregadas e 

inhibición de la replicación, transcripción y proliferación (Chen y Mikecz, 2005). En 

células HaCaT se ha observado la detención del ciclo celular así como un aumento 

en la expresión de proteínas del citoesqueleto y chaperonas que están relacionadas 

con el estrés oxidante (Yang et al., 2010). Estudios realizados anteriormente en el 

laboratorio muestran una baja citotoxicidad, no mayor al 20%, a 100 µg/ml durante un 

tiempo máximo de 72 h, aunque si disminuyó el potencial de membrana mitocondrial 

desde las 12 h. Análisis por TEM mostró la acumulación de NP de SiO2 en cuerpos 

lamelares así como grandes cúmulos libres en el citoplasma (hasta 48 h). Lo que nos 

indica, que aun cuando no se observe citotoxicidad, su alta acumulación podría 

ocasionar otros efectos más sutiles y así alterar la homeostasis celular (Solorio, 

2013). 

 

Por otra parte, estudios in vivo en modelos experimentales en rata y ratón han 

demostrado que la administración de las NP de SiO2 vía inhalatoria puede causar 

inflamación severa, incremento de la concentración de fibrinógeno y daño isquémico 

al miocardio; así como inflamación, trombosis, fibrosis y necrosis en el hígado por 

administración vía intravenosa (Napierska et al., 2010; Xie et al., 2010). Por lo que, 

NP de SiO2, al igual que otros nanomateriales, son potencialmente tóxicas (He et al., 

2008; Xie et al., 2010) por lo cual es importante mantener un buen diseño y control 

en su aplicación en nanomedicina. Aun cuando se ha evaluado la toxicidad de NP de 

SiO2, hay pocos estudios de estas NP bioconjugadas (especialmente con 

transferrina) y no hay información sobre su biodistribución y su potencial tóxico.  
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1.7 El traslado de los estudios preclínicos a la clínica. 

El uso de las NP en los tratamientos para el cáncer no ha alcanzado aún el éxito 

esperado (Venditto y Szoka, 2013). El número de NP que se encuentran 

comercialmente es menor al número de NP que se encuentran en desarrollo (Figura 

7) (Etheridge et al., 2013). 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo tanto, la mayoría de la información sobre el comportamiento de las NP se basa 

en modelos animales, principalmente en roedores, y su extrapolación a la clínica aún 

permanece con muchas incógnitas (Nichols y Han, 2012; Shi et al., 2016). Las 

nanomedicinas con más éxito son el Doxil® y el Abraxane®. Ambos obtuvieron, en 

los estudios preclínicos, resultados positivos en cuanto a la eficiencia. Sin embargo, 

en las fases clínicas se observó una menor eficiencia a la esperada. Su aprobación 

por la FDA, se basa en la reducción de la toxicidad cuando se administran en dosis 

elevadas (Nichols y Han, 2012). Se ha propuesto que el desarrollo de las NP para el 

Figura 7. Ruta de administración para nanomedicinas que se utilizan en la terapia activa y 
pasiva contra el cáncer (Modificado de Etheridge et al., 2013). 
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uso clínico podría mejorar si se conoce a mayor profundidad su identidad biológica 

(Caracciolo et al., 2016). Por lo tanto, se propuso evaluar si existen diferencias inter-

especie en el perfil de la CP entre humano y ratón, al ser éste último el modelo más 

estudiado. Así como la biodistribución de las NP de SiO2 funcionalizadas con PEG y 

Tf que son de interés como nanoacarreadores.  

	

1.8 JUSTIFICACIÓN. 
 

Las NP de SiO2 son de gran interés para la nanomedicina debido a su versátil 

funcionalización con moléculas como el PEG y la Tf, principalmente en la terapia 

contra el cáncer. Sin embargo, las NP, una vez administradas por vía intravenosa, 

son rodeadas por proteínas del plasma las cuales les confieren una identidad 

biológica que podría influir en su internalización y su biodistribución. De manera 

relevante, se ha propuesto que la CP, al influir en las respuestas biológicas, podría 

tener un papel importante en las diferentes respuestas encontradas en los estudios 

preclínicos y clínicos, por lo que resulta relevante caracterizar y evaluar la corona de 

proteínas en el plasma humano y de ratón, así como determinar si la presencia de la 

CP influirá en la biodistribución de las NP de SiO2 con PEG-Tf en un modelo in vivo. 

Determinar las diferencias inter-especie de la CP así como la biodistribución de 

dichas NP es útil para identificar cuáles de las respuestas observadas en los 

modelos preclínicos pueden ser trasladados a los estudios clínicos mejorando el 

desarrollo de estrategias en el diseño, que mantengan la especificidad y control en la 

interacción entre las NP y el ambiente fisiológico con la finalidad de disminuir 

posibles efectos adversos.  
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1.9 HIPÓTESIS. 
 

La formación de la corona de proteínas de NP de SiO2 bioconjugadas con PEG-Tf 

será dependiente de la especie y definirá su biodistribución en un modelo in vivo. 

 

1.10 OBJETIVOS. 
 
1.10.1 Objetivo general. 

 
Evaluar la formación de la corona de proteínas de NP de SiO2 bioconjugadas con 

PEG-Tf y su biodistribución en un modelo in vivo. 

 

1.10.2 Objetivos particulares. 
 

• Sintetizar y caracterizar las NP de SiO2 bioconjugadas con PEG-Tf (SiO2-

PEG-Tf): Determinar el tamaño primario, forma, composición y estructura por 

microscopía electrónica de transmisión (TEM) y microscopía electrónica de 

barrido (SEM). 

• Funcionalizar las NP de SiO2 con PEG y Tf, y caracterizarlas por análisis de 

termogravimetría (TGA) y el ensayo de ácido bicinconínico (BCA). 

• Determinar el tamaño hidrodinámico y carga de superficie de las NP de SiO2-

PEG-Tf, por dispersión dinámica de luz (DLS) y electroforesis láser tipo 

doppler (LDE) en PBS y al formar la CP. 

• Identificar la composición de la corona de proteínas en plasma (humano y 

ratón) de NP de SiO2-PEG-Tf mediante nano cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas (nanoLC-MS/MS).  

• Determinar la localización de las NP de SiO2 y NP de SiO2-PEG-Tf mediante la 

cuantificación de silicio en órganos y tumores de ratones NU/NU 

xenotransplantados con células tumorales. 	
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2 MÉTODOS 
 

Reactivos: 
 
La línea celular de carcinoma alveolar humano A549 fue obtenida del American Type 

Culture Collection, ATCC (USA). Holo-transferrina humana (T4132), isocianato de 

fluoresceína isómero I (FITC, F7250), (3-aminopropil) trimetoxisilano (APTMS, 

281778), tetraetilortosilicato (TEOS, 86578), etanol (459828), hidróxido de amonio 

(NH4OH, 338818), dimetilsulfóxido anhidro (DMSO, 276855), etanol anhidro 

(676829), tris(2-carboxietil)fosfina clorhidrato  (TCEP-HCl, C4706), y medio Ham’s F-

12 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). PEGSMCC cross-linker 

(SM[PEG]8, 22108), PEG N-succinimidil S-acetiltioacetato (SAT[PEG]4, 26099), 

hidroxilamina-HCl (26103), estándar de albúmina de suero bovino (BSA, 23209), 

ácido etilendiaminotetraacético sal disódica dihidrato (EDTA, 15576028), NuPAGE 4-

12% Bis-Tris Protein gels (NP0335BOX), ácido bicinconínico reactivo A (23223) y 

buffer de carga NuPAGE LDS (NP0007) de Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, 

USA). Columnas de Sephadex G-25 (52130800) de GE Healthcare 

(Buckinghamshire, UK).  Azul de Coomassie G-250 coloidal (1610803) de Bio-rad 

(USA).  
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2.1 Diseño del estudio. 
 

El estudio consistió en tres etapas que incluyeron la síntesis y caracterización de las 

NP de SiO2 con PEG y Tf (a partir de este momento se denominarán NP de SiO2 

funcionalizadas), la formación de la corona de proteínas y la biodistribución de las NP 

en un modelo de xenotransplante. 

 
a) Síntesis y caracterización de nanopartículas de SiO2 

funcionalizadas. 
 

La síntesis de las NP se realizó con base en dos protocolos de síntesis con 

fundamento en el método de Stöber y la caracterización de las NP permitió obtener 

información sobre su tamaño primario, tamaño hidrodinámico y carga. Además, las 

técnicas de TGA y BCA permitieron determinar la funcionalización de las NP. 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NP de SiO2

Síntesis de NP 
SiO2-FITC-PEG -Tf

(Salvati et al., 2013; 
Zarschler et al., 2014)

Tamaño primario, 
forma y  

composición 
TEM, SEM-EDS 

Caracterización
Tamaño 

hidrodinámico y 
potencial zeta

DLS y LDE

Funcionalización 
PEG y Tf

TGA, cuantificación 
de proteína por 

BCA
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b) Formación de la corona de proteínas en nanpartículas de SiO2 
funcionalizadas. 
 

Una vez obtenidas las NP de SiO2 funcionalizadas, éstas fueron incubadas con 

plasma humano o de ratón para la formación de la CP identificando las proteínas que 

componen a la CP a través de la técnica nanoLC-MS/MS. 

 
c) Estudio in vivo. 

 
Para determinar la biodistribución de las NP se estableció un modelo de 

xenotransplante en ratones NU/NU con células tumorales A549. Un grupo control y 

dos grupos experimentales fueron administrados con dos tratamientos, NP sin 

funcionalizar y NP funcionalizadas, con la finalidad de determinar si la 

funcionalización y bioconjugación con PEG y Tf permite un mayor ingreso de las NP 

en el tumor y si la biodistribución es influenciada por la CP in vivo.  Al no conocer 

datos de distribución de éstas NP se realizó una cinética de tres tiempos a las 4, 12 y 

24 h. 

 
 

NP SiO2-PEG-Tf

Plasma 
humano

Plasma de 
ratón

< 
Formación de la 

CP 
Identificación 

nano LC-MS/MS 
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Modelo de xenotransplante 

Ratón Crl: NU/UN-nuBR 
Adultos 6-8 semanas  

Condiciones UPEAL-Cinvestav 
3 grupos

PBS NP SiO2 NP SiO2-PEG-Tf

Se registró el crecimiento del tumor tres veces por semana con un vernier (largo, 
ancho

 
y altura) y se calculó el volumen: ((L X A)2)/2 =(mm

3
). L=largo, A= ancho. 

Inoculación de 
animales con células 
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4X10
6 
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Hígado 
Bazo 

Pulmón 
Sangre 

Sacrificio de 
animales 

0d 
7d 15d 

Administración de 
NP SiO

2
 

NP SiO
2
-PEG-Tf 

 30 mg/kg 

4h 12h  24h  
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2.2   Síntesis de las nanopartículas de SiO2 funcionalizadas. 
 

Las NP de SiO2 funcionalizadas fueron sintetizadas de acuerdo al protocolo 

descrito por Salvati et al., 2013 y Zarschler et al., 2014, en el cual las NP se 

preparan por el método de Stöber (Stober, 1968) modificado que consiste en la 

condensación del tetraetilortosilicato con la solución de marcaje N-1-(3-

trimetoxisililpropil)-N-fluoresceiltiourea (APTMS-FITC). El FITC es un fluorocromo 

que queda encapsulado en la NP y que nos podría facilitar la detección por 

fluorescencia. En este estudio no utilizaremos la fluorescencia para la detección 

de las NP. Sin embargo, no se eliminará de la síntesis ya que en pruebas 

preliminares observamos que la solución de APTMS-FITC es importante para la 

obtención de NP monodispersas. Posteriormente, los grupos hidroxilo en la 

superficie de la NP son modificados con APTMS para su posterior anclaje con un 

maleimido PEG enlazador. Este PEG funciona a su vez como anclaje para la 

proteína transferrina humana a través de un grupo tiol añadido a la proteína con 

un grupo N-succinimidil S-acetil(tiotetraetilen glicol) (SATPEG4) (Salvati et al., 

2013; Verderio, 2013; Zarschler et al., 2014) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 

2 3 

4 

5 

Figura 8. Esquema de la síntesis de las NP de SiO2-PEG-Tf. 1) NP de SiO2, 2) Aminación de 
las NP, 3) PEG8 maleimido, 4) SATPEG4 y 5) NP de SiO2-PEG-Tf. (Tomado de Salvati et al., 
2013). 
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2.2.1 Síntesis de las nanopartículas de SiO2. 
 

Se preparó la solución de conjugación FITC-APTMS N-1-(3-trimetoxisilpropil)-N-

fluoresceiltiourea al disolver 4 mg de FITC en 2 ml de etanol anhidro. 

Inmediatamente se añadió a esta solución 20 µl de APTMS y se agitó a 

temperatura ambiente en oscuridad durante 4 h. Se mezcló 25 ml de etanol 

(99.9%) con 0.91 g de NH4OH (28-30% NH3). Con una rápida agitación se 

agregaron 500 µl de la solución de tinción preparada anteriormente y 15 minutos 

después se añadió 940 µl de TEOS. La reacción continúo por 20 h en la oscuridad 

a 25°C a 600 rpm. La suspensión de NP obtenida se centrifugó a 6,000 rpm 

(revoluciones por minuto) durante 15 min para eliminar el exceso de FITC que no 

reaccionó. El sobrenadante se utilizó para recuperar las NP a 14,000 rpm por 20 

minutos, el botón resultante se lavó con etanol con sonicación y posteriormente 

fue centrifugado. El procedimiento de lavado se repitió dos veces más, seguido de 

tres veces con agua y fueron finalmente resuspendidas en agua en un volumen de 

12 ml (Salvati et al., 2013; Zarschler et al., 2014).  

 
2.2.2 Aminación de las nanopartículas de SiO2. 

 
Las NP de SiO2 fueron suspendidas en agua a una concentración de 10 mg/ml. A 

esta suspensión se añadió ácido acético a una concentración final de 0.05% vol. 

