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Resumen 

El interferón alfa (IFNα) es utilizado en el tratamiento de diversas enfermedades virales y 

varios tipos de cáncer debido a su actividad antiviral, antiproliferativa e 

inmunomoduladora. Este fármaco tiene una corta vida media, por lo que se requiere una 

administración frecuente de altas dosis para alcanzar una respuesta terapéutica óptima, 

lo que conlleva a la aparición frecuente de efectos secundarios. La encapsulación se ha 

propuesto como estrategia para aumentar la vida media del IFNα, pues aporta un sistema 

de liberación controlada y sostenida en el tiempo, dirigido a la reducción de los efectos 

secundarios del fármaco. En el presente trabajo se obtuvo una formulación que permitió 

la encapsulación polimérica del IFNα-2b recombinante (rhIFNα-2b) en nanopartículas de 

quitosano mediante el método de electrospray. Se determinó por microscopía electrónica 

que las nanopartículas sintetizadas conformaron una población heterogénea con 

diámetros dentro del rango 230-475 nm. Además, se evaluaron los sistemas de liberación 

de IFNα encapsulados reportados en la literatura, y su relación con la actividad biológica, 

donde se encontró que la liberación puede obedecer a una cinética en una o dos fases, 

y que la encapsulación del medicamento no disminuye su actividad biológica. En 

conclusión, la encapsulación del rhIFNα-2b representa un sistema activo de liberación 

sostenida que podría escalarse a futuro como una potencial alternativa terapéutica. 

Palabras clave: 

• NANOPARTÍCULAS 

• ELECTROSPRAY 

• QUITOSANO 

• CINÉTICA DE LIBERACIÓN 

• ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
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Abstract 

Interferon alpha (IFNα) is used in the treatment of various viral diseases and several types 

of cancer due to its antiviral, antiproliferative and immunomodulatory activity. This drug 

has a short half-life, requiring frequent administration of high doses to achieve optimal 

therapeutic response, which leads to frequent side effects. Encapsulation has been 

proposed as a strategy to increase the half-life of IFNα by providing a controlled and 

sustained release system aimed at reducing the side effects of the drug. In the present 

work, a formulation was obtained that allowed the polymeric encapsulation of recombinant 

IFNα-2b (rhIFNα-2b) in chitosan nanoparticles using the electrospray method. It was 

determined by electron microscopy that the synthesised nanoparticles formed a 

heterogeneous population with diameters in the range 230-475 nm. In addition, the 

release systems of encapsulated IFNα reported in the literature and their relationship with 

biological activity were evaluated, where it was found that the release can obey a one- or 

two-phase kinetics, and that the encapsulation of the drug does not decrease its biological 

activity. In conclusion, the encapsulation of rhIFNα-2b represents a sustained-release 

active system that could be scaled up as a potential therapeutic alternative in the future. 

Key words: 

• NANOPARTICLES 

• ELECTROSPRAY 

• CHITOSAN 

• RELEASE KINETICS 

• BIOLOGICAL ACTIVITY 
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Capítulo 1 

Introducción 

Formulación del problema y antecedentes 

Las infecciones virales constituyen una fracción significativa de morbilidad y 

mortalidad en los seres humanos, lo que ha llevado a una extensa investigación sobre 

los sistemas de defensa empleados por el huésped para combatir dichas infecciones 

(Crosse, Monson, Beard, & Helbig, 2018). Los tratamientos más utilizados son los 

antivirales y las vacunas pero su descubrimiento y desarrollo suele ser complejo y 

consume mucho tiempo para que salgan al mercado (Mahmoud, 2016). Desde la 

década de 1960 hasta la fecha se ha evaluado el posible tratamiento de estas 

infecciones con múltiples antivirales, pero solo una pequeña cantidad ha sido aprobada 

para su uso clínico (Clercq & Li, 2016). Estos fármacos se utilizan como agentes 

terapéuticos en el tratamiento de enfermedades causadas por el virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH) (Gulick & Flexner, 2019), virus de hepatitis B (VHB) 

(Razavi-Shearer et al., 2018), virus de hepatitis C (VHC) (Fabrizi, Cerutti, Porata, 

Messa, & Ridruejo, 2019), citomegalovirus humano (CMVH) (S. J. Chen, Wang, & Chen, 

2019), virus de herpes simple (VHS) (Kłysik, Pietraszek, Karewicz, & Nowakowska, 

2020), virus de papiloma humano (VPH) (Kardani, Basimi, Fekri, & Bolhassani, 2020), 

virus sincitial respiratorio (VSR) (Wetzke & Schwerk, 2019), virus varicela zóster (VVZ) 

(Shiraki, 2018), influenza (Hayden & Shindo, 2019), y coronavirus de tipo 2 (SARS-CoV-

2) (Spinner et al., 2020), entre otros, aunque este grupo representa una minoría 

considerando que se han descubierto más de 200 virus humanos (Clercq & Li, 2016). La 

búsqueda de nuevos antivirales es constante, ya que muchos medicamentos son 

discontinuados de su uso clínico debido a su toxicidad, a la evolución de cepas 
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farmacorresistentes, y a la aparición de virus emergentes y reemergentes, lo que 

conlleva a pandemias humanas persistentes (Rumlová & Ruml, 2018). Uno de los 

grupos de moléculas más estudiados como antivirales de amplio espectro han sido los 

interferones (IFNs), las primeras citoquinas efectoras del sistema inmune innato del 

huésped (B. X. Wang & Fish, 2019), ya que a través del conocimiento preciso de los 

mecanismos en los que participa y su actividad biológica es posible desarrollar terapias 

antivirales seguras y eficaces (A. Park & Iwasaki, 2020). 