Posteriormente, el APTMS se agregó a una concentración de 0.1% vol y se sonicó 

en baño por 1 minuto. La reacción permaneció por 2 h a 400 rpm a temperatura 

ambiente y posteriormente se incubó a 90°C por 1 hora. Las NP se lavaron con 

etanol (3 veces) y con agua (2 veces). Finalmente las NP fueron resuspendidas en 

agua y permanecieron a temperatura ambiente por 16 h antes de la 

funcionalización. El proceso de aminación fue corroborado por el cambio del punto 

isoeléctrico (PI) de pH ácido a pH básico (Salvati et al., 2013). El PI se define 

como el pH en el cual el potencial zeta de la NP es cero y se puede determinar al 

medir el potencial zeta de la NP en agua a diferentes pH (Suttiponparnit et al., 

2011). La determinación se realizó en tres experimentos independientes por 

triplicado en el equipo Malvern Zetaziser NanoZS90.  
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2.2.3 Funcionalización de las nanopartículas de SiO2. 
 

Se disolvieron 5 mg de Tf (por 10 mg de Nanopartículas) en 1 ml de PBS 

desgasificado (pH 7.4) mediante la técnica de “Freeze-Pump-Thaw”. A dicha 

solución se añadió SATPEG4 en dimetilsulfóxido (0.046 µmoles). Después de 30 

minutos en agitación a temperatura ambiente, 100 µl del amortiguador de 

desacetilación (0.5M hidroxilamina, 25 mM de ácido etilendiaminotetra acético en 

PBS pH 7.4) se añadieron a la reacción, la cual continuó por 2 horas. La solución 

fue purificada en una columna de sephadex G-25 con HEPES pH 7.4 e incubadas 

durante 5 minutos con tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 1 mM (Zarschler et al., 

2014). 

 
Las NP aminadas se lavaron dos veces con HEPES 20 mM pH 7.4 por 

centrifugación y resuspensión a una concentración de 10 mg/ml. Se añadió gota a 

gota y mezclando un volumen de solución igual de SM-PEG8-Mal 5 mg/ml en 

HEPES pH 7.4 20 mM. La reacción se agitó por 2 h con sonicación en baño 

intermitente (2 x 30 segundos). Posteriormente se lavaron con HEPES por 

centrifugación y resuspensión a 14,000 rpm durante 25 minutos. Finalmente 

fueron resuspendidas  en HEPES a una concentración final de 10 mg/ml de NP 

(Salvati et al., 2013; Zarschler et al., 2014). 

 
La solución de proteína modificada y la dispersión de NP se terminó 

simultáneamente para ser combinadas (0.5 mg de proteína/mg NP; 5 mg/ml NP) 

en una atmósfera de nitrógeno. Se agitaron suavemente por dos h y se incubo 

durante toda la noche. Se realizaron lavados por centrifugación y resuspensión 

tres veces en PBS filtrado pH 7.4 para eliminar el exceso de proteína (Zarschler et 

al., 2014). Posterior a su bioconjugación, se cuantificó la cantidad de proteína por 

BCA de la NP funcionalizadas restando la absorbancia de las NP de SiO2-PEG  a 

las NP de SiO2-PEG-Tf.  
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2.3  Caracterización de las nanopartículas de SiO2 funcionalizadas por 
microscopía electrónica de transmisión. 
 
2.3.1 Principio. 

 
En TEM se utiliza un haz de electrones que son acelerados y focalizados en un 

espécimen para crear una imagen de éste al transformar los datos de incidencia y 

refracción de los electrones que penetran al espécimen y son dispersados por las 

estructuras internas (Egerton, 2005). Los microscopios de TEM pueden utilizarse 

en modo microscopía de barrido (STEM) ya que tienen un detector de electrones 

secundarios (Ubero, 2009). 

 
2.3.2 Procedimiento. 

 
Para observar las NP por TEM, 30 µl de NP se dispersaron en 500 µl de 

isopropanol y se sonicó la dispersión  durante 15 minutos, finalmente se colocaron 

10 µl de la dispersión de NP en rejillas de cobre Lacey Formvar/Carbon. Se 

tomaron imágenes representativas de las muestras en un microscopio electrónico 

transmisión de alta resolución (JEM-ARM200F) para determinar la morfología y el 

tamaño primario. Estos análisis se realizaron en el Laboratorio Nacional de 

Microscopía Electrónica de Alta resolución (LANE-Cinvestav). Se contaron 356 NP 

y su tamaño se midió con ayuda del software Digital Micrograph Versión 

2.01.697.0.  

 
2.4  Caracterización de las nanopartículas de SiO2 funcionalizadas por 

microscopía electrónica de barrido. 
 
2.4.1 Principio. 

 
La técnica de SEM se basa en focalizar electrones que pueden barrer la superficie 

del espécimen o ir hacia una posición para analizarla y determinar la forma. Tiene 

diversos detectores para determinar la topografía (electrones retrodispersados), 

detectores para obtener imágenes de alta resolución (electrones secundarios) y 

detectores de energía dispersiva (Ubero, 2009). La técnica de espectroscopía por 

dispersión de energía de rayos X (EDS) permite cuantificar a los elementos 
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presentes en la muestra y por lo tanto, identificar posibles contaminantes. Debido 

a que cada elemento emite rayos X característicos, la técnica se basa en la 

detección de rayos X que son el resultado de la transición de electrones excitados 

por el haz primario al regresar a su estado basal o de mínima energía (Goldstein, 

2003.).  

 
2.4.2 Procedimiento. 

 
Para visualizarlas en SEM, se colocó 5 µl de la dispersión en una cinta de carbono 

y se dejó secar la muestra durante toda la noche y con el microscopio Zeiss Auriga 

se determinó la forma y la composición de las NP. Estos análisis se realizaron en 

el Laboratorio Nacional de Microscopía Electrónica de Alta resolución (LANE-

Cinvestav) con ayuda del software Digital Micrograph Versión 2.01.697.0.  

 
2.5  Análisis termogravimétrico de las nanopartículas de SiO2 

funcionalizadas. 
 
2.5.1 Principio. 

 
El análisis de TGA es una técnica en la cual se mide la masa de una sustancia en 

función del tiempo mientras que es sujeta a un cambio controlado de temperatura. 

Debido a que la masa es una propiedad fundamental de la materia, cualquier 

cambio en ella es asociado a un cambio químico, que puede reflejar un cambio en 

su composición (Mansfield et al., 2014). Es decir, la variación de la masa en el 

transcurso del tiempo, aumentando la temperatura, indicaría la descomposición 

térmica de la muestra. 

 
2.5.2 Procedimiento. 

 
Las muestras de NP funcionalizadas fueron secadas a temperatura ambiente. El 

análisis de TGA se llevó a cabo en el equipo de análisis térmico SDT Q600 V20.9 

con un cambio de temperatura de 10°C min-1, de 30°C a 500°C  bajo una 

atmósfera de nitrógeno. La cantidad de muestra utilizada fue al menos de 1 mg. 

Como control se analizaron muestras de SiO2 sin funcionalizar.  El procedimiento 
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se llevó a cabo  con la ayuda del Dr. Aarón Rojas del Departamento de Química-

Cinvestav. 
	

2.6  Cuantificación de proteína en las nanopartículas de SiO2 
funcionalizadas. 

 
2.6.1 Principio. 

 
Este ensayo tiene su fundamento en la reducción de iones Cu2+ a Cu1+ por la 

reacción de proteínas con los iones, formando un complejo púrpura entre el Cu1+ 

con el ácido bicinconínico. Debido a que la producción de iones Cu1+ está en 

función de la concentración de proteína, la concentración de proteína de las 

muestras puede ser determinada al comparar la absorción de éstas con 

estándares. El método es sensible y muestra menos interferencias en 

comparación con otros compuestos (Smith et al., 1985). 

 
2.6.2 Procedimiento. 

 
Se prepararon estándares (0.05, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/ml) con albúmina de suero 

bovino (BSA, bovine serum albumine por sus siglas en inglés) para el gráfico de 

calibración. Se colocaron 10 µl de cada estándar y muestra sin diluir en una placa 

de 96 pozos por duplicado. Se añadió 100 µl del reactivo de BCA preparado con 

CuSO4 (20µl por cada ml de BCA) y se incubaron durante 60°C por 30 minutos. 

Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 592 nm en el equipo Tecan 

Infinite 2000. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado. 

	
2.7  Determinación de endotoxina en las nanopartículas de SiO2 

funcionalizadas. 
 
2.7.1 Principio. 

 
La endotoxina, también conocido como lipopolisacárido, es el componente de las 

membranas de las bacterias Gram negativas que estimulan la liberación de 

citocinas inflamatorias, las cuales pueden causar, en liberación excesiva, daños en 

múltiples órganos e incluso la muerte. Las endotoxinas son ubicuas y pueden 
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encontrarse en el material de laboratorio, y son un indicativo de contaminación. 

Para determinar su concentración se utiliza el ensayo de lisado de amebocitos de 

limulus, el cual consta de la activación de una cascada de proteasas, en presencia 

de endotoxinas, las cuales escinden un sustrato cromogénico para generar pNA 

(para-nitroanilina), el cual puede ser detectado a una longitud de onda de 405 nm. 

La correlación entre la absorbancia y la concentración de endotoxina es linear en 

el rango de 0.1-1.0 EU ml. La concentración de endotoxina de las muestras se 

calcula con los valores de absorbancia de los estándares (Li y Boraschi, 2017). 

 
2.7.2 Procedimiento. 

 
El ensayo se realizó como lo describe el kit QCL-1000TM Endpoint Chromogenic 

LAL de Lonza. Las dispersiones de las NP se prepararon a una concentración de 

0.5 mg/ml en agua MiliQ en tubos de baja retención estériles. 

 

2.8  Caracterización de las dispersiones de las NP de SiO2 
funcionalizadas. 

 
2.8.1 Principio. 

 
El diámetro hidrodinámico de una partícula puede ser determinado por dispersión 

DLS, en la cual un láser se hace incidir sobre la suspensión y la dispersión de la 

luz se relaciona directamente con el tamaño hidrodinámico de las NP. Este 

tamaño se calcula a partir de la ecuación de Stokes-Einstein (Stetefeld et al., 

2016) tomando en consideración la temperatura absoluta y viscosidad del medio. 

Varios grupos de tamaño pueden estar presentes en la suspensión, por lo cual se 

grafica en un histograma la distribución en número (Jiang et al., 2009) y se obtiene 

el índice de polidispersión (PDI) que nos indica si la suspensión de NP es 

monodispersa o polidispersa (PDI <0.5 ó PDI>0.5, respectivamente), es decir si 

está presente más de un grupo con diferentes tamaños hidrodinámicos 

(Landsiedel et al., 2012).  
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Cuando las NP entran en contacto con un medio acuoso son rodeadas por los 

iones que están presentes en él formando una doble capa eléctrica compuesta por 

la capa de Stern, con iones fuertemente adheridos a las NP, que atrae a su vez 

iones de contracarga para formar la otra capa conocida como difusa. Dentro de 

ésta última se encuentra un límite teórico que delimita el área, dentro de la cual los 

iones se mueven junto con la partícula, conocido como potencial zeta. Por lo tanto, 

este potencial no es la carga de superficie de las NP, sino un estimador de la 

carga que éstas adquiere en un medio en particular que es de interés práctico 

como indicador de la estabilidad de la dispersión, ya que determina las fuerzas 

interpartícula. La técnica LDE es utilizada para medir el potencial zeta. Cuando un 

campo eléctrico es aplicado a través de la suspensión de NP, las partículas 

cargadas se moverán hacia el electrodo con la polaridad opuesta (fenómeno 

conocido como electroforesis). Si un haz de laser pasa a través de una muestra 

que experimenta electroforesis, la luz dispersada por el movimiento de las 

partículas será de una frecuencia desplazada, esta última se utiliza para calcular el 

potencial zeta a través de la ecuación de Smoluchowski (Sze et al., 2003). Se 

considera estable una suspensión de NP cuando el potencial zeta se encuentra 

<30 mV o >30 mV (Jiang et al., 2009).  

 
2.8.2 Procedimiento. 

 
Las NP dispersadas se prepararon de acuerdo al protocolo descrito anteriormente 

en H2O-dd, PBS y con CP. Un mililitro de la suspensión fue colocado en la celda  

para leer el diámetro hidrodinámico y después, esa misma alícuota se utilizó para 

determinar el potencial zeta en el equipo Zetasizer NanoZS90 de Malvern 

Instruments Ltd, UK.  

 
2.9  Obtención de plasma humano. 

 
La muestra de plasma humano fue obtenida de individuos sanos por punción 

venosa con su consentimiento informado. La sangre fue colectada en tubos con 

EDTA y fue centrifugada a 3,000 rpm por 15 min a 4°C. Las muestras no fueron 

identificadas, se mezclaron y guardaron en alícuotas a -80°C (Deng et al., 2009).  
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2.10 Obtención de plasma de ratón. 
 

La sangre fue obtenida de ratones BALB/c por punción venosa en la cola con 

previa anestesia. Fue recolectada en tubos con EDTA y centrifugada a 3,000 rpm 

por 15 min a 4°C. Las muestras se mezclaron y guardaron en alícuotas a -80°C 

(Argmann y Auwerx, 2006). El procedimiento experimental fue aprobado por el 

Comité Interno para el Cuidado y uso de los Animales de Laboratorio, CICUAL del 

Cinvestav. 

 
2.11 Formación e identificación de la corona de proteínas. 

 
2.11.1 Principio. 

 
Una vez que las NP han ingresado al organismo pueden ser cubiertas por distintas 

proteínas del plasma formando lo que se conoce como corona de proteínas. Para 

formar esta corona, las NP son incubadas en plasma, posteriormente lavadas para 

eliminar las proteínas de la corona suave y obtener la corona de proteínas dura. 

Las proteínas se separan en un gel, para posteriormente identificarlas por diversos 

métodos, de los cuales la nanoLC-MS/MS es la técnica más utilizada (Aggarwal et 

al., 2009; Deng et al., 2009; Ehrenberg et al., 2009; Lundqvist et al., 2011).  

 

La espectrometría de masas se enfoca en la separación de especies moleculares 

y atómicas de acuerdo a su masa. La técnica nanoLC-MS/MS es la más confiable 

para identificar proteínas en donde las muestras, antes de llegar a la fuente de 

iones del espectrómetro, llegan a un cromatógrafo de líquidos. Una vez que se 

encuentra en la fuente de iones, se someta a ionización y los fragmentos positivos 

que se producen se aceleran en vacío a través de un campo magnético 

distribuyéndose en base a su relación carga/masa (m/z). Finalmente, se analizan 

los espectros de los fragmentos para reconstruir la molécula original (Fernández-

Lainez et al., 2009). 
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2.11.2 Procedimiento. 

Las NP fueron incubadas en plasma humano o de ratón a una concentración de 

1.5 mg/ml al 55% de plasma a 37°C durante 30 minutos. Las proteínas no unidas 

fueron separadas de las NP mediante lavados con PBS-EDTA por centrifugación a 

14,000 rpm por 25 minutos a 4°C. Las NP fueron cuidadosamente lavadas con la 

solución amortiguadora tres veces y separadas de las proteínas al añadir una 

solución de SDS a una concentración de 2% de SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% 

glicerol y 62.5 mM Tris-HCl pH  6.8. Las muestras se incubaron a 95°C por 5 min y 

después se separaron por electroforesis en gel (Deng et al., 2009; Ehrenberg et 

al., 2009; Lundqvist et al., 2011). Las muestras se separaron en geles de SDS-

poliacrilamida 4-12%. El gel fue fijado con etanol/ácido acético, lavado una vez 

con agua y posteriormente teñido con azul de Coomassie coloidal (Ehrenberg et 

al., 2009). El plasma sin NP fue utilizado como control para asegurar que las 

proteínas no hayan precipitado. 

Después de ser separadas por SDS-PAGE, el gel fue cortado en 15 secciones 

horizontales y para la extracción de los péptidos los cortes fueron sometidos a 

reducción, alquilación y digestión (Schevchenko et al., 1996; Schevchenko et al., 

2006). Las muestras se analizaron por nano-cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem acoplado a ionización por nebulización con 

analizador de trampa de iones. Los archivos estándar se convirtieron a archivos 

Proteo Wizard (Kessner et al., 2008) y la búsqueda de las proteínas se realizó con 

la base de datos Uniprot para Homo sapiens y Mus musculus empleando la 

estrategia “target decoy” (Elias y Gygy et al., 2007). Para obtener la abundancia 

relativa de cada proteína se empleó una semicuantificación con el método del 

Factor de Abundancia Espectral Normalizado (NSAF, Normalized Spectral 

Abundance Factor). Los análisis de proteómica fueron analizados utilizando el 

Software “Crux mass spectrometry analysis toolkit” (Mcilwain et al., 2014). Se 

consideraron las proteínas en las cuales se detectaron al menos dos péptidos con 

un nivel de confianza de 0.99. El procedimiento se llevó a cabo en el 

Departamento de Biotecnología y Bioquímica. Cinvestav-Irapuato.  
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2.12  Análisis de proteómica. 
 

Se analizaron las proteínas identificadas con la aplicación ClueGO del programa 

Cytoscape (v.2.2.5) para clasificar y visualizar los procesos biológicos asociados a 

la CP. Los datos son analizados por evaluación hipergeométrica con ajuste del 

valor-p por Bonferroni. Los términos de la Ontología de Genes (GO) se 

visualizaron en nodos y su interacción en base al índice Kappa (0.5). Se comparó 

la diferencia en el perfil de proteínas de la CPH con respecto a la CPR. La 

información sobre la función de las proteínas se obtuvo del portal Uniprot 

(“UniProt”, 2017). 

 

2.13 Modelo de xenotransplante y tratamientos con las nanopartículas. 
 

El protocolo para el estudio in vivo fue sometido a revisión por el comité interno 

para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) del Cinvestav con 

el protocolo No. 0213-16. Se utilizaron ratones Crl:NU/NU-nuBR adultos de 6-8 

semanas. La deficiencia en células T de estos ratones permite el crecimiento de 

células tumorales de otras especies. Los animales se mantuvieron a 12 h luz-

oscuridad, a una temperatura constante de 26°C y una humedad relativa de 50-

60% en cajas Super Mouse en condiciones libres de patógenos (4 animales por 

caja). Fueron alimentados con dieta comercial de laboratorio y agua ad libitum. 

Los animales se aclimataron una semana previa al tratamiento. La manipulación 

de los animales se realizó en una campana de flujo laminar bajo condiciones 

asépticas y el consumo de agua, ingesta de alimento y peso se midieron 

diariamente. 

 

Se trabajaron con tres grupos: 1) Grupo control, 2) grupo tratado con NP de SiO2 y 

3) grupo tratado con NP de SiO2-PEG-Tf con 3 animales por cada grupo. En el día 

0 se inocularon 4X106 células A549 cultivadas en medio Ham’s-F12 en 100 µl en 

el flanco izquierdo de cada animal para generar el modelo de xenotransplante. 

Durante dos semanas se registró el tamaño del tumor y fue calculado con la 

fórmula (L X A)2/2 = mm3. Después de 15 días,  los animales fueron administrados 
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con las NP a una dosis de 30 mg/kg en un volumen de 40 µl de PBS vía 

intravenosa en la vena de la cola. 30 mg/kg es la dosis máxima tolerada vía 

intravenosa reportada en NP de SiO2 mesoporosas (He et al., 2008). Un grupo 

control fue administrado con el vehículo PBS y sacrificado a las 24 horas. Después 

de la administración de las NP, los animales fueron sacrificados a las 4, 12 y 24 h. 

Se recolectaron el tumor, el hígado, el bazo, los pulmones, el riñón, el cerebro, la 

sangre y orina para cuantificar el Si por espectrometría de absorción atómica 

acoplada a horno de grafito.  

 
2.14 Digestión de muestras biológicas. 

 
Se utilizaron frascos de polipropileno de alta densidad para realizar las 

digestiones, las cuales se llevaron a cabo con la siguiente mezcla de ácidos: 

 

 

 

 

 

 
*Las muestras de órganos fueron cortadas con un cuchillo de cerámica y fueron incubadas durante toda la 
noche en la mezcla de ácidos. 
 

 

Las digestiones se llevaron a cabo a 50ºC en parrilla durante 1 h y 40 minutos. 

Durante la primera hora las muestras permanecieron en agitación constante. 

Posteriormente se añadieron 100 µl de HNO3 y después de 20 minutos tres gotas 

de H2O2 fueron adicionadas y las muestras agitadas por 20 minutos adicionales. 

Finalmente las muestras fueron recuperadas en agua MiliQ y guardadas a 4ºC 

para su análisis. 

 

 

 

 

ÁCIDOS Cantidad en µl 

HCl 75 

HNO3 125 

HF 150 
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Los cálculos para determinar la concentración de Si en órganos se realizaron de la 

siguiente manera: 

 

µg
g #$ =

µg
L '( )*+,-./	1.	23*4*

5	ó452/*  

 

Donde: 

FD: Factor de dilución 

Volumen de aforo para hígado, bazo y pulmón: 0.001L 

Volumen de aforo para tumor: 0.0001L 

g = gramos de peso del tejido 

 

*Las muestras de sangre no fueron diluidas ni concentradas, por lo que la lectura 
del equipo, µg/L, representa la concentración de Si en la muestra.  
 
 

2.15 Cuantificación por espectrometría de absorción atómica. 
 

2.15.1 Principio. 
 

La espectrometría de absorción atómica tiene como fundamento la absorción de 

radiación de una longitud de onda determinada que se basa en la ley de Beer-

Lambert. La muestra es atomizada a través de una corriente eléctrica que se 

aplica sobre un tubo de grafito y posterior a la formación de átomos éstos 

absorberán la radiación emitida por una lámpara. Cada elemento va a responder a 

la excitación de una radiación de longitud de onda muy específica, ya que la 

radiación corresponde a la diferencia de energía entre dos niveles particulares del 

átomo (Skoog et al., 2001).  

 
2.15.2 Procedimiento. 
 

Para el análisis de contenido de silicio, las muestras (+1 g) fueron digeridas en 

sistema abierto adaptado por aplicación de ácido fluorhídrico.  La determinación 

de silicio en muestras se realizó por espectrometría de absorción atómica (Perkin-
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Elmer, PinAAcle 900T) acoplada a horno de grafito, a una longitud de onda 251.6 

nm y temperatura de atomización a 2350 °C Para aseguramiento de calidad y 

optimización del método se utilizó modificador de matriz Mg(NO3) al 0.3%  

muestras control de  material de referencia certificado (CRM SOIL-B  a una 

concentración de 150 µg/L). Solución de silicio 1,000 µg/mL de alta pureza para 

estructurar la curva de calibración a 50, 100,150 y 200 ppb, los blancos de reactivo 

y las muestras duplicadas se corrieron con cada serie de digestión. En la 

estandarización del método, los valores experimentales de silicio (recuperación 

promedio) concuerdan con los valores certificados (95-105%). Las digestiones de 

las muestras y la cuantificación se realizó en el Laboratorio de Análisis y Monitoreo 

Ambiental en el Centro Interdisciplinario de Investigaciones y Estudios sobre 

Medio Ambiente y Desarrollo del IPN (CIIEMAD-IPN). 

 
2.16 Análisis de resultados. 

 
Se realizaron al menos tres experimentos independientes. En el estudio in vivo el 

número de animales fue de al menos 3 por grupo. La prueba de Shapiro-Wilk se 

utilizó como prueba de normalidad. Los datos se representan como media ± 

desviación estándar (datos paramétricos) o mediana y rango (datos no 

paramétricos).  Los datos con distribución no paramétrica fueron transformados 

para poder realizar una prueba de ANOVA de dos vías. Se utilizó el paquete 

estadístico SIGMASTAT 3.5. Los gráficos se hicieron con GraphPad Prism 5.  
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3 RESULTADOS 
 

3.1 Síntesis y caracterización de las nanopartículas de SiO2. 
 
3.1.1 Tamaño primario y composición química de las 

nanopartículas de SiO2. 
 

La definición de NP comprende aquellas partículas manufacturadas que tienen un 

tamaño menor a 100 nm en sus tres dimensiones. Para estandarizar el proceso de 

síntesis y corroborar que se obtuvieron partículas con un tamaño primario menor a 

100 nm se caracterizaron 3 síntesis independientes de las NP de SiO2 por TEM-

STEM. En la Figura 9 se muestran las imágenes representativas de las NP 

semiesféricas con una distribución de tamaño con rango de 12-48 nm, con un 

tamaño primario promedio de 26 ± 6.04 nm (Figura 10). Por la técnica de SEM-

EDS se observó la morfología semiesférica de las NP (Figura 11) y se corroboró la 

composición elemental, donde el silicio y el oxígeno fueron los elementos 

mayormente representados, así como la ausencia de contaminantes (el carbono 

encontrado es componente de la cinta que se utiliza como soporte para montar las 

muestras) (Figura 12).  
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Figura 9. Tamaño primario de las NP de SiO2. A y B) Imágenes de STEM. 
Escala: 200 nm. 

Figura 10. Distribución de tamaño de las NP de SiO2. Se midió el tamaño de las 
NP en las imágenes de STEM por medio del software Digital Micrograph. 
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Figura 11. Imágenes de SEM de las NP de SiO2. 
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3.1.2 Diámetro hidrodinámico y potencial zeta de las 
nanopartículas de SiO2. 

 
Las propiedades de las NP en medio seco pueden ser completamente diferentes a 

las propiedades que presentan las NP en medios acuosos. Por ejemplo, se ha 

observado que el tamaño primario de las NP difiere del tamaño de las NP en 

Figura 12. Composición elemental de las NP de SiO2. A) Imagen del área en el que fue 
realizada la determinación. B) Composición elemental determinada por EDS, la línea 
azul representa la señal del carbono, la línea verde representa la señal del oxígeno, y la 
línea naranja representa la señal del silicio. 

A) 

B) 



42	
	

dispersión (diámetro hidrodinámico - DH). Esto se debe al comportamiento coloidal 

de las NP en suspensión que son rodeadas por moléculas presentes en el medio 

donde están suspendidas. Principalmente, los iones rodean a las NP afectando 

sus cargas, la interacción entre ellas y por lo tanto su aglomeración y agregación. 

Esto finalmente determinará la estabilidad de la dispersión, y el tamaño en el 

medio acuoso como consecuencia de la agregación o aglomeración, al cual se 

estará enfrentando las células. Para determinar el DH de las NP y la 

reproducibilidad del protocolo de síntesis, se evaluaron por DLS y LDE 13 síntesis 

independientes. Se observó en la distribución de DH una población uniforme de 

NP (Figura 13) con un índice de polidispersión (PDI) menor a 0.5 y un rango de 

DH de ≈ 20-50 nm (Tabla 2). El tamaño hidrodinámico promedio de las NP de SiO2 

fue de 28.92 ± 9.89 nm. Las NP que tuvieron un diámetro hidrodinámico promedio 

con más de dos o tres desviaciones estándar (48.7 y 58.6 nm, respectivamente) 

fueron descartadas para los siguientes procesos de aminación y funcionalización. 

Los valores de potencial zeta (ζ) obtenidos fueron de -21 a -31 mV en agua 

destilada con un promedio de - 25.22 ± 4.63 mV (Tabla 3), lo que indica una 

repulsión entre las cargas de las NP lo que explica su monodispersión y por lo 

tanto su estabilidad en agua.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gráfica representativa de la distribución de diámetro hidrodinámico de las 
NP de SiO2. 
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Tabla 2. Diámetro hidrodinámico y PDI de NP de SiO2 en suspensión en agua. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Los resultados representan 13 síntesis independientes (n=13). 

 

 
 
Tabla 3. Potencial zeta de las dispersiones de las NP de SiO2 en agua. 

Síntesis 
NP de SiO2 

ζ ± D.E 
mV 

10 -22.5 ± 0.8 
11 -25.6 ± 0.529 
12 -31.6 ± 1.46 
13 -21.1 ± 0.721 

 

Los resultados representan 4 síntesis independientes. Las lecturas se realizaron por triplicado. 
Se representa la media ± desviación estándar. 
 