El interferón alfa (IFNα) fue aprobado para su uso clínico en 1986 y se utiliza en 

el tratamiento de varias enfermedades por su acción antiviral directa, y por sus efectos 

antiproliferativos e inmunomoduladores (Lazear, Schoggins, & Diamond, 2019). Dentro 

de las afecciones tratadas con IFNα se destacan el sarcoma de Kaposi asociado a SIDA 

(Lebbe et al., 2019), hepatitis B (Lampertico et al., 2017), hepatitis C (Maughan & 

Ogbuagu, 2018), condiloma acuminado (Werner, Westfechtel, Dressler, & Nast, 2017), 

herpes zoster (Castro & Castro, 2014), leucemia de células pilosas (Thompson & 

Ravandi, 2017), y un amplio espectro de desórdenes oftalmológicos (Lewczuk, Zdebik, 

& Bogusławska, 2019). El IFNα se administra por diferentes vías de acuerdo con la 

formulación aplicada y en dependencia de la afección a tratarse (Hopps, Zoon, Djeu, & 

Petricciani, 1985; Woo, Kwok, & Ahmed, 2017).  

Esta molécula tiene una vida media corta de 2-3 horas, y alcanza su 

aclaramiento luego de la administración parenteral en aproximadamente 16 horas 

(Kozlowski & Harris, 2001). Por ello, las formulaciones más frecuentes y con 

administración aprobada son en inyecciones en altas dosis no fisiológicas, requeridas 

para alcanzar una respuesta terapéutica óptima y evitar el rápido aclaramiento (Younes 

& Amsden, 2002). La administración de dosis altas tiene como consecuencia la 
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aparición de efectos adversos como síntomas similares a la gripe (fiebre, escalofríos, 

dolor de cabeza, náuseas), disfunción hepática y hematológica, depresión, entre otras 

(Woo et al., 2017; Conlon, Miljkovic, & Waldmann, 2019). 

Se han explorado varias estrategias para modificar las formulaciones de IFNα 

con el fin de que la terapia sea más efectiva y con menor toxicidad (A. Park & Iwasaki, 

2020). El conocimiento de la secuencia de ADN y su producción como proteína 

recombinante abrió la posibilidad de diseñar un interferón consenso alterando la 

secuencia de IFNα natural. La molécula obtenida a partir de la expresión de este gen es 

un IFNα recombinante sintético denominado alfacon-1, que contiene en cada posición el 

aminoácido observado con mayor frecuencia en 13 subtipos no alélicos de IFNα (Alberti, 

1999). El alfacon-1 era producido insertando su secuencia de ADN sintético en células 

de Escherichia coli, donde se expresaba y purificaba (Melian & Plosker, 2001), y esta 

formulación era utilizada en el tratamiento de infecciones por VHB y VHC, en dosis 

inferiores a las terapias con IFNα libre, hasta que fue discontinuada en 2013 debido a su 

severa toxicidad (Clercq & Li, 2016). En la actualidad, las formulaciones con IFNα 

recombinante comercializadas para uso clínico son el Roferon A® (IFNα-2a), Intron A® 

(IFNα-2b), y sus respectivas presentaciones PEGiladas, descritas a detalle más 

adelante (Nile et al., 2020).  

La conjugación del IFNα con diferentes moléculas también fue investigada con el 

fin de incrementar el tiempo de vida en la circulación sanguínea del medicamento, es 

así que se propuso una formulación de IFNα unido con albúmina a la que se denominó 

Alb-interferón (Jansen & Bruijne, 2012). Los ensayos fase III de esta nueva formulación 

mostraron que tenía una eficacia equivalente a las terapias disponibles contra VHC 

crónica (Nelson et al., 2009). Sin embargo, se descubrió que el Alb-interferón producía 
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alopecia, tos, pérdida de peso, e incluso complicaciones pulmonares, lo que provocaba 

una frecuente descontinuación de los tratamientos (Zeuzem et al., 2010). Debido al 

perfil de efectos secundarios de la molécula se desistió en la búsqueda de su 

aprobación (Jansen & Bruijne, 2012).  

La PEGilación consiste en la unión mediante enlaces covalentes de cadenas de 

poli(etilenglicol) (PEG) al IFNα, emergió como alternativa en vista del fracaso de los 

otros sistemas propuestos (Kozlowski & Harris, 2001). Esta formulación reduce su 

excreción a través de los riñones (Asselah et al., 2007), lo que aumenta su vida media 

aproximadamente diez veces, y da como resultado concentraciones más estables de 

IFNα en plasma (Trinh, Zobniw, & Hwu, 2017). La farmacocinética mejorada ha 

permitido reducir el número de inyecciones para el tratamiento de VHB y VHC crónicas, 

resultando en un régimen más cómodo para el paciente (Woo et al., 2017). Existen dos 

presentaciones de PEG-IFNα en la actualidad: PEG-IFNα-2a (Pegasys®) y PEG-IFNα-

2b (PegIntron®). La primera está constituida por una molécula de IFNα-2a unida de 

forma covalente a una cadena ramificada de PEG de 40 kDa, mientras que la segunda 

está formada por una molécula de IFNα-2b acoplada con una cadena lineal de PEG de 

12 kDa (Jansen & Bruijne, 2012).  

No obstante para estas formulaciones persisten algunas dificultades, pues la 

PEGilación ocasiona pérdida en la actividad del IFNα, y un aumento en las dosis 

administradas (Foster, 2010). Podemos concluir que la actividad del PEG-IFNα-2b y del 

PEG-IFNα-2a es de apenas 28% y 2%, respectivamente, comparadas con la del IFNα 

nativo (Boulestin et al., 2006). También se presentan eventos adversos, siendo los más 

comunes escalofríos, fatiga, náusea, dolor de cabeza, anemia, trombocitopenia, 

síntomas similares a la gripe, dolor en músculos y articulaciones, y reacciones 
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cutáneas; incluso se han reportado eventos más graves como complicaciones 

tromboembólicas y sangrado gastrointestinal (Meller et al., 2015). Debido a estas 

dificultades, los tratamientos con estas moléculas deben ser discontinuados 

(Bewersdorf et al., 2020). La toxicidad asociada a los IFNα PEGilados ha relegado su 

terapia a un estado de segunda línea en la mayoría de los países desarrollados, es por 

ello que aún se requiere desarrollar formulaciones utilizando estrategias alternativas que 

permitan aumentar la estabilidad y reducir la toxicidad y el aclaramiento del IFNα sin 

comprometer su actividad biológica (Lazear et al., 2019). 