 

 

 

Síntesis 
NP-SiO2 

DH 
nm PDI 

1 24 0.229 
2 28 0.228 
3 28 0.219 
4 38 0.258 
5 21 0.283 
6 24 0.366 
7 51 0.240 
8 33 0.359 
9 21 0.239 

10 19 0.337 
11 21 0.229 
12 44 0.199 
13 24 0.207 
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3.2  Funcionalización de las nanopartículas de SiO2. 
 
3.2.1 Aminación de las nanopartículas de SiO2. 

 
Una de las ventajas de las NP de SiO2 es la modificación versátil de su superficie 

para el anclaje de grupos funcionales que sirvan para la unión covalente de 

moléculas como fluorocromos, anticuerpos y proteínas. La aminación es una 

modificación muy útil para las NP ya que puede reaccionar con los grupos N-

hidroxisuccinimida del PEG, grupos enlazadores para formar un enlace amida. 

Para lograr esta modificación las NP fueron aminadas con APTMS y ácido acético 

de acuerdo al protocolo anteriormente descrito y su modificación de superficie fue 

evaluada con un cambio en su P después del proceso de aminación. El PI para las 

NP de SiO2 no aminadas se encuentra entre 3.4 y 4 mientras que para las NP de 

SiO2 aminadas el PI es alrededor de 7.5. Lo anterior confirma el reemplazo de los 

grupos OH por los grupos amino debido a que la superficie de las NP con grupos 

OH tienen un PI de 2-3 con valores de potencial zeta negativos a pH neutros y 

básicos y de manera contraria, los grupos amino se protonan a pH ácido dando 

lugar a valores de potencial zeta positivos con PI cercanos a 7.5 (“nanoComposix”, 

2018) (Figuras 14 y 15). 
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Figura 14. Gráfica del PI de las NP de SiO2. Se midió el potencial zeta de las NP sin 
aminar en agua con diferentes pH. Las lecturas se realizaron por triplicado. Tres 
experimentos independientes. Los datos representan la media ± desviación estándar. 

Figura 15. Gráfica del PI de las NP de SiO2 aminadas. Se midió el  potencial zeta de 
las NP aminadas en agua con diferente pH. Las lecturas se realizaron por triplicado. 
Tres experimentos independientes. Los datos representan la media ± desviación 
estándar. 
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3.2.2 Análisis de termogravimetría de las nanopartículas de SiO2  
funcionalizadas. 

 

Una vez que las NP fueron aminadas, éstas fueron funcionalizadas con PEG y 

transferrina. Se utilizó un PEG qué actúa como enlazador para unir la transferrina 

a la NP. Este PEG contiene un grupo éster N-hidroxisuccinimida (NHS) y un grupo 

maleimido. El grupo éster N-hidroxisuccinimida reacciona con aminas primarias a 

pH de 7 a 9 (en este caso los grupos amino de la NP) formando enlaces amidas, 

mientras que el grupo maleimido, en pH de 6.5 a 7.5, reacciona con un grupo 

sulfhidrilo añadido a la proteína a través de un grupo N-succinimidil-S-

acetil(tiotetraetilenglicol) (SATPEG4). Una vez realizado este procedimiento, 

siguiendo los pasos descritos en métodos, se realizó un análisis de TGA para 

determinar la presencia de compuestos orgánicos (en este caso PEG y Tf). La 

pérdida de masa en función de la temperatura fue registrada para las muestras NP 

sin funcionalizar y NP funcionalizadas con PEG y Tf. Dos pérdidas de masa fueron 

evidentes en las NP funcionalizadas con PEG y Tf de 26.31% y 9.318% a 

289.22°C y 414.71°C, respectivamente (Figura 16). En contraste, con las NP de 

SiO2 no se observó una pérdida de masa importante conforme al aumento de la 

temperatura (Figura 17). En el rango de temperatura de 200ºC a 400ºC 

observamos la degradación de la proteína transferrina (Figura 18) y también a 

éstas temperaturas se ha reportado la descomposición de PEG (Mansfield et al., 

2014). Con lo anterior podemos inferir que están presentes estos compuestos 

orgánicos en la suspensión de las NP funcionalizadas. 
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Figura 16. Curva termogravimétrica (TGA) y derivada DTG de las NP de SiO2 
funcionalizadas. 

Figura 17. Curva termogravimétrica (TGA) y derivada DTG de las NP 
funcionalizadas. Comparación de la pérdida de masa de las NP sin funcionalizar y 
funcionalizadas con PEG y Tf. Las líneas gris, roja y amarilla representan las NP de 
SiO2 sin funcionalizar y la línea azul representa las NP de SiO2 funcionalizadas 
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3.2.3 Cuantificación de transferrina en las NP de SiO2 
funcionalizadas.  

 

Una vez determinada la presencia de compuestos orgánicos en la suspensión de 

NP funcionalizadas se cuantificó por el ensayo colorimétrico de BCA la cantidad 

de proteína (Tf) presente en la suspensión de NP. La cantidad de proteína fue 

calculada a partir del gráfico de calibración que se realizó con los estándares de 

BSA para los protocolos de síntesis descritos por Salvati et al., 2013 y Zarschler et 

al., 2014. Debido a que en los ensayos colorimétricos las NP u otros compuestos 

pueden producir interferencias subestimando o sobreestimando los resultados, se 

determinó si existe un desarrollo del color independiente de la presencia de Tf. Por 

lo cual se evaluaron los intermediarios y producto final de las síntesis en este 

ensayo: NP de SiO2, NP de SiO2 aminadas, NP SiO2-PEG y NP de SiO2-PEG-Tf, 

así como las NP de SiO2 incubadas con TCEP y posteriormente lavadas (tres 

veces con PBS).  De todas las muestras, únicamente las NP de SiO2-PEG 

presentaron un ligero color púrpura con una absorbancia de 0.32 (Tabla 4). La 

Figura 18. Curva termogravimétrica (TGA) y derivada DTG de la transferrina. 
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absorbancia de las NP completamente funcionalizadas (SiO2-PEG-Tf) presentó 

una coloración intensa con valores de absorbancia de 0.8. A dicho valor se le restó 

el valor de fondo determinado en las NP de SiO2-FITC- PEG para determinar la 

concentración final de Tf. En la Tabla 5 se presenta la concentración de proteína 

de tres síntesis independientes de las NP de SiO2 funcionalizadas con un valor de 

57.48 ± 6.83 µg/mg de NP. 

 

Tabla 4. Cuantificación de proteína en la suspensión de las NP de SiO2  y NP de 
SiO2 funcionalizadas. 

NP Absorbancia 
µG PROT/MG 

NP 

NP 0.1566 
 

NP NH 0.1449 
 

NP Peg 0.32785 
 

NP TCEP 0.19 
 

NPFa (Salvati et al., 2013) 0.143 4.2 

NPFb (Salvati et al., 2013; 

Zarschler et al., 2014) 
0.323 35 

 
NP: NP sin funcionalizar.  
NP NH: NP aminadas.  
NP PEG: NP pegiladas. 
NP TCEP: NP pegiladas con TCEP y lavadas posteriormente 3 veces. 
NPFa: NP funcionalizadas con el protocolo descrito por Salvati et al., 2013. 
NPFb: NP funcionalizadas con los protocolos descritos por Salvati et al., 2013 y Zarschler et al., 2014. 

 

 

Tabla 5. Concentración de proteína en la suspensión de NP de SiO2 
funcionalizadas. 

NP µg/mg 
NP 

NPF1 63.33 
NPF2 59.15 
NPF3 49.97 

 
Los datos representan la cuantificación de tres síntesis independientes de las NP de SiO2 funcionalizadas. 
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3.2.4 Diámetro hidrodinámico de las NP de SiO2 funcionalizadas. 
 

El diámetro hidrodinámico de las NP puede aumentar cuando éstas son 

modificadas en su superficie y se encuentran dispersadas en medios con alta 

osmolaridad tales como el PBS. El diámetro hidrodinámico de las NP de SiO2-

PEG-Tf en PBS fue de 207 nm, con un PDI de 0.253 y un potencial zeta de -19.5 

mV. Después de la formación de la CP, el diámetro fue de 183 nm, con un PDI de 

0.336  y un potencial zeta de -18 mV (Tabla 6). 

 
Tabla 6. Diámetro hidrodinámico de las NP de SiO2-PEG-Tf. 

PBSa CPb 

DH nm PDI ζ(mV) DH nm PDI ζ(mV) 

207.3 ± 2.9 0.253 ± 0.018 -19.5 ±  0.5 183.8 ± 8.22 0.366 ± 0.04 -18.2 ± 1.69 

 

a DH y ζ obtenidos por dispersión dinámica de luz y electroforesis laser tipo Doppler. 
b CP en las NP de SiO2 funcionalizadas.  
Los valores representan la media ± desviación estándar. 

 
3.2.5 Contenido de endotoxina de las NP de SiO2 funcionalizadas. 

 
La contaminación por endotoxina durante la síntesis de NP es muy frecuente y 

pocas veces reportada. La presencia de ésta en la suspensión de NP puede tener 

interferencia en las evaluaciones biológicas subestimando o sobrestimando los 

parámetros o la respuesta celular, especialmente en estudios de inmunotoxicidad. 

Para verificar que las NP estén libres de endotoxina se realizó el ensayo de 

Amebocitos de Limulus Cromogénico de punto final con estándares de endotoxina. 

Las NP de SiO2  funcionalizadas mostraron tener una concentración de 0.01 EU/ml 

(con un coeficiente de variación del 10.50%) valor por debajo del límite permitido 

por la FDA para dispositivos médicos <0.06 EU/ml. 
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3.3 Formación de la corona de proteínas. 
 

Cuando las NP entran en contacto con los medios biológicos son recubiertas 

principalmente por proteínas formando la CP. Para aquellas NP que se pretenden 

administrar vía intravenosa el plasma es el principal compartimento y por lo tanto 

las proteínas presentes en esta matriz participarán en la formación de la corona. 

Para evitar la adsorción de estas proteínas se han desarrollado polímeros como el 

PEG para evitar la opsonización y fagocitosis de las NP por el sistema retículo-

endotelial. Para determinar el grado de interacción de las NP funcionalizadas con 

las proteínas del plasma, las NP fueron incubadas al 55% de plasma y 

posteriormente lavadas para obtener la corona de proteínas dura. Finalmente, las 

proteínas fueron separadas por electroforesis en gel. Por densitometría se observó 

que las NP de SiO2-PEG-Tf adsorbieron una menor cantidad de proteínas (carril 

No. 4, Figura 19) en comparación con las NP de SiO2 (carril 2, Figura 19). Lo 

anterior concuerda con lo reportado, en donde la presencia de PEG disminuye la 

adsorción de proteínas, aunque no la evita completamente (Escamilla-Rivera et 

al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis de la CP de las NP por electroforesis en gel. Carriles 1) Marcador de 
peso molecular, 2) NP de SiO2, 3) SiO2-PEG, 4) SiO2-PEG-Tf y 5) Marcador de peso 
molecular. Las NP fueron incubadas a una concentración de 1.5 mg/ml en 55% de plasma 
humano durante 30 min a 37ªC. Después de tres lavados, las proteínas unidas fueron 
separadas por A) Electroforesis en gel de 4-12% SDS-poliacrilamida. Análisis de 
densitometría por Image J del B) carril 2, C) carril 3 y D) carril 4.  El análisis se realizó con 
una síntesis independiente. 
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3.3.1 Corona de proteínas de las NP de SiO2 funcionalizadas. 
 
Las NP funcionalizadas fueron incubadas con plasma humano y plasma de ratón, 

a la misma concentración 55%, con la finalidad de comparar la composición de la 

corona de proteínas en ambas matrices. Por electroforesis en gel se observaron 

diferencias en la identidad de las proteínas adsorbidas en las NP de SiO2 

funcionalizadas, entre la CP formada en plasma humano y de ratón, que se 

encuentran principalmente entre los 190 a 120 kDa y de los 60 a los 20 kDa 

(Figura 20).   

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 20. Análisis de la CP formada en plasma humano y de ratón en las NP 
funcionalizadas por electroforesis en gel. Carriles 1) Marcador de peso molecular, 2) 
CPH, 3) CPR, 4) marcador de peso molecular, 5) plasma humano, 6) plasma de ratón, 7) 
marcador de peso molecular. Las NP fueron incubadas con plasma de humano (CPH) o 
de ratón (CPR) durante 30 min a 37ºC. Después de tres lavados, las proteínas 
adsorbidas fueron separadas por A) Electroforesis en gel de 4-12% poliacrilamida. 
Análisis de densitometría por Image J del B) carril de la CPH y C) carril de la CPR.  El 
análisis se realizó con dos síntesis independientes. PH: Plasma humano, PR: Plasma de 
ratón como controles.  
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3.3.2 Perfil de la corona de proteínas de las NP de SiO2 
funcionalizadas. 

 
De las proteínas adsorbidas en la CP formada en plasma humano se detectaron 

1020 proteínas, mientras que en plasma de ratón se identificaron 576. Entre 

ambas matrices se comparten 316 proteínas, siendo únicas 704 y 260 para 

proteínas adsorbidas del plasma de humano y de ratón, respectivamente (Figura 

21). De acuerdo a la clasificación de Anderson y Anderson en el 2002, las 

proteínas del plasma se clasifican en proteínas clásicas, proteínas liberadas de 

tejido e interleucinas. Para determinar las proteínas comunes específicas que 

conforman la CP, éstas fueron localizadas en la lista de 289 proteínas reportadas 

en la literatura y se presentan en la Tabla 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3 Procesos biológicos asociados al perfil de la corona de 
proteínas. 

 
Los procesos biológicos con los cuales están asociadas las proteínas adsorbidas 

en la superficie de las NP son muy diversos. El perfil de la CP formada en plasma 

humano (CPH) se asocia con procesos tales como la activación del sistema 

Figura 21. Diagrama de Venn que muestra el número de proteínas identificadas en la 
CP en plasma humano (CPH) y de ratón (CPR). 



54	
	

inmune, vía de señalización mediada por receptor Fc, activación del complemento, 

citotoxicidad mediada por células natural killer, vía de señalización mediada por 

integrinas, transporte, coagulación, señalización mediada por GTPasa, transporte 

vesicular Post-Golgi, establecimiento de la barrera endotelial y regulación negativa 

de la muerte celular programada (Figura 22). Por otro lado, la CP formada en 

plasma de ratón (CPR) comparte alguno de estos procesos biológicos pero, se 

observan otros de manera única como la respuesta a sustancias orgánicas, el 

metabolismo de especies reactivas de oxígeno y el desarrollo del sistema inmune 

(Figura 23 y Tabla 8). 

 

3.3.4 Perfil de la corona de proteínas formada en plasma de 
humano y de ratón. 

 
Las proteínas asociadas a la CP formada en plasma de humano están 

relacionadas a la señalización mediada por receptor Fc, regulación de los 

filamentos de actina, procesos metabólicos, activación del complemento, 

desarrollo de la sustancia negra y transporte de lípidos. Mientras que en el perfil 

de la CP formada en plasma de ratón se encuentran procesos implicados en la 

coagulación, regulación de la migración celular, remoción de lipoproteínas del 

plasma y oxidación de lipoproteínas. Sin embargo, se realizó un comparativo de 

las 25 proteínas más abundantes en cada corona, a través de la abundancia 

relativa de cada proteína. Los resultados mostraron que la albúmina es la proteína 

más abundante en ambas matrices (cerca del 10%), pero la CPH absorbe en 

mayor abundancia inmunoglobulinas (7%), actina citoplasmática 1 (3.46%), 

hemoglobina subunidad beta (1.56%), serotransferrina (1.44%), ficolina-3 (1.38%), 

complemento C3 (1.30%) y apolipoproteína A-1 (1.29%). Mientras que la CPR 

mostró mayor abundancia de inhibidor de serina proteasa A3K (5.88%), 

serotransferrina (5.29%), alfa-1-antitripsina 1-2 (3.55%), hemoglobina subunidad 

beta (3), fibrinógeno cadena gama (2.56%) y fibrinógeno cadena beta (2.56%) 

(Figura 24). 
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Tabla 7. Lista de proteínas comunes en el perfil de la CP en plasma humano y de ratón. 



56	
	

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 22. Red de procesos biológicos implicados en el perfil de la CP en plasma 
humano. La identificación de los procesos se realizó con el programa ClueGO de 
Cytoscape 

Figura 23. Red de procesos biológicos implicados en el perfil de la CP en plasma de 
ratón. La identificación de los procesos se realizó con el programa ClueGO de 
Cytoscape 
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Tabla 8. Comparación de los procesos biológicos asociadas al perfil de la CP en 
plasma humano y de ratón. 

Procesos biológicos-GO Perfil de la CP 

Plasma humano Plasma de ratón 

Activación de la respuesta inmune ü ü 

Vía de señalización a través del receptor 

Fc 

ü  

Activación del complemento ü ü 

Citotoxicidad mediada por Natural killer ü  

Vía de señalización mediada por 

integrinas 

ü ü 

Regulación del citoesqueleto de actina ü ü 

Transporte ü ü 

Remoción de lipoproteínas del plasma  ü 

Proceso metabólico de las purinas 

ribonucleótido trifosfato 

ü ü 

Respuesta a sustancias orgánicas  ü 

Respuesta a metabolismo de las 
especies reactivas de oxígeno 

 ü 

Regulación de la coagulación sanguínea ü ü 

Regulación de la actividad peptidasa ü  

Vía de señalización GTPasas ü ü 

Transporte vesicular Post-Golgi ü  

Establecimiento de la barrera endotelial ü  

Morfogénesis  ü 

Regulación negativa de la muerte celular 

por apoptosis 

ü  
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Figura 24. Abundancia relativa de las proteínas encontradas en los perfiles de la A)CPH y B)CPR de las NP de SiO2 funcionalizadas. 
Semicuantificación por el método NSAF. 
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3.4 Cuantificación por espectrometría de absorción atómica. 
 
Con el objetivo de evaluar la biodistribución de las NP de SiO2 y NP de SiO2 

funcionalizadas y su capacidad para llegar al área tumoral en presencia de la 

CP, se estableció un modelo de xenotransplante en ratones NU/NU. En la 

Figura 25 se muestra el crecimiento del tumor en el modelo de xenotransplante 

durante 15 días. Posteriormente, éstos fueron administrados con las NP de 

SiO2 o NP de SiO2 funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 y 24 h. Un grupo 

control administrado con PBS fue sacrificado a las 24 h. Posteriormente la 

cantidad de Si en sangre, pulmón, hígado, bazo y tumor se cuantificó por 

espectrometría de absorción atómica con horno de grafito. En la Tabla 9 se 

presentan la concentración de Si en sangre y órganos con las diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos. En la Figura 26 se 

muestran los resultados de la cinética de ambas NP en sangre. Se observó que 

la concentración de Si en sangre a las 4 h de ratones administrados con NP de 

SiO2 alcanzó niveles de 300 µg/L, menores en comparación con los niveles de 

Si en sangre de animales administrados con NP funcionalizadas (534.23 ± 

152.97 µg/L). Esta última concentración tuvo una tendencia a disminuir a las 12 

y 24 h. No hay diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 25. Crecimiento del tumor en un modelo de xenotransplante en ratones NU/NU 
con células A549. Se muestra el volumen del tumor en mm3 después de la 
administración de células A549 en el flanco derecho de ratones NU/NU. Los datos 
representan la media ± error estándar. n=28 animales. 
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Tabla 9. Concentración de Si en sangre y órganos. 

 
 
Los valores representan la media ± desviación estándar datos de sangre y tumor. Se 
representa la mediana ± rango para datos de pulmón, hígado y bazo. n=3-4 animales.  
El grupo control administrado con PBS se sacrificó a las 24 horas. Se realizó un 
ANOVA de dos vías con datos transformados (logaritmo para datos de hígado y bazo, 
raíz cuadrada para datos de pulmón). La diferencia estadísticamente significativa entre 
tratamientos se representa como: *comparación contra el control y acomparación entre 
NP. *p<0.05, **p<0.01, ap<0.05, aap<0.01 estadísticamente significativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Grupo 
control Horas NP de SiO2 

NP de SiO2 
funcionalizadas 

Sangre 
µg/L 205.6 ± 220 

4 310.67 ± 142.87 534.23 ± 152.97 
12 114.9 ± 36.95 372.44 ± 279 
24 323.56 ± 223.12 220 ± 141 

Pulmón 
µg/g 

0.449  
(0.271-0.523) 

4 17.5 (0.536-23.88)** 10.60 (1.832-18.17)** 
12 2.569 (0.482-12.21) 2.79 (0.440-6.24) 
24 0.626 (0.095-0.801) 0.554 (0.274-1.030) 

Hígado 
µg/g 

0.557  
(0.439-2.327) 

4 0.355 (0.039-0.617) 0.226 (0.205-0.435) 
12 0.420 (0.233-0.437) 0.314 (0.157-0.481) 
24 1.048 (0.727-6.177)a 0.223 (0.195-0.531)a 

Bazo 
µg/g 

0.252  
(0.025-0.500) 

4 0.480 (0.450-0.500) 0.470 (0.460-0.500) 
12 0.057 (0.053-0.190) 0.106 (0.069-0.194) 
24 0.062 (0.062-0.370)aa 0.615 (0.377-0.139)*aa 

Tumor 
µg/g 0.39 ± 0.22 

4 0.31 ± 0.16a 0.83 ± 0.12a 
12 0.59 ± 0.20 0.79 ± 0.32 
24 0.63 ± 0.09 0.87 ± 0.26* 
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En la cuantificación de Si en órganos, en ambos tratamientos, el pulmón 

presentó la mayor concentración de Si a las 4 h, 17.5 (0.536-23.88) µg/g y 

10.60 (1.832-18.17) µg/g para NP de SiO2 y NP de SiO2 funcionalizadas, 

respectivamente, concentración que fue diferente respecto al control 

estadísticamente significativo. En hígado, la concentración de Si fue muy baja, 

únicamente se observó una diferencia estadísticamente significativa a las 24 

horas en donde el tratamiento con NP de SiO2 presentó mayor concentración 

de Si, 1.048 (0.727-6.177) µg/g, en comparación con el tratamiento con NP de 

SiO2 funcionalizadas de 0.223 (0.195-0.531) µg/g (Figura 27). En bazo, la 

concentración de Si a las 24 h entre ambos tratamientos fue diferente, 0.062 

(0.062-0.370) µg/g y 0.615 (0.377-0.139) µg/g, siendo mayor para el tratamiento 

NP de SiO2 funcionalizadas. En tumor a las 4 h hay una diferencia significativa 

entre ambos tratamientos, y a las 24 h la cantidad de Si en el tratamiento con 

NP de SiO2 funcionalizadas es mayor con respecto al control (0.87 ± 0.26* µg/g) 

(Figura 28).  

Figura 26. Concentración de Si en sangre (µg/L). Los animales fueron administrados a 
una dosis única de 30 mg/kg de N) NP de SiO2 o F) NP de SiO2 funcionalizadas y  
sacrificados a las 4, 12 y 24 hrs. Los animales control fueron administrados con PBS y 
sacrificados a las 24 h. n= 3-4 animales por grupo. Los datos se representan como la 
media ± desviación estándar. Anova de dos vías. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas. p<0.05. 
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Figura 27. Concentración de Si en pulmón e hígado (µg/g). Los animales fueron 
administrados a una dosis única de 30 mg/kg de N) NP de SiO2 o F) NP de SiO2 
funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 y 24 hrs. El grupo control fueron administrado 
con PBS y sacrificado a las 24 h. n= 3-4 animales por grupo. Los datos se representan 
como la mediana y rango. Anova de dos vías. *p<0.05, **p<0.01 estadísticamente 
significativo. 
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Figura 28. Concentración de Si en bazo y tumor (µg/g). Los animales fueron 
administrados a una dosis única de 30 mg/kg de N) NP de SiO2 o F) NP de SiO2 
funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 y 24 hrs. El grupo control fueron 
administrado con PBS y sacrificado a las 24 h. n= 3-4 animales por grupo. Los datos 
se representan como la mediana y rango. Anova de dos vías. *p<0.05, **p<0.01 
estadísticamente significativo. 
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En la Figura 29 se representa la concentración de Si en partes por millón (ppm) 

en los órganos evaluados así como en sangre de animales administrados con 

NP de SiO2 y NP de SiO2 funcionalizadas. En ambos tratamientos se observó 

una mayor concentración de Si en pulmón a las 4 y 12 h, y una disminución 

tiempo dependiente. A las 24 h, la cantidad de Si en hígado es mayor en los 

animales tratados con NP de SiO2 sin funcionalizar (Figura 29A), en 

comparación con los animales administrados con NP de SiO2 funcionalizados, 

en donde la concentración de Si se distribuyó en bazo, tumor hígado y pulmón 

(Figura 29B). 
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Figura 29. Concentración de Si en órganos y sangre en ppm. Los animales fueron 
administrados con una dosis única de 30 mg/Kg de A) NP de SiO2 o B) NP de SiO2 
funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 y 24 h. El grupo control fue administrado 
con PBS y sacrificados a las 24 h. 
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Con la finalidad de observar si existió una preferencia por la retención de las NP 

de Si entre los órganos evaluados se determinó la proporción relativa del Si en 

cada órgano tomando el 100% como el total del Si cuantificado en los cuatro 

órganos (pulmón, hígado, bazo y tumor) en cada tiempo. Se observó en los 

animales administrados con NP de SiO2 sin funcionalizar una mayor proporción 

del total de Si en pulmón a las 4 y 12 h, mientras que en hígado, bazo y tumor 

se cuantificó cerca del 20%. A las 24 h, la proporción que se encontraba en 

pulmón disminuyó considerablemente, aumentando la proporción alrededor de 

un 60% en hígado y cerca del 20% en tumor (Figura 30). Por otra parte, en los 

animales administrados con NP de SiO2 funcionalizadas también se observó 

una mayor proporción en pulmón, la cual disminuyó tiempo dependiente, 

aumentando a las 12 y 24 horas la proporción del Si en el tumor y en el bazo 

(Figura 31). Esta diferencia en la proporción relativa de Si a las 24 h entre las 

NP de SiO2 (en hígado) y NP de SiO2 funcionalizadas (en tumor) indica una 

posible preferencia de las NP funcionalizadas hacia el tumor.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Proporción relativa de Si en el pulmón, el hígado, el bazo y el tumor después 
de la administración de NP de SiO2 sin funcionalizar. Los animales fueron 
administrados a una dosis única de 30 mg/kg de NP de SiO2 y sacrificados a las 4, 12 y 
24 hrs. Los datos representan el porcentaje de Si cuantificado en cada órgano con 
base en el total de Si en los cuatro órganos por cada tiempo. 
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Figura 31. Proporción relativa de Si en el pulmón, el hígado, el bazo y el tumor después 
de la administración de NP de SiO2 funcionalizadas. Los animales fueron administrados 
a una dosis única de 30 mg/kg de NP de SiO2 funcionalizadas y sacrificados a las 4, 12 
y 24 h. Los datos representan el porcentaje de Si cuantificado en cada órgano con 
base en el total de Si en los cuatro órganos por cada tiempo.  



67	
	

4 DISCUSIÓN 
 

El objetivo general de este estudio fue evaluar la formación de la corona de 

proteínas de NP de SiO2 bioconjugadas con PEG-Tf y su biodistribución en un 

modelo in vivo para determinar si las NP bioconjugadas pueden llegar al tumor 

en presencia de la CP. En la primera parte, las NP de SiO2 funcionalizadas 

fueron sintetizadas y caracterizadas. A partir de este modelo de terapia activa, 

se identificó el perfil de la CP formada en plasma humano y de ratón, para 

finalmente determinar la biodistribución de las NP de SiO2. A continuación, se 

discutirán los resultados más relevantes tales como la obtención de las NP 

bioconjugadas, el perfil de la corona de proteínas, las diferencias inter-especie 

en la CP y la capacidad de estas NP para llegar al tumor. 