El diseño y la fabricación de nuevos sistemas de suministro de medicamentos 

pudiera constituir una alternativa eficaz para que esta molécula desarrolle una mayor 

eficacia y seguridad terapéutica (C. Li et al., 2019). Uno de los sistemas que se han 

destacado en los últimos años es la encapsulación de diversos fármacos que presentan 

dificultades en su aplicación, lo que permite mejorar su índice terapéutico y reducir los 

eventos adversos asociados al tratamiento (Lembo, Donalisio, Civra, Argenziano, & 

Cavalli, 2018). El perfeccionamiento del índice terapéutico del IFNα a través de este 

sistema se efectúa al aumentar su actividad farmacológica (X. Ye, Wang, & Wang, 

2019). Por otro lado, varios de los efectos secundarios producidos por el IFNα, como los 

síntomas similares a la gripe o la depresión, parecen estar relacionados con la 

velocidad a la que se alcanza el pico de concentración sérica de la molécula, de manera 

que una formulación de IFNα con un aumento de concentración progresivo sin generar 

un pico rápido podría tener menos efectos secundarios(Jansen & Bruijne, 2012). En 

este contexto, la encapsulación de la molécula es una alternativa que brinda la 

posibilidad de que la liberación sea controlada, para evitar un pico de concentración 

sérica en un período de tiempo corto (Saez, Ramón, Peniche, & Hardy, 2012).  
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La encapsulación del IFNα ha sido evaluada en diversos estudios, entre los 

cuales se puede destacar el desarrollo de microesferas de polímero Poly-Active® (77% 

de tereftalato de PEG y 23% tereftalato de polibutileno) cargadas con IFNα-2b 

denominadas Locteron® (Lawitz et al., 2010), nanopartículas (NPs) metálicas cubiertas 

de lisina (Aghdam, Vossoughi, Almzadeh, & Zeinali, 2008) o acopladas a ácido 

hialurónico (M. Y. Lee et al., 2012), microagujas de sulfato de condroitina y 

polivinilpirrolidona (PVP) (J. Chen, Qiu, Zhang, & Gao, 2016), liposomas PEGilados 

(Jøraholmen, Basnet, Acharya, & Škalko-Basnet, 2017), NPs de ácido poli(láctico-co-

glicólico) (PLGA) (Saez, Ramón, Aldana, Pérez, & Hardy, 2008), NPs de 

PLGA/poloxámero (Sánchez, Tobío, González, Fabra, & Alonso, 2003), y NPs de 

quitosano (CS) (Imperiale, Schlachet, Lewicki, Sosnik, & Biglione, 2019). 

Justificación del problema 

Mediante la encapsulación es posible la administración de fármacos y proteínas 

terapéuticas maximizando su potencial, ya que este método brinda una matriz de 

transporte que evita la influencia de interacciones débiles no covalentes (fuerzas de van 

der Waals e interacciones electrostáticas) que pueden alterar la estabilidad de la 

proteína (Almeida & Souto, 2007). Además, el sistema protege a las proteínas de la 

degradación por enzimas que se encuentran en el sitio de administración o durante el 

transporte al sitio de acción, aumentando de esta manera su vida media (C. Ye & Chi, 

2018). Hasta la fecha existen dos formulaciones encapsuladas aprobadas por la 

Administración de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA): el Abraxane® 

(ABI-007) y el Genexol®, constituidas por moléculas de paclitaxel, unidas a NPs de 

albúmina, o encapsuladas en micelios de PEG-ácido poliláctico, respectivamente, 
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utilizadas en el tratamiento de cáncer de mama y cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (Pérez-Herrero & Fernández-Medarde, 2015; Li et al., 2019). 

Los primeros reportes de encapsulación de IFNα datan de la década de 1980, en 

los que se utilizaron liposomas con el fin de aumentar la actividad antiproliferativa de la 

molécula contra líneas celulares de tumores de próstata humanos (Eppstein & Stewart, 

1981; Killion et al., 1989). La técnica se fue sofisticando de manera que el IFNα logró 

ser encapsulado en liposomas multilamelares sin alterar su actividad antiviral y 

antiproliferativa (Killion, Fishbeck, Bar-Eli, & Chernajovsky, 1994). Sin embargo, estos 

estudios no realizaron la caracterización de las estructuras, no mencionan si se trató de 

una micro o nanoencapsulación, y tampoco poseen investigaciones adicionales que 

permitiesen a las formulaciones tener una aplicación clínica (Eppstein & Stewart, 1981; 

Killion et al., 1989, 1994).  

Durante años se exploró la microencapsulación como estrategia para transportar 

el IFNα (Saez et al., 2008; F. Yang et al., 2010). La investigación de estos sistemas 

permitió el desarrollo del Locteron®, una microformulación enfocada al tratamiento de 

hepatitis C (Leede et al., 2008). Los ensayos clínicos fase IIB de este producto 

mostraron que tenía una eficacia antiviral similar al PEG-IFNα-2b, sus niveles mínimos 

en suero eran superiores, y provocaba menos efectos secundarios como los síntomas 

similares a la gripe (Lawitz et al., 2010). También se encontró que provocaba 

neutropenia, comparable con la reportada para PEG-IFNα2a (Jansen & Bruijne, 2012). 

No existe registro de algún ensayo clínico fase III en los Institutos Nacionales de Salud 

de Estados Unidos (NIH), ni de aprobación de la FDA para su uso terapéutico 

(Vermehren & Sarrazin, 2011).  
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Más adelante se describieron las principales desventajas de las 

microencapsulaciones en general: la liberación incompleta del fármaco y la inestabilidad 

que el proceso ocasiona en la molécula de IFNα (Saez et al., 2012). Por ello se ha 

evaluado la posibilidad de encapsular el fármaco en NPs, ya que los índices 

terapéuticos de antivirales pueden mejorarse con nanoformulaciones, en especial para 

aquellos como el IFNα que requieren de administraciones frecuentes de altas dosis por 

su corta vida media (Lembo & Cavalli, 2010; Li et al., 2019). Las NPs permiten una 

cinética de liberación sostenida del fármaco encapsulado, mayor biodisponibilidad, 

farmacocinética modificada y efectos secundarios reducidos (Lembo et al., 2018). Son 

varios los sistemas de nanotransporte evaluados para agentes antivirales, entre los que 

se incluyen liposomas, NPs metálicas, poliméricas, lipídicas e híbridas, dendrímeros, 

nanoemulsiones, sistemas micelares y nanoestructuras auto ensambladas (Zazo, 

Colino, & Lanao, 2016). En el desarrollo de estas plataformas se deben considerar 

criterios de seguridad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y compatibilidad del material 

encapsulante con el fármaco, así como los parámetros que determinan la funcionalidad 

de una nanopartícula como su tamaño, forma y características de superficie (Dufort, 

Sancey, & Coll, 2012). Por otro lado, la eficacia, seguridad, y cuestiones de manufactura 

deben evaluarse de forma cuidadosa para llevar este enfoque hacia la aplicación clínica 

(Lembo et al., 2018). 