 

4.1  Síntesis y caracterización de las nanopartículas de SiO2. 
 

Las NP se definen como aquellos materiales que tienen en sus tres 

dimensiones escala nanométrica (<100 nm). Para sintetizar NP de SiO2 se 

utilizó y adaptó el protocolo descrito por Salvati et al., 2013 y Zarshcler et al., 

2014 basado en el método de Stöber (Stober, 1968) que implica un balance 

entre el proceso de nucleación y el crecimiento de las NP. Los parámetros 

experimentales que definen las propiedades durante la síntesis de las NP son la 

temperatura, el precursor y el solvente (Ibrahim et al., 2010). Con el protocolo 

establecido a 25ºC, TEOS 0.14 M, sin agua y con un tiempo de reacción de 20 

horas se obtuvieron NP de SiO2 semiesféricas con un tamaño aproximado de 

26 ± 6.04 nm sin impurezas. La caracterización de las NP en medio acuoso 

también se llevó a cabo ya que las NP tienen un comportamiento coloidal en 

suspensión y pueden mantenerse individuales, aglomerarse o agregarse 

dependiendo de las fuerzas repulsivas o de Van der Waals explicadas en la 

teoría de Derjaguin-Landau, Verwey-Overbeek (DLVO) (Jiang et al., 2008). Dos 

técnicas que nos permiten determinar el diámetro hidrodinámico, la 

polidispersión y el potencial zeta, parámetros que definen la dispersión de NP, 

son el DLS y LDE. Para considerar una suspensión de NP como estable el 
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diámetro hidrodinámico debe ser menor a 100 nm con un PDI <0.03 y potencial 

zeta mayor a 30 mV y menor a -30 mV. Los valores obtenidos durante la 

síntesis de NP de SiO2, 26 ± 6.04 nm nm, PDI<0.3 y potencial zeta de - 25.22 ± 

4.63 mV, nos indican que sí obtenemos NP de tamaño nanométrico y de 

suspensión estable en agua. 

 

4.2  Funcionalización de las nanopartículas de SiO2. 
 

Una vez que las NP fueron sintetizadas, éstas fueron funcionalizadas con PEG 

y Tf como un modelo de acarreador de fármacos para la terapia activa. El 

polímero PEG es considerado hasta el momento el recubrimiento estándar de 

mayor uso y relevancia para incrementar la solubilidad de los compuestos, 

disminuir la opsonización y anclar otras proteínas a la superficie de las NP. Por 

otra parte, la Tf es utilizada para la terapia dirigida debido a que las células 

tumorales sobreexpresan receptores de transferrina para obtener la gran 

cantidad de hierro que necesitan para su proliferación. De tal manera que la 

célula tumoral reconozca al complejo NP-PEG-Tf a través de su receptor a Tf y 

éste sea internalizado por endocitosis. La reacción para el acoplamiento de la Tf 

a las NP de SiO2 se realiza a través de un PEG como ligando para ser unido 

con un grupo maleimido y un grupo N-hidroxisuccinimida en cada extremo, los 

cuales forman enlaces tióster con los grupos tiol libres de la proteína Tf y 

enlaces amida con los grupos amino de las NP, respectivamente (Salvati et al., 

2013). Para corroborar la funcionalización de las NP con PEG y Tf se determinó 

la presencia de compuestos orgánicos por TGA, la pegilación (recubrimiento 

con PEG) de las NP al evaluar la adsorción de las NP con las proteínas del 

plasma y la cuantificación de proteína (Tf) presente en la dispersión de NP se 

llevó a cabo por el ensayo de BCA. La pérdida de masa en las NP de SiO2 

funcionalizadas en comparación con las NP de SiO2 a temperaturas de 300-

400ºC y la disminución en la adsorción de proteínas en las NP funcionalizadas 

indica la presencia del PEG. Por último la cantidad de proteína transferrina en 

las NP fue de 57.48 ± 6.83 µg/mg NP. Comparando estos resultados con los 

valores obtenidos por Salvati et al., 2013, los valores de DH hidrodinámico en 
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este estudio son mayores (200 nm) a los reportados (90 nm) con un PDI mayor  

(0.253 en comparación con 0.09), así como a la concentración de proteína con 

valor menor a la reportada (60 vs 100 µg/mg NP). Estas diferencias se deben 

principalmente a los procedimientos realizados en el proceso de aminación y 

funcionalización. En el proceso de aminación, al aplicar calor y temperatura, las 

NP de SiO2 empiezan a aglomerarse. Por lo cual, el grado de aglomeración 

puede afectar el grado de funcionalización. Además, en este estudio las NP 

después de ser funcionalizadas, no fueron sonicadas para evitar el daño a la 

proteína. Este paso no se describe en el protocolo base, lo cual podría influir en 

las diferencias encontradas. Cabe resaltar qué, a pesar de no obtener los 

mismos resultados debido a la adaptación del protocolo, las NP cumplen al 

tener las características como modelo de terapia (PEG y Tf) para realizar la 

caracterización de la CP y determinar su biodistribución en un modelo de 

xenotransplante.  

 

4.3  Formación de la corona de proteínas. 
 

Cuando las NP se encuentran en un medio biológico adsorben moléculas del 

medio formando la CP, complejo que interacciona con las células y que se ha 

propuesto como posible responsable de las respuestas biológicas ante la 

exposición a NP (Lynch y Dawson, 2008).  Los factores que influyen en la 

formación de este complejo son diversos y entre estos se encuentran las 

propiedades fisicoquímicas, temperatura, composición del ambiente fisiológico 

elección de anticoagulantes y la concentración de proteínas. En cuanto a las 

propiedades fisicoquímicas se ha observado que el tamaño influye en la 

adsorción de proteínas sobre la superficie de NP, es decir, proteínas como 

HSA, fibrinógeno, globulinas, histonas e insulina se adsorben en diferente 

proporción sobre la superficie de NP de oro con diferentes tamaños (5, 60 y 100 

nm) (Lacerda et al., 2010). Por otra parte, diferentes perfiles de proteínas en la 

CP se han reportado en NP de óxido de hierro recubiertas con PVA y diferentes 

cargas (positiva, negativa, neutra), siendo las NP con carga neutra, aquellas 

que adsorben una mayor cantidad de proteínas en comparación con NP 
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positivas o negativas (Sakulkhu et al., 2014a). También se ha descrito que la 

hidrofobicidad de la NP incrementa la unión a proteínas (Cedervall et al., 2007) 

y que el aumento de la temperatura de incubación de 37ºC a 45ºC disminuye la 

cantidad de proteínas que se adsorben a la superficie de la NP (Mahmoudi et 

al., 2013). 

 

La composición del medio fisiológico también afecta la formación de la CP y la 

respuesta que generan in vitro las NP. Por ejemplo, se ha observado con NP de 

Au en medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) y Dulbecco 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementados con SFB, diferencias en la 

cantidad de proteína adsorbida, en donde la CP formada en medio RPMI 

adsorbe menos proteínas en su superficie en comparación con la CP formada 

en DMEM. A su vez, la exposición a NP en medio RPMI en células HeLa y 

U937 disminuyó la viabilidad celular en mayor porcentaje en comparación con la 

exposición en DMEM (Maiorano et al., 2010) debido a que la CP estable en la 

DMEM puede ser un factor que disminuya la internalización celular. Este efecto 

también se ha observado y descrito con NP de Fe3O4 con diferentes recubiertas 

(PVP, PEG y desnudas) en células THP-1, además de observar una diminución 

en la respuesta inflamatoria en presencia de la CP (Escamilla-Rivera et al., 

2016). 

 

El porcentaje de suero en el medio de cultivo es otro factor que influye en la 

identidad y cantidad de las proteínas que se adsorben en la superficie de las NP 

en 10 ó 50% de SFB (condiciones en estudios in vitro e in vivo) (Saha et al., 

2016). El SFB es la principal fuente de proteínas para la manutención de 

cultivos celulares y que se forma en condiciones in vitro, y la más estudiada, de 

hecho los primeros estudios realizados determinaron la adsorción no específica 

de proteínas del SFB presentes en el medio de cultivo en NP de oro mediante la 

técnica del ensayo de ninhidrina (Chithrani et al.,  2006). Sin embargo, el SFB 

no representa la condición real en la cual se forma la CP. En un intento por 

acercarse más a las condiciones reales de la CP se han utilizado suero y 
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plasma humano. El plasma ha demostrado ser una matriz más real al ser más 

completa ya que contiene a los factores de coagulación y fibrinógeno que han 

demostrado unirse a la superficie de diferentes NP (Mirshafiee et al., 2015; 

Schöttler et al., 2016). Incluso se puede observar diferencias en el perfil entre la 

CP formada en plasma obtenido con heparina o con citrato (Schöttler et al., 

2016). 

 

La variación del perfil de la CP de acuerdo a la fuente de proteína utilizada para 

su formación indica que este complejo es muy versátil. Al encontrar distintos 

perfiles de CP provenientes de diferentes fuentes de proteína, el concepto de 

“CP personalizada” (Hajipour et al., 2015) ha surgido involucrando los distintos 

perfiles proteómicos de pacientes con diversas enfermedades, sugiriendo que el 

plasma obtenido de diferentes enfermedades inducirá la formación de diferentes 

CP en el mismo nanomaterial. Lo anterior fue descrito por primera vez en NP de 

poliestireno y SiO2 incubadas con plasma de diferentes pacientes (de diabetes, 

hemofilia, reumatismo, hipercolesterolemia y embarazo), en donde se 

observaron perfiles diferentes en la CP. Estas diferencias también se han 

reportado en la CP formada en la superficie de NP liposomales con plasma de 

pacientes que padecían cáncer de mama, cáncer gástrico y pancreático, en 

donde se observó que las NP incubadas con plasma de pacientes con cáncer 

de páncreas absorbieron mayor cantidad de proteínas en las NP, siendo las 

fracciones de 37 y 75 kDa las que más prevalecen; incluso también se encontró 

variación en el perfil de la CP formada con plasma de voluntarios sanos y 

plasma de los pacientes de una misma patología (Colapicchioni et al., 2016).  

 

El concepto “CP personalizada” ha tratado de abarcar otros factores, tales como 

la influencia de las edades, géneros, estilos de vida y orígenes geográficos en 

el perfil de la CP (Corbo et al., 2017). Las diferentes entidades o componentes 

de la CP puede generar distintos efectos celulares, por ejemplo en células 

MCF-7, las NP con la CP formada de pacientes con reumatismo y talasemia 

indujeron mayor apoptosis en comparación con NP-CP formada en plasma de 
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pacientes con diabetes e hipercolesterolemia (Corbo et al., 2017). Estas CP 

variables, indican que la medicina contra el cáncer podría dirigirse a 

tratamientos personalizados de acuerdo a las características de cada paciente 

(Colapicchioni et al., 2016).  

 

4.4 Perfil de la corona de proteínas y su relevancia en nanomedicina. 
 

La interacción de los fármacos con proteínas de la sangre influye en la 

farmacocinética y farmacodinamia de los mismos. Sin embargo, trasladar este 

fenómeno a la corona de proteínas es mucho más complejo y poco 

comprendido. La interacción de las proteínas con la superficie de las NP 

dependerá de las propiedades fisicoquímicas como tamaño, carga e 

hidrofobicidad (Walkey y Chan, 2012) y las consecuencias de esta adsorción 

pueden tener diversos efectos: 1) opsonizar las NP con moléculas que pueden 

ser reconocidas por receptores en membranas celulares, 2) exposición de 

epítopes y su reconocimiento por el sistema inmune, 3) cambios 

conformacionales de las proteínas y 4) nucleación de las mismas (Nel et al., 

2009). A pesar de que se ha estudiado la composición de la CP en NP 

desnudas y se han propuesto las interacciones fisicoquímicas que rigen este 

complejo, la composición de la CP en NP para la terapia activa es aún 

desconocida y los factores que rigen su formación son todavía más inciertos. 

Como se mencionó anteriormente, la nanotecnología ha desarrollado polímeros, 

como el PEG, para disminuir la adsorción de proteínas, y así hacer más 

eficientes los tratamientos o usos de las NP en medicina.  En el caso de la 

terapia activa el uso de polímeros de anclaje como el PEG de cadena corta, es 

necesario para mantener la conformación de la proteína que será reconocida 

por la célula tumoral (Salvati et al., 2013). En las NP de SiO2-PEG-Tf se 

observó una disminución de la adsorción de proteínas en comparación con las 

NP de SiO2 desnudas, pero esta unión no es inevitable.  
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Uno de los objetivos de este estudio fue evaluar las diferencias inter-especie de 

la CP ya que la evaluación de las respuestas biológicas se estudian en modelos 

murinos para trasladar esos conocimientos a las condiciones reales de 

tratamiento. Se observó que la cantidad de proteínas presentes en la corona de 

NP formada en plasma de ratón fue menor en comparación con la CP formada 

en plasma humano. Aún con esta disminución, entre ambas matrices se 

comparten el 24.7% de las proteínas identificadas y estas proteínas forman 

parte del adsorboma en donde se encuentran proteínas de transporte de iones, 

coagulación, complemento y transporte de iones (Walkey y Chan, 2012). Otros 

procesos biológicos implicados son la vía de señalización mediada por 

integrinas, la regulación del citoesqueleto de actina, el metabolismo de los 

nucleótidos trifosfato y vías de señalización GTPasas. Algunas proteínas 

específicas que se identificaron son las apolipoproteínas, factores de 

coagulación, complemento, fibrinógeno, vitronectina, factor Von Willebrand y 

antitrombina. Esto indica que estas NP pueden activar principalmente la 

respuesta inmune y la coagulación con posibles efectos adversos como la 

anafilaxia y la coagulopatía intravascular diseminada (IIinskaya y Dobrovolskaia, 

2014). Por otra parte, proteínas como inmunoglobulinas y apolipoproteínas 

podrían ser utilizadas para modificar el transporte de las NP a órganos con 

células que reconozcan dichas moléculas como el hígado y bazo.  

Se ha sugerido que la interacción de las NP con proteínas puede mediar las 

interacciones celulares y las respuestas biológicas. Además, las proteínas 

adsorbidas en la superficie de las NP pueden sufrir cambios conformacionales, 

los cuales pueden provocar la pérdida de la función, agregación proteica y la 

presentación de nuevos epítopes. Por lo tanto, el conocer el perfil de la CP nos 

permite predecir los procesos biológicos que podrían ser activados por la 

exposición a las NP. En general, las proteínas adsorbidas en las NP pertenecen 

al adsorboma son: albúmina, apolipoproteínas, factores de coagulación, 

complemento, fibrinógeno, entre otras. Aunque no hay evidencia de la 

asociación entre la exposición a NP y enfermedades, la exposición a éstas 

podría contribuir al desarrollo de algunas patologías. Por ejemplo, una 



74	
	

disminución de la actividad de la enzima α-2-macroglobulina, que media la 

degradación de la proteína β-amiloide está asociada a un incremento en el 

riesgo de la enfermedad del Alzheimer (Zamani et al., 2016). Una reducción de 

la proteína talina ha sido asociada con cardiopatías (Bogatan et al., 2015) y la 

alteración en las proteínas B es relacionada a hipercolesterolemia y a un 

incremento del riesgo de aterosclerosis (Andersen et al., 2016). Considerando 

que la adsorción de proteínas en las NP puede influenciar la farmacocinética y 

farmacodinamia, la CP podría determinar las respuestas biológicas de las NP. 

Sin embargo, este proceso es mucho más complejo en las NP debido a sus 

propiedades fisicoquímicas. Si bien la nanotecnología se ha enfocado en el 

desarrollo de polímeros que disminuyan la adsorción de proteínas, el nuevo 

enfoque de utilizar a la CP para estos propósitos podría mejorar la eficiencia y 

eficacia de las NP (Zanganeh et al., 2016). 

 

4.5  Diferencias inter-especie en el plasma humano y de ratón. 
 

A pesar del gran desarrollo de las nanomedicinas aún no se ha logrado el éxito 

en su comercialización, una de las causas que se sugiere son las discrepancias 

que existen entre las respuestas a las nanomedicinas en los estudios 

preclínicos y clínicos. El poco éxito de algunos fármacos se registró en el 

periodo entre 1969 y 2005, en el cual cerca del 10 al 20% de los fármacos 

fueron retirados de la clínica debido a los efectos inmunotóxicos que se 

presentaron en pacientes, tales como la anafilaxis, alergias, reacciones de 

hipersensibilidad y de idiosincrasia e inmunosupresión (Dobrovolskaia, 2015).  

 

Considerando a la CP como la identidad responsable de los efectos biológicos 

de las NP, es importante considerar las diferencias inter-especie en la 

formación de la CP como la posible guía para entender algunas de las 

incongruencias entre los resultados que provienen de los estudios preclínicos y 

clínicos. En estudios preclínicos, el principal modelo animal utilizado para la 

evaluación de la toxicidad de NP son los roedores, siendo el ratón el más 

considerado debido a las similitudes que tiene con el humano, ya que se 
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conoce que cerca del 90% del genoma de humano y de ratón presentan 

sintenia y los genes ortólogos tienen 78.5% de identidad (Mouse Genome 

Sequencing Consortium, 2002). Sin embargo, existen diversos estudios que se 

han enfocado en describir las diferencias entre el humano y el ratón, 

principalmente en el sistema inmunológico y en el proceso de coagulación. Por 

ejemplo, en el sistema inmune, se han descrito diferencias entre humano y 

ratón tanto en la fase innata como en la fase de adaptación (Mestas y Hughes, 

2017), entre las que se encuentran, diferencias en la expresión y procesamiento 

de las defensinas, expresión de TLR’s y NO sintasa inducible en macrófagos 

(inmunidad innata), expresión de FcR e isotipos Ig, desarrollo de células B, 

desarrollo y regulación de células T (Mestas y Hughes, 2017). Los resultados 

obtenidos en este estudio indican diferencias en el perfil de la CPH y CPR. En 

la CPH se encontró una mayor proporción de inmunoglobulinas, actina 

citoplasmática, ficolina-3, complemento C3 y apolipoproteína.  

 

Las inmunoglobulinas son proteínas heterodiméricas compuestas de dos 

cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L). Las cadenas tienen dominios 

variables para la unión de antígenos y dominios constantes que tienen la 

función efectora específica como la activación del complemento o la unión a 

receptores Fc (Schroeder et al., 2010). Su papel en la adsorción específica 

sobre la superficie de las NP ha mostrado la activación del complemento y la 

activación de fagocitosis por  macrófagos (Mirshafiee et al., 2016). Estudios que 

han demostrado que la adsorción específica de inmunoglobulinas sobre la 

superficie de las NP promueve su fagocitosis y en nanopartículas de óxido de 

hierro proveen un andamio para la fijación del complemento y la activación del 

mismo (Banda et al., 2014). 

 

Así mismo, el papel del complemento en la adsorción de proteínas ha tomado 

gran interés debido a las reacciones observadas en algunos tratamientos con 

nanomedicinas. Por ejemplo, el DOXIL® puede ocasionar efectos severos 

después de la administración relacionados a la activación del complemento, lo 
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cual se ha observado hasta en un 10% de los pacientes que lo han recibido 

(Jobrown et al., 2011), este mismo efecto fue observado con NP de óxido de 

hierro para contraste en imagenología por resonancia magnética (Banda et al., 

2014) .  

 

El complemento compone cerca del 5% de las globulinas del suero y se 

encarga del reconocimiento y eliminación de los patógenos. Se compone de 

más de 30 proteínas que están implicadas en la respuesta inmune no específica 

que pueden ser activadas dependiendo de las propiedades fisicoquímicas de 

las NP. La activación del complemento se lleva a cabo por tres vías: vía clásica, 

vía de lectina y vía alterna. La vía clásica inicia por la unión de IgG o IgM a la 

superficie del patógeno, seguido de la unión y activación de C1q y formación de 

C4bC2a que corta C3 en C3a y C3b. En la vía alterna, la superficie del 

patógeno crea el ambiente para la activación del complemento para formar C3b 

por la acción de la C3bBb y en la vía de lectinas interviene la unión de lectinas 

de unión a la manosa (MBL) (Banda et al., 2014). 

 

De manera importante, la vía de lectina es diferente en el ratón y el humano. En 

el ratón la activación inicia por la unión de la manosa A y C o ficolina A a los 

carbohidratos de la superficie del patógeno llevando a la activación de MASP-2 

y la formación de C4bC2a (C3 convertasa). En el humano, cinco moléculas 

diferentes de reconocimiento a carbohidratos han sido identificados para iniciar 

la vía de lectina: MBL, M-, L- y H- ficolinas, colectina 11, y el proceso a partir de 

la C3 convertasa es similar en humanos y ratones. Además de esa diferencia, la 

vía clásica en el ratón parece no tener una gran contribución a diferencia del 

humano (Banda et al., 2014). En el caso de las NP de SiO2 funcionalizadas, la 

activación puede estar mediada a través del complemento C3 y ficolina 3, 

elementos no presentes en la CPR, lo cual podría verse reflejado en una fuerte 

diferencia en cuanto a la activación del complemento por exposición a NP en 

estudios preclínicos y clínicos. 
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Otras moléculas que juegan un papel importante son las apolipoproteínas, 

proteínas encargadas del metabolismo y transporte del colesterol de los tejidos 

hacia el hígado constituyendo una proteína estructural en las lipoproteínas de 

alta densidad (High-density lipoprotein, HDL). La apolipoproteína A-I es 

importante para reducir los riesgos de enfermedades cardiocoronarias e 

interactúa con la aciltransferasa de colesterol lecitina (Lecithin cholesterol 

acyltransferase, LCAT), transportadores ABC, y la proteína transportadora de 

fosfolípidos (phospholipid transporting protein, PLTP). Su adsorción en NP de 

poliestireno ha demostrado cambiar su estructura dependiendo de la carga, con 

aquellas NP de carga positiva afectan más su estructura que las cargas 

negativas (Cukalevski et al., 2011). Su adsorción en la superficie de las NP de 

SiO2 funcionalizadas podría influir en su biodistribución a hígado y a cerebro.  

En contraste con la CPH, el perfil de la CPR presenta en mayor abundancia a 

las proteínas inhibidor de serina proteasa A3K, serotransferrina, alfa 1 

antitripsina y fibrinógeno. La proteína inhibidor de serina proteasa A3K, también 

conocida como proteína de unión a calicreína tiene como función inhibir a la 

calicreína tisular con efectos antiangiogénicos, anti-inflamatorios, antifibrótico 

(Lin et al., 2018); la serotransferrina es una proteína transportadora de hierro; la 

alfa 1 antitripsina es un inhibidor de la elastasa leucocitaria con función 

protectora del conectivo de las paredes alveolares (Beatriz et al., 2015); y el 

fibrinógeno es el precursor de la fibrina para la formación de coágulos (Weisel, 

2005).  

 
A pesar de que la información que proporciona la CP in vitro es útil para 

predecir los efectos biológicos, es necesaria la estandarización de los 

protocolos para evaluar la CP in vivo, así como el papel de la corona suave y la 

influencia de los lípidos en los efectos biológicos (Sakulkhu et al., 2014b; 

Hadjidemetriou et al., 2016). 

 
Las proteínas que están implicadas en las diferencias inter-especie son parte de 

los marcadores más comunes de toxicidad aguda de las NP como la hemólisis, 
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activación del complemento, trombogénesis, pirogenicidad e inducción de 

citocinas (Dobrovolskaia, 2015), lo que indica que las repuestas relacionadas a 

la respuesta inmune y a la coagulación pueden ser subestimados o 

sobrestimados, respectivamente, en los estudios preclínicos. Su interpretación y 

extrapolación hacia la clínica debe ser tomada en consideración. 

 
4.6  Biodistribución de las nanopartículas de SiO2 funcionalizadas. 

 
Para conocer la biodistribución y capacidad de las NP de SiO2 funcionalizadas  

de llegar al tumor, se realizó la cuantificación de Si en sangre, hígado, bazo, 

pulmón y tumor de animales administrados con NP de SiO2 y NP de SiO2 

funcionalizadas. Al no tener estudios sobre la distribución de estas NP se 

administró una sola dosis de 30 mg/kg (dosis reportada anteriormente con NP 

de SiO2) y se determinó la cuantificación de Si a las 4, 12 y 24 h. Para 

determinar si la bioconjugación permite la llegada de las NP de SiO2, aún en 

presencia de la CP, se comparó esta biodistribución con NP de SiO2 sin 

funcionalizar. En los resultados se observó en forma general que los niveles de 

Si en los animales tratados con NP SiO2 sin funcionalizar eran más bajos que 

las concentraciones de Si en animales tratados con NP de SiO2 

funcionalizadas.  

 

En ambas NP la concentración de Si fue mayor en el pulmón a las 4 y 12 h, 

posteriormente la concentración disminuyó a las 24 h, tiempo en el cual la 

proporción relativa de Si fue mayor en hígado para aquellos animales 

administrados con NP de SiO2 sin funcionalizar en comparación con los 

animales tratados con NP de SiO2 funcionalizadas con una distribución más 

homogénea en bazo, tumor y pulmón. 

 

Las etapas de la cinética de un compuesto en el organismo constan de la 

absorción, la distribución, el metabolismo y la eliminación. En la nanomedicina 

se pretende que las NP sean administradas por vía intravenosa para garantizar 

que la dosis alcance niveles plasmáticos rápidos y su eficacia sea más efectiva. 
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Una vez en las venas, las NP retornan al corazón a través de las venas 

pulmonares, siendo el pulmón el primer órgano blanco rico en macrófagos, tal 

como lo observamos en nuestros resultados con ambos tratamientos, 17.5 

(0.536-23.88) µg/g y 10.60 (1.832-18.17) µg/g para NP de SiO2 y NP de SiO2 

funcionalizadas, respectivamente. Sin embargo, la concentración de Si  

disminuyó a las 12 y 24 horas, lo cual indica que éstas regresaron a la 

circulación para su eliminación o redistribución a otros órganos.  

 

Esto concuerda con resultados ya reportados, en donde la mayoría de los 

casos, los órganos con mayor acumulación de NP desnudas son el hígado, 

seguido del bazo, nódulo linfático y médula ósea, órganos con gran cantidad de 

macrófagos que son parte del sistema mononuclear fagocítico y que capturan 

las NP a través del receptor basurero y la adsorción de opsoninas en su 

superficie como el fibrinógeno. Además, el potencial zeta de las NP (-18 mV) 

favorece su estado de agregación, lo cual favorece la fagocitosis. Otro factor 

que ayuda a la acumulación de NP en estos órganos es el tipo de endotelio. A 

diferencia algunos fármacos que pueden difundir a través de la pared del 

endotelio, se ha propuesto que las NP, de acuerdo a su tamaño, podrían pasar 

a través de las aberturas que se encuentran en el endotelio en los capilares 

fenestrados y/o sinusoidales, siendo el hígado, bazo y médula ósea aquellas 

regiones con endotelio discontinuo (Landsiedel et al., 2012). Aunque en ambos 

tratamientos se encontró Si en hígado a las 24 horas,  las NP de SiO2 no 

funcionalizadas fueron retenidas en mayor proporción en este órgano en 

comparación con las NP de SiO2 funcionalizadas. Lo anterior se puede deber a 

la presencia de PEG, el cual disminuye la adsorción de proteínas que pueden 

ser reconocidas por los macrófagos en el hígado (Knop et al., 2010). 