Dentro de los diferentes métodos de nanoencapsulación, la encapsulación 

polimérica representa una alternativa prometedora que ha demostrado una eficacia 

mejorada, liberación dirigida y sostenida del fármaco, reducción en la cantidad de 

principio activo, reducción de eventos adversos, y de la degradación metabólica del 

medicamento (Sridhar & Ramakrishna, 2013). Las NPs poliméricas corresponden a una 
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tecnología posterior a los liposomas, con mayor estabilidad en condiciones de 

almacenamiento y en fluidos biológicos, y mejor capacidad de carga de fármacos (Zazo 

et al., 2016). El resultado de esta encapsulación da lugar a partículas sólidas coloidales 

conformadas por una matriz biocompatible compuesta por alguno de los siguientes 

polímeros, que pueden ser naturales, semisintéticos o sintéticos: polilactidas (PLAs) 

(Ghasemi et al., 2018) y copolímeros de polilactida-poliglicólido (Andima et al., 2018), 

policaprolactonas (PCLs) y poliacrilatos (PCAs) (Dadkhah Tehrani & Parsamanesh, 

2017), polimetacrilatos (PMMAs) (Vianey et al., 2017), polivinilalcohol (PVA) (Saghir et 

al., 2019), PEG (Almoustafa, Alshawsh, & Chik, 2017), alginato (Severino et al., 2019), 

derivados de celulosa (Dai & Si, 2018), y CS (Luque-Alcaraz, Lizardi-Mendoza, 

Goycoolea, Higuera-Ciapara, & Argüelles-Monal, 2016). Todos estos materiales están 

aprobados por la FDA y otras autoridades regulatorias a nivel mundial para su uso 

médico (das Neves, Nunes, Machado, & Sarmento, 2015). El polímero utilizado en la 

encapsulación influye en la liberación de la molécula de acuerdo con sus 

características, ya que cada material interacciona de distinta forma con la proteína (J. 

Wu, Wang, Yang, Liu, & Lu, 2017). 

El CS es un polisacárido biológico catiónico y semisintético derivado de la 

quitina, y uno de los polímeros más usados en la ciencia biomédica por su gran 

cantidad de potenciales aplicaciones (Sheng et al., 2015; A. Kumar, Vimal, & Kumar, 

2016). En el transporte de fármacos, tiene varias ventajas sobre otros polímeros por su 

menor toxicidad, mayor biocompatibilidad, capacidad mucoadhesiva, estabilidad, 

propiedades antibacterianas, aumento en el índice terapéutico del medicamento, y por 

otra parte, evita la dosificación frecuente y costosa (Garg, Chauhan, Nagaich, & Jain, 

2019). Las NPs de CS (CS-NPs) además tienen estabilidad térmica y buenas 
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propiedades mecánicas (Ali & Ahmed, 2018). Es por ello que se ha investigado el uso 

de CS-NPs para el transporte de dextrano-doxorrubicina (Mitra, Gaur, Ghosh, & Maitra, 

2001), doxorrubicina (Janes, Fresneau, Marazuela, Fabra, & Alonso, 2001; 

Sanyakamdhorn, Agudelo, & Tajmir-Riahi, 2013), proteínas y ARN corto de interferencia 

(siRNA) (Katas, Raja, & Lam, 2013), paclitaxel (Kwon, 2008), y antígenos (Prego et al., 

2010). 

Las CS-NPs se pueden sintetizar por los métodos de complejo de 

polielectrolitos, gelificación ionotrópica (Pant & Negi, 2018), evaporación de solvente/co-

precipitación (Khdair et al., 2016), emulsificación (Sorasitthiyanukarn, Muangnoi, 

Ratnatilaka Na Bhuket, Rojsitthisak, & Rojsitthisak, 2018), coacervación compleja 

(Hamdi, Nasri, Li, & Nasri, 2020), difusión del solvente de emulsificación (Naskar, 

Koutsu, & Sharma, 2019), y electrospray (Abyadeh, Akbar, Zarchi, Faramarzi, & Amani, 

2017). Esta última técnica tiene varias ventajas sobre las otras: el proceso puede 

realizarse en condiciones ambientales (temperatura y presión) lo que resulta beneficioso 

para biomoléculas sensibles e incluso para células vivas (Jiamian Wang, Jansen, & 

Yang, 2019); la eficacia de encapsulación puede maximizarse al no existir un medio 

externo que permita la disolución o migración de las cargas solubles en agua (Sosnik, 

2014); se pueden obtener nano y micropartículas cargadas con fármacos con una 

distribución de tamaño estrecha (Enayati, Chang, Bragman, Edirisinghe, & Stride, 2011); 

la repulsión coulómbica entre las gotas con carga eléctrica provoca una auto-dispersión 

sin coalescencia de las partículas (Y. Xu & Hanna, 2006); se pueden obtener diferentes 

estructuras a través del ajuste de los factores de solución y parámetros de 

procesamiento (Jiamian Wang et al., 2019). 
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Por todo lo anterior proponemos la presente investigación que desarrollará un 

proceso de encapsulación de IFNα en nanopartículas de CS mediante la técnica de 

electrospray. La síntesis de partículas utilizando este método permitirá la obtención de 

una población de NPs a través de un proceso realizado a temperatura ambiente. La 

nanoformulación propuesta representa una potencial alternativa en el tratamiento 

antiviral, que con estudios preclínicos y clínicos exitosos, podría reemplazar a las 

terapias con IFNα disponibles en la actualidad, pues se trata de un sistema de 

transporte de la molécula que puede ser administrado de forma local, y permitiría la 

liberación sostenida en el tiempo de la molécula, reduciendo así las dosis necesarias 

para conseguir una respuesta terapéutica, y con ello la posible toxicidad y rápido 

aclaramiento que tienen las terapias actuales. Evaluaremos además los sistemas de 

liberación de IFNα encapsulado, y la relación que dicha cinética tiene con la actividad 

biológica de la molécula, con el fin de reafirmar la potencialidad clínica que posee la 

nanoformulación a desarrollar en este estudio. 

 Objetivos de la Investigación 

Objetivo General 

Obtener una novedosa formulación que permita la nanoencapsulación de 

interferón alfa 2b recombinante humano (rhαIFNα-2b). 

Objetivos Específicos  

1. Evaluar una formulación que permita nanoencapsular el rhIFNα-2b. 

2. Analizar los sistemas de liberación del rhIFNα-2b reportados en la literatura, 

y su relación con la actividad biológica. 
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Capítulo 2 

Marco teórico 

Proteínas recombinantes  

Las proteínas recombinantes son aquellas obtenidas a través de la tecnología de 

ADN recombinante, y consiste en la identificación, corte e inserción de genes del 

genoma de otro organismo, utilizando tres herramientas principales: enzimas (de 

restricción, polimerasas y ligasas), vectores, y un organismo huésped (Ferrer-Miralles, 

Saccardo, Corchero, Xu, & Garcfa-Fruitós, 2015). Para el año 2018, más de 130 

proteínas recombinantes estaban aprobadas por la FDA para uso clínico, aunque a nivel 

mundial se producían y utilizaban en medicina más de 170 productos de esta naturaleza 

(Pham, 2018). En el 2019 se aprobaron 35 biofarmacéuticos, de los cuales 28 (80%) 

son recombinantes (Rader, 2020). Estas moléculas han tenido diversos usos clínicos 

como hormonas, interferones, interleucinas, factores de crecimiento, factores de 

crecimiento tumoral, factores de coagulación sanguínea, fármacos trombolíticos, y 

enzimas para tratar enfermedades crónicas (Pham, 2018). 

Para la obtención de las proteínas recombinantes se han utilizado varios 

sistemas de expresión incluyendo bacterias, levaduras, células de insecto, hongos 

filamentosos, microalgas, células de mamífero, animales transgénicos y organismos 

vegetales(Felberbaum, 2015; Bandehagh, Khodadadi, & Noparvar, 2016; Owczarek, 

Gerszberg, & Hnatuszko-Konka, 2019). La selección del sistema de expresión óptimo, 

así como las condiciones de crecimiento más apropiadas, deben determinarse de 

acuerdo con las características de la proteína y los requerimientos de los procesos 

upstream y downstream (Mogk, Mayer, & Deuerling, 2002). El sistema de expresión 
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bacteriano y dentro de este E. coli, es el sistema más utilizado debido a su facilidad de 

manejo, costo reducido, alto rendimiento, y la posibilidad de optimizar los procesos de 

producción y purificación mediante procedimientos de escalado asequibles (Lobstein et 

al., 2012), Existen varias cepas disponibles de este organismo (Ferrer-Miralles et al., 

2015), sin embargo, E. coli posee fuertes restricciones, para la expresión de proteínas 

de mamíferos de longitud completa y que requieren modificaciones post-traduccionales 

propias de los organismos eucariotas, como la glicosilación, formación de puentes 

disulfuro, fosforilación o procesamiento proteolítico, que pueden estar relacionadas con 

la solubilidad de la proteína o con su actividad biológica, y la agregación de la proteína 

expresada que complica o imposibilita la purificación (Freigassner, Pichler, & Glieder, 

2009; Ferrer-Miralles et al., 2015; Owczarek et al., 2019). En la actualidad estas 

dificultades se han superado sin necesidad de cambiar el sistema de expresión, ya que 

se pueden utilizar cepas genéticamente modificadas para obtener una producción 

eficiente de proteínas recombinantes solubles en la bacteria (Nasiri et al., 2017).  

Interferones (IFNs) 

Uno de los grupos de proteínas recombinantes más estudiados y que mayor 

interés clínico han recibido desde su descubrimiento en 1957 son los interferones 

(IFNs), debido a su capacidad protectora contra virus patogénicos, sus propiedades 

antitumorales e inmunorreguladoras (Pestka, Krause, & Walter, 2004; Sprooten, 

Agostinis, & Garg, 2019; A. Park & Iwasaki, 2020). La primera molécula purificada y 

obtenida de forma recombinante fue el IFNα. De hecho, la purificación y evaluación de 

la actividad antiviral de los diferentes subtipos de IFNα permitió determinar, a través de 

estudios en células de leucemia mieloide crónica humana (AG-1732), que cada especie 

de IFN exhibe un perfil de actividad distinto (Pestka et al., 2004). 
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La aprobación del IFNα por la FDA para su uso terapéutico en 1986 contra el 

sarcoma de Kaposi y la leucemia de células pilosas allanó el camino para el desarrollo 

clínico de otros IFNs terapéuticos (Pestka et al., 2004),que se fabrican utilizando la 

tecnología de ADN recombinante, y son múltiples los aprobados para su uso clínico: 

IFNα-2a (Roferon A®), IFNα-2b (Intron A®), IFNα-n1 (Wellferon®), IFNα-n3 (Alferon®), 

IFNβ-1a (Rebif®), IFNβ-1b (Betaferon®), IFNβ-1a (Avonex®), IFNβ-1b (Betaseron®), 

PEG-IFNα-2a (Pegasys®), PEG-IFNα-2b (PegIntron®), monometoxi-PEG-IFNα-2b 

(Sylatron®), e IFNγ-1b (Acimmune®) (Nile et al., 2020). El IFNα, IFNß e IFNγ pueden 

expresarse en E. coli, ya que las formas no glicosiladas obtenidas mediante este 

sistema tienen una actividad biológica similar que sus contrapartes naturales 

glicosiladas, por lo que son igual de efectivas (Dingermann, 2008).  