 

La disminución en la concentración de Si en ambos tratamientos a las 4, 12 y 

24 h indica una posible eliminación vía renal. En teoría, sólo NP con un tamaño 

menor a 8 nm y con carga positiva pueden pasar el glomérulo capilar. Sin 

embargo, se ha reportado que NP de SiO2 con diámetros mayores (45 nm) 
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pueden ser eliminadas por esta vía (He et al., 2008). Reportes sobre otras NP 

han demostrado la eliminación de éstas. En ratas Wistar expuestas vía oral a 

NP de Bi2O3 (246 nm DH) a una dosis de  50/mg/kg/d se encontraron altas 

concentraciones de Bi en orina y riñón al día 28 (Gómez, 2016). También se ha 

descrito la eliminación de NP de Ag con DH de 200 nm en una exposición dosis 

única de 5 mg/Kg en ratas Wistar. El mecanismo de interacción de las NP con 

el epitelio renal es aún desconocido (Lavicoli et al., 2016). En la exposición a 

NP de SiO2 mesoporosa, con tamaños mayores a 80 nm, se ha observado 

alteraciones en la estructura glomerular  y fibrosis intersticial renal (Chen et al., 

2015; Li et al., 2015), por lo tanto, un daño en el glomérulo podría permitir el 

paso de las NP independientemente de su tamaño. 

 

Aun cuando no se determinó la concentración de Si en cerebro, se ha descrito 

que NP de 199 nm, recubiertas específicamente de apolipoproteínas, pueden 

ser endocitadas y alcanzar niveles detectables en este órgano. Dichas NP 

fueron fueron encontradas en el bulbo olfatorio, corteza, hipocampo y cerebelo, 

no encontrando NP sin apo-E en cerebro, lo cual podría ser de interés para 

estudios posteriores en el desarrollo de NP para la terapia contra tumores 

cerebrales (Landsiedel et al., 2012) 

 

Las concentraciones de Si en el tumor, en ambos tratamientos, no fue más alta 

que las concentraciones de Si encontradas en bazo, hígado y pulmón. Sin 

embargo a las 24 horas, se encontró mayor cantidad de Si en hígado en el 

tratamiento con NP de SiO2 con respecto a las NP de SiO2 funcionalizadas, y a 

este mismo tiempo, la concentración de Si en tumor fue mayor en NP de SiO2 

funcionalizadas con respecto al control. Esta preferencia por el hígado o el 

tumor, también se observa en la proporción relativa de Si, ya que en animales 

tratados con NP de SiO2 no funcionalizadas la proporción relativa fue mayor en 

hígado, a diferencia de los animales tratados con NP de SiO2 funcionalizadas 

en donde la proporción de Si encontrado en bazo y tumor  fue mayor a las 24 h. 
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Parte de este resultado podría deberse al direccionamiento de la NP hacia el 

tumor a través de la transferrina. No obstante,  la distribución de las NP al tumor 

también es determinada por la estructura e irrigación de éste, así como del 

fenómeno de permeabilidad y retención (EPR). Este fenómeno consiste en una 

microvasculatura desordenada, pobre drenaje linfático, para que una NP pueda 

llegar al tumor a través de este efecto, el tiempo de vida media en circulación 

debe ser lo suficientemente largo para acumular una cantidad suficiente de NP 

en el tumor (Nakamura et al., 2016).  

 

Los hallazgos en este estudio aportan nuevo conocimiento a la formación de la 

corona de proteínas y al posible uso de las NP de SiO2 funcionalizadas en el 

área de nanomedicina. Después de que la CP fue descrita y propuesta como la 

entidad responsable de las respuestas biológicas  de las NP, el estudio sobre 

ésta ha aumentado en diversas áreas tratando de describir mejor las bionano-

interacciones. Este trabajo se enfocó en un aspecto que había sido ignorado, 

las diferencias inter-especie de la CP. Como resultado encontramos claras 

diferencias inter-especie por lo que se sugiere la inclusión de la caracterización 

de la CPH en los estudios preclínicos y clínicos como una estrategia para la 

extrapolación de los resultados, así como la necesidad de generar protocolos 

para elegir el mejor medio para la formación de la CP. Por otra parte, la 

biodistribución de las NP de SiO2 funcionalizadas indican que es posible un 

direccionamiento hacia las células tumorales y conociendo el perfil de su CP es 

necesario enfocar los estudios nanotoxicológicos hacia las respuestas 

inmunológicas y la coagulación para el diseño de NP seguras. 
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5 CONCLUSIONES 
 

Se obtuvieron NP de SiO2 funcionalizadas con PEG y Tf como modelo de 

terapia activa que mostraron una biodistribución en pulmón, hígado, bazo y 

tumor, con una eliminación probablemente vía renal. Se observó una diferencia 

en la cantidad de Si encontrada en tumor a las 24 h entre los tratamientos con 

NP de SiO2 y las NP de SiO2 funcionalizadas, siendo mayor para aquellas que 

fueron bioconjugadas, lo que indica que la funcionalización, aún en presencia 

de la corona de proteínas, permite que dichas NP alcancen el tumor. 

 

Las proteínas más abundantes encontradas en el perfil de la corona de 

proteínas en humano son inmunoglobulinas, actina citoplasmática 1, 

hemoglobina subunidad beta, serotransferrina, ficolina-3, complemento C3 y 

apolipoproteína A-1. En contraste, las proteínas inhibidor de proteasa serina 

A3K, serotransferrina, alfa-1-antitripsina, hemoglobina subunidad beta y 

fibrinógeno, fueron adsorbidas en mayor abundancia en la corona de proteínas 

de ratón. 

 

Aun cuando no se midieron respuestas biológicas en el modelo de 

xenotransplante, el perfil  de la corona de proteínas indica que las respuestas 

encontradas en la corona de proteínas de humano relacionadas a respuesta 

inmune, coagulación y transporte de lípidos, podrían ser subestimadas en los 

estudios preclínicos debido a las diferencias inter-especie encontradas entre las 

coronas formadas en plasma de humano y de ratón. 

 

Es evidente que los modelos preclínicos no pueden ser reemplazados, sin 

embargo, debido a las diferencias inter-especie encontradas en este modelo de 

terapia activa, se propone incluir, como una estrategia, la caracterización de la 

CP en los estudios preclínicos para garantizar el éxito en el traslado de los 

resultados encontrados en esta fase a la clínica. 
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6 PERSPECTIVAS 
 

• Evaluar la internalización celular de las NP de SiO2 funcionalizadas sin y 

con corona de proteínas en células tumorales. 

• Evaluar la respuesta biológica de la CP en las NP de SiO2 

funcionalizadas in vitro e in vivo: coagulación, respuesta inmune y 

translocación. 

• Determinar cambios estructurales de las proteínas más abundantes en la 

CPH de las NP de SiO2 funcionalizadas. 

• Evaluar la eficiencia de las NP de SiO2 funcionalizadas sin y con CP. 

• Cuantificar la concentración de Si en los órganos riñón, cerebro, corazón 

y vejiga. 

• Determinar la biodistribución de las NP de SiO2 funcionalizadas con 

dosis repetidas a tiempos más largos.  
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8   APÉNDICE 
 
PREPARACIÓN DE REACTIVOS 
 
DESCRIPCIÓN DE REACTIVOS PARA LA SÍNTESIS DE NP 

Reactivo SM(PEG)8. Es un “crosslinker” heterobifuncionales que contienen un 
grupo éster N-hidroxisuccinimida (NHS) y un grupo maleimido que permite la 
conjugación covalente de moléculas que posean grupos aminos y sulfhidrilo, 
respectivamente. Además, contienen cadenas de polietilenglicol (PEG) que 
mejoran la solubilidad de conjugados, reduce el potencial de agregación e 
incrementa la flexibilidad de las moléculas ancladas. El grupo NHS reacciona 
con aminas primarias a pH de 7 a 9 mientras que el grupo maleimido reacciona 
con los grupos sulfhidrilos a pH de 6.5 a 7.5 para formar enlaces tioéster 
estables.  
Características: 
De Thermo Fisher Scientific Pierce  

• Fórmula molecular: C30H47N3O15 
• Peso molecular: 689.71 g/mol 
• “Spacer arm length”: 39.2 A° 
• Líquido viscoso 
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Preparación del reactivo: 
 

• Los reactivos SM(PEG)n son líquidos viscosos que son difíciles de pesar  

o dispensar. Para facilitar su manejo se  realiza una solución stock 

inmediatamente antes de su primer uso, disolviendo el  “crosslinker” en 

un solvente orgánico libre de agua (como dimetilsulfóxido). Debe 

minimizarse la exposición a la humedad ya que el grupo éster es 

susceptible a hidrólisis. Posteriormente, la solución stock debe guardarse 

en condiciones libres de humedad (bajo gas inerte como argón o 

nitrógeno) a -20°C.  

• El vial con el reactivo debe atemperarse a temperatura antes de abrirse 

para evitar condensación en el interior del vial, así como tomar alícuotas 

con una jeringa.  Estabilidad por tres meses.  

Por 100 mg del reactivo, se añade 480 µl de DMSO 

• Deben evitarse amortiguadores que contengan grupos amino (ej. tris o 

glicina) o sulfhidrilo ya que pueden competir en la reacción de interés. Si 

es necesario las muestras son dializadas o purificadas en un 

amortiguador apropiado como PBS pH de 6.5-7.5 con EDTA 1-5 mM 

para prevenir la formación de puentes disulfuros catalizados por metales.    
 
 

Reactivo SAT(PEG)4 
 
El reactivo N-succinimidil S-acetil(tiotetraetileneglicol) es utilizado en métodos 

de bioconjugación para incorporar grupos sulfhidrilo (-SH) en proteínas en 

donde estos grupos no están disponibles o ausentes, en donde el grupo S-acetil 

(SAT) previene la oxidación del átomo de sulfuro y es fácilmente removido a 

través del tratamiento con hidroxilamina cuando el grupo sulfhidrilo es necesario 

para la conjugación y por último el PEG minimiza el impedimento estérico y 

provee solubilidad a las moléculas conjugadas. 
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Características: 

De Thermo Fisher Scientific Pierce (#26099) 

• Fórmula molecular:  

• Peso molecular: 421.46 

• “Spacer arm length”: 18.3 A° 

• Líquido muy viscoso 

 

 

 

 

 

 

A través de su grupo éster NHS puede reaccionar con aminas primarias (ej. 

residuos de lisina) de manera específica y espontánea en amortiguadores de 

fosfato a pH de 7-9, dando como resultado enlaces amida estables y 

covalentes. Como se mencionó anteriormente, se procede desproteger el grupo 

sulfhidrilo con hidroxilamina.HCl y éste grupo puede reaccionar con el 

“crosslinker” SM(PEG)8. 
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Reacciones: 

Figura 2. Esquema de reacción y modificación de reactivos S-acetil(SAT). 
 
 
Preparación del reactivo: 

• Los reactivos SM(PEG)n son líquidos viscosos que son difíciles de pesar  

o dispensar. Para facilitar su manejo se  realiza una solución stock 

inmediatamente antes de su primer uso, disolviendo el  “crosslinker” en 

un solvente orgánico libre de agua (como dimetilsulfóxido). Debe 

minimizarse la exposición a la humedad ya que el grupo éster es 

susceptible a hidrólisis. Posteriormente, la solución stock debe guardarse 

en condiciones libres de humedad (bajo gas inerte como argón o 

nitrógeno) a -20°C.  

Se prepara una solución stock de 250 mM, disolviendo 100 mg de 

SAT(PEG)4 en 850 µl.  
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• El vial con el reactivo debe atemperarse a temperatura antes de abrirse 

para evitar condensación en el interior del vial, así como tomar alícuotas 

con una jeringa. Con un adecuado manejo la solución es estable por tres 

meses.  

La solución de desacetilación se prepara disolviendo 1.74 g de 

hidroxilamina.HCl y EDTA (0.475 g  tetrasódico ó 0.365 g  disódico) en 40 ml 

del amortiguador. Añadir agua ultrapura a un volumen final de 50 ml y ajustar el 

pH de 7.2-7.5 con NaOH 

 
 
Transferrina Sigma-Aldrich #T4132 
Características: 

• Masa molecular 76-81 kDa 

• Pureza >98% 

• Λmáx 280 nm (agua) 

• Holoenzima (Contenido de Fe: 1100-1600 ppm, 1,100-1,600 μg/g) 

• Solubilidad 50 mg/ml H2O 

• Agua < 10 % 

• Origen: humano 

• Almacenar: 2-8°C 

• Polvo liofilizado 

• Color en solución: Rojo, rojo-naranja. No turbia. 

• Solubilidad en agua (50 mg/ml) 

• Las soluciones acuosas permanecen activas a 4°C de 5 a 10 días y 
deberán ser filtradas-esterilizadas para su máxima estabilidad. 
 

FITC (Isómero I) Sigma-Aldrich # F7250 
Características: 

• Polvo 

• Fórmula molecular: C21H11NO5S 

• Peso molecular: 389.4 
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• Longitud de excitación: 495 nm 

• Longitud de emission: 525 nm 

• Solubilidad 1 mg/ml en acetone 

• Soluble en DMSO a 5 mg/ml 

• Soluble en agua menos de 0.1 mg/ml 

• Soluble en etanol a 20 mg/ml 

• Soluble en 2-metoxietanol 9 mg/ml 

• Se utiliza un solvente orgánico debido a que se descompone en agua. 

• Almacenaje 2-8°C 

 

El isocianato de fluoresceína se utiliza para marcar proteínas a través de los 

grupos amino terminales y de aminas primarias al reaccionar éstos con el 

isocianato.  

 
APTMS (3-aminopropil)trimetoxisilano Sigma-Aldrich # 281778 
 
Características: 

• Líquido 

• Densidad: 1.027 g/ml a 25°C. 

• Fórmula molecular: C6H17NO3Si 

• Peso molecular: 179.28958 

• Almacenar en temperatura ambiente 

 
HEPES: Es un amortiguador orgánico zwitteriónico, estable, soluble en agua y 

no reacciona con cationes divalentes y amortigua en rangos de 6.8-8.2.  

Características: 

• Peso molecular: 238.3 

• pKa de 7.5 a 37°C 
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9    ANEXOS 
 

• Artículo científico producto de esta tesis: 
Solorio-Rodríguez, A., Escamilla-Rivera, V., Uribe-Ramírez, M., Chagolla, 
A., Winkler, R., García-Cuellar, C.M., De Vizcaya-Ruiz, A. (2017). A 
comparison of the human and mouse protein corona profiles of 
functionalized SiO2 nanocarriers. Nanosclae 9:13651-13660.  
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