Para la expresión recombinante se ha utilizado la cepa SHuffleTM T7 Express, en 

la que la proteína no forma cuerpos de inclusión al plegarse de forma adecuada, es 

decir se produce en su forma activa (Safarpour et al., 2017). En esta cepa la expresión 

de tioredoxin reductasa (trxB) y glutatión reductasa (gor) están suprimidas para permitir 

la formación de puentes disulfuro estables, y la expresión de DsbC citoplasmática se 

encuentra activa para catalizar la formación e isomerización de dichos puentes y actúa 

como chaperona en el plegamiento que no requiere puentes disulfuro (Nasiri et al., 

2017).  

Los IFNs son citoquinas que inducen una resistencia no específica a infecciones 

virales a través de diversos mecanismos, incluyendo la inhibición de síntesis de 

proteínas, inactivación de ARN viral, y amplificación de los mecanismos fagocíticos y 

citotóxicos (Schoggins, 2019). Fueron descubiertas en 1957 por Isaacs y Lindenmann, 

cuando observaron que células embrionarias de pollo infectadas con virus de influenza 



32 
 
producían una molécula capaz de inducir resistencia a infecciones virales (J. Isaacs, 

1957). Las respuestas biológicas a los IFNs se inician con la unión de estas moléculas a 

sus receptores específicos de la membrana celular, con la subsecuente señalización de 

la vía JAK/STAT que activa los factores de transcripción de IFN, los cuales se 

translocan al núcleo y se unen a promotores que inducen la expresión de genes 

inducibles por IFN (Au-Yeung & Horvath, 2018). Además de su actividad antiviral, los 

IFNs tienen actividad inhibidora de la proliferación celular, inmunomoduladora, 

anticancerígena y antifibrolítica (Meager, 2002). 

Existen tres tipos de IFN: tipo I (α/β), tipo II (γ) y tipo III (λ), que se definen por 

sus diferencias en las secuencias aminoacídicas, propiedades fisicoquímicas, e 

inducción por diferentes agentes de distintos tipos celulares (Negishi, Taniguchi, & 

Yanai, 2018). Los agentes inductores pueden ser virus, bacterias, productos 

bacterianos, polímeros, compuestos de bajo peso molecular, y antígenos o mitógenos 

(Muñoz-Carrillo et al., 2019). Los IFN de tipo I son una familia multigénica que codifica 

en humanos 13 subtipos de IFNα, uno de IFN-β, y otros productos génicos apenas 

descritos (IFN-ε, IFN-τ, IFN-κ, IFN-ω, IFN-δ e IFN-ζ) (Pestka et al., 2004). El IFN-γ es el 

único producto génico agrupado en la familia IFN de tipo II, en su mayoría es producido 

por células T y NK, y puede actuar en un amplio rango de células que expresen su 

receptor (Schoenborn & Wilson, 2007). El tercer tipo, IFN de tipo III, es el último 

descrito, y está compuesto por IFN-λ1, IFN-λ2, IFN-λ3 e IFN-λ4, que tienen funciones 

similares a las citoquinas de la familia IFN tipo I, pero con actividad restringida, pues la 

expresión de su receptor está limitado a células epiteliales (Witte, Witte, Sabat, & Wolk, 

2010). De hecho, las células inmunes son insensibles a IFN-λ (Durbin, Kotenko, & 

Durbin, 2013). 
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Interferones de tipo I 

Los IFNs de tipo I son una familia multigénica de citoquinas pleiotrópicas que 

son estimuladas durante infecciones virales, y que en humanos consiste en 13 subtipos 

de IFNα, un subtipo de IFNß, IFNε, IFNκ e IFNω (Sutter, Dickow, & Dittmer, 2018). 

Estos polipéptidos son secretados por células infectadas y tienen tres funciones 

principales: (1) inducir estados antimicrobianos intrínsecos a las células en células 

infectadas y vecinas que limitan la propagación de agentes infecciosos, en particular 

patógenos virales; (2) modular las respuestas inmunitarias innatas de una manera 

equilibrada que promueve la presentación de antígenos y las funciones de las células 

asesinas naturales al tiempo que restringen las vías proinflamatorias y la producción de 

citocinas; (3) activar el sistema inmunitario adaptativo, promoviendo así el desarrollo de 

respuestas de células T y B específicas de antígeno de alta afinidad y memoria 

inmunológica (Ivashkiv & Donlin, 2014).  

La inducción de los IFNs de tipo I en las células infectadas inicia con el 

reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), en este caso 

estructuras específicas presentes en estas células infectadas por virus, a través de los 

receptores de reconocimiento de patógenos (PRRs), que a su vez provocan la 

regulación positiva de los genes de IFNs de tipo I (Kindler, Thiel, & Weber, 2016). Todas 

las células nucleadas tienen la capacidad de responder a estos IFNs ya que expresan el 

receptor de IFN en su superficie, que está compuesto por dos subunidades (IFNAR-1 e 

IFNAR-2) (Bekisz, Schmeisser, Hernandez, Goldman, & Zoon, 2004). La unión de los 

IFNs de tipo I con su receptor activa la vía JAK-STAT, en la cual las quinasas Janus 

JAK1 y TYK2 son activadas en el dominio citoplásmico de IFNAR-2 y 1, 

respectivamente. Las quinasas activadas luego fosforilan los transductores de señal y 
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factores de transcripción STAT1 y STAT2, que se unen con IRF9 para formar el 

complejo ISGF3 que ingresa al núcleo para activar los promotores de un programa de 

expresión génica antiviral. Los genes específicos que están regulados de forma positiva 

por los IFN se denominan en colectivo genes estimulados por IFN (ISGs) (Kindler et al., 

2016).  

Interferón alfa (IFNα)  

El IFNα es una molécula de 19 kDa que tiene 13 subtipos no alélicos en 

humanos, todos codificados por genes IFNA ubicados en el brazo corto del cromosoma 

9 (Sutter et al., 2018). Es capaz de inducir un estado antiviral tanto en células infectadas 

como en no infectadas, activando un programa de transcripción génica que interfiere 

con múltiples etapas del ciclo de replicación viral, a través de varios mecanismos (Yan & 

Chen, 2012). También desempeña funciones adicionales que influencian la respuesta 

inmune innata y adaptativa desencadenada por bacterias y otros patógenos. El 

desencadenamiento de las diferentes vías de señalización, luego de la unión del IFNα 

con el receptor de interferón de tipo I (IFNAR), es dependiente del contexto bajo el cual 

se produjo. Esto influencia ISGs son activados o reprimidos, lo que puede conllevar a 

una respuesta beneficiosa o perjudicial para el huésped (McNab, Mayer-Barber, Sher, 

Wack, & O’Garra, 2015). 

Casi todas las células en el cuerpo pueden producir IFNα, aunque son las 

células dendríticas (DCs) plasmocitoides las que producen grandes cantidades, como 

respuesta a la estimulación de los PRRs, por parte de productos microbianos (Paludan 

& Bowie, 2013). Estos receptores se encuentran en la superficie celular, en el citosol o 

en endosomas, y reconocen ácidos nucleicos extraños y ADN propio en el citosol, así 

como un número limitado de PAMPs (McNab et al., 2015). Los PAMPs virales son a 
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menudo características moleculares que no se encuentran en las células huésped, 

como estructuras de ácido nucleico propias de genomas virales, o intermediarios de 

replicación (Iwasaki, 2012). El ADN o ARN viral es reconocido sobre todo en 

compartimentos endosomales o citosólicos por dos clases de PRRs, los receptores tipo 

Toll (TLRs), y los receptores tipo RIG-I (RLRs), respectivamente. Mientras la mayoría de 

las células huésped tienen RLRs citosólicos, los TLRs son expresados por lo regular en 

células inmunes innatas (Schoggins & Rice, 2011). Además, la estimulación de genes 

de IFNα puede ser inducida por la proteína adaptadora STING (Negishi et al., 2012). 

Subtipos de IFNα 

Los 13 subtipos de IFNα, α1, α2, α4, α5, α6, α7, α8, α10, α13, α14, α16, α17, y 

α21, son codificados por los genes IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNA5, IFNA6, IFNA7, IFNA8, 

IFNA10, IFNA13, IFNA14, IFNA16, IFNA17 e IFNA21, respectivamente (Lazear et al., 

2019). Es posible que se hayan desarrollado por conversión y duplicación génica a 

partir de un gen similar a IFNA ancestral (L. Xu, Yang, & Liu, 2013). Todos los subtipos 

de IFNα tienen similitudes en la estructura, como en la falta de intrones o la longitud de 

la proteína (161-167 aminoácidos), y sus secuencias de proteínas están muy 

conservadas (75-99% de identidad de secuencia de aminoácidos) (Hardy, Owczarek, 

Jermiin, Ejdebäck, & Hertzog, 2004). Se unen al mismo receptor de IFNα/β, sin 

embargo, la afinidad de unión a ambas subunidades del receptor difiere entre los 

subtipos (Lavoie et al., 2011). Por ejemplo, la afinidad del IFNα-1 humano por el 

IFNAR2 es mucho menor en comparación con todos los demás subtipos (40–550 veces 

menor) (Lazear et al., 2019).  

La activación de diferentes cascadas de señalización corriente abajo, incluida la 

fosforilación de distintas moléculas STAT y proteína activada por mitógenos (MAP) 
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quinasas, puede ocurrir de una manera específica de subtipo (Cull, Tilbrook, Bartlett, 

Brekalo, & James, 2003). Por lo tanto, existe una creciente evidencia de que las 

diferentes afinidades de unión, las especificidades del tipo de célula, el microambiente, 

la avidez del receptor, el tiempo y el ajuste fino de los eventos de señalización 

posteriores pueden modular la respuesta a los subtipos de IFNα individuales 

(Tomasello, Pollet, Vu Manh, Uzé, & Dalod, 2014). También se ha encontrado que las 

actividades antivirales e inmunomoduladoras son diferentes para cada subtipo en 

distintas infecciones virales (Gibbert et al., 2012; Song et al., 2017; Sutter et al., 2018). 

Señalización y activación de la expresión de IFNα 

Los TLRs que activan la producción de IFNα son TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 y 

TLR9 (A. Park & Iwasaki, 2020). Éstos se encuentran localizados en endosomas, o en 

la superficie celular. Por ejemplo, TLR3 y TLR8 son endosómicos y reconocen ARN de 

doble cadena (ARNbc) derivado de virus o ARN propio derivado de células muertas 

(Rudd et al., 2006), y ARN de cadena sencilla (ARNmc) (A. Park & Iwasaki, 2020), 

respectivamente. Por su parte, TLR4 se expresa en la superficie celular y reconoce una 

variedad de PAMPs bacterianos, patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) 

(Andersson & Tracey, 2011), y glicoproteínas virales (Kurt-Jones et al., 2000). Al unirse 

al ligando, los TLRs reclutan proteínas adaptadoras como la proteína 88 de respuesta 

primaria de diferenciación mieloide (MyD88) y/o el adaptador que contiene el dominio 

Toll/receptor de interleucina-1 (TIR), incluido IFN-β (TRIF) para activar las proteínas IRF 

y otros factores de transcripción. TLR3 y TLR4 inducen la expresión génica de IFNα a 

través de la señalización por TRIF-TANK (Negishi et al., 2012), mientras que TLR8 

estimula la expresión señalizando por MyD88 (A. Park & Iwasaki, 2020). Tras el 

reconocimiento de sus ligandos, TRIF se fosforila y recluta moléculas de señalización 
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downstream como TRAF3, NAP1 y TBK1, lo que resulta en la fosforilación, dimerización 

y translocación nuclear del factor regulador de interferón 3 (IRF3) (figura 1) (Oganesyan 

et al., 2006). Tanto IRF3 como IRF7 son claves en la inducción de IFNα dependiente de 

TLR3 (Negishi et al., 2012). 

Las DCs plasmocitoides (pDCs) son un subconjunto de células mieloides que 

expresan altas cantidades de TLR7 y TLR9, y secretan niveles muy altos de IFNα 

(Colonna, Trinchieri, & Liu, 2004). TLR7 y TLR9 reconocen ARNmc y ADN con 

oligonucleótidos CpG no metilados, respectivamente, para inducir fuertes respuestas de 

IFNα (Kawai & Akira, 2006). La inducción de genes de IFNα activada por TLR7 y TLR9 

es dependiente de MyD88, y reclutan solo IRF7 (figura 1) (Kawai et al., 2004). Para 

estos dos receptores, MyD88 también recluta la proteína adaptadora TRAF6, y la 

quinasa asociada al receptor de interleucina (IRAK) 1 e IRAK4, que son transductores 

de señal requeridos para la inducción del IFNα (Kawai & Akira, 2006). La activación de 

las quinasas IRAK estimulan cascadas de otras quinasas, entre ellas el inhibidor de 

quinasa NF-κB (IKK)α, que es esencial para la activación de IRF7 (Hoshino et al., 2006).  

Las helicasas de ARN, RIG-I, y el gen 5 asociado a la diferenciación de 

melanoma (MDA5), son receptores citosólicos esenciales para la detección de ARN, en 

particular ARN 5′-trifosfato sin capping y ARNbc (Kato et al., 2006). Ambas helicasas 

contienen un dominio helicasa de ARN responsable de la detección de ARN viral, así 

como dos dominios de activación y reclutamiento de caspasa amino-terminales (CARD) 

que activan vías de señalización downstream (Yoneyama et al., 2005). La molécula 

adaptadora que vincula la detección de ARN viral por RIG-I o MDA5 con la señalización 

posterior es la proteína de señalización antiviral mitocondrial (MAVS) (figura 1) (Tamura, 

Yanai, Savitsky, & Taniguchi, 2008). MAVS contiene un dominio CARD amino-terminal 
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que media las interacciones CARD-CARD con los dominios CARD de RIG-I y MDA5 

para transmitir la señalización downstream. MAVS transmite señales de RIG-I y MDA5 a 

la quinasa de unión a TANK 1 (TBK1) e IKKε que fosforilan IRF3 e IRF7 (Sun et al., 

2006). En un inicio, IRF3 e IRF7 residen en formas latentes en el citosol de las células 

no infectadas. Tras la infección por virus, TBK1 activada por RIG-I o MDA5 fosforila 

IRF3, lo que bloquea la autoinhibición y permite la translocación nuclear de IRF3 y la 

interacción con su coactivador CBP (Tamura et al., 2008). Luego, CBP facilita la 

fosforilación de Ser385 o Ser386, lo que permite la dimerización de IRF3 (Panne, 

McWhirter, Maniatis, & Harrison, 2007). Se presume que ocurre un mecanismo similar 

que involucra a IRF7. Como resultado, se forma en el núcleo un holocomplejo que 

contiene IRF3 e IRF7 dimerizados, ya sea como homodímero o heterodímero, y 

coactivadores como CBP o p300. Este holocomplejo se une a las secuencias de ADN 

de elementos de respuesta sensibles a IFN (ISRE) diana dentro de los promotores de 

los genes de IFNα (Honda, Takaoka, & Taniguchi, 2006).  

El ADN de doble cadena (ADNdc) también puede activar la expresión de IFNα, a 

través de los receptores cGAS, IFI16, DDX41 y DAI. La proteína adaptadora del 

estimulador de genes IFN (STING) en la membrana del retículo endoplásmico envía 

señales downstream de estos receptores, y proporciona un andamio para el 

reclutamiento de TBK1, que fosforila IRF3 que conduce a la activación de la expresión 

del gen de IFNα (figura 1) (Negishi et al., 2018). 

El IFNα se une a un receptor transmembrana heterodimérico compuesto de las 

subunidades IFNAR1 e IFNAR2 (figura 1). Esta unión activa las proteínas JAK1 y TYK2, 

que fosforilan los transductores de señal y activadores de transcripción 1 y 2 (STAT1 y 

STAT2) citosólicos, llevando a la dimerización, translocación nuclear y unión de estas 
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moléculas a IRF9 para formar el complejo factor ISG 3 (ISGF3) (McNab et al., 2015). 

Este complejo se une a los elementos de respuesta estimulados por IFN en los 

promotores de ISG para activar la transcripción de ISG (Ivashkiv & Donlin, 2014). De 

esta manera, el IFNα induce la expresión de más de 300 ISGs, incluso podrían superar 

el millar, que provocan a su vez un estado celular antiviral (Schoggins, 2019). La 

señalización a través de STAT puede realizarse con vías asociadas a otras citoquinas, 

incluyendo STAT3, STAT4, STAT5A y STAT5B. Las vías fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), 

diana de rapamicina de mamífero, y la quinasa activada por mitógenos múltiples 

(MAPK) pueden activarse corriente debajo de IFNAR (McNab et al., 2015). La 

diversidad de las vías de señalización podría en parte explicar los amplios efectos 

mediados por IFNα, ya que permite la transcripción de un rango extenso de genes 

aparte de aquellos dedicados a la restricción viral (Ivashkiv & Donlin, 2014). Resulta 

notable que alrededor el 10% de los genes en el genoma humano tienen el potencial 

para ser regulados por IFNs (Schoggins, 2019). Entre ellos se incluyen genes que 

codifican citoquinas y quimiocinas, efectores antibacteriales, moléculas pro-apoptóticas 

y anti-apoptóticas, y moléculas involucradas en procesos metabólicos (Rauch, Müller, & 

Decker, 2013). 
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Figura 1 

Rutas de inducción de IFNs tipo I y señalización del receptor. 

 

Nota. Fuente: McNab et al. (2015). 

Actividad antiviral del IFNα 

Dentro de los productos generados por los ISGs se han identificado varias 

proteínas que cumplen un rol importante en la supresión de la propagación viral. Por 

ejemplo, la 2-5 sintetasa dependiente de ARN de doble cadena (ARNbc) cataliza la 

formación de un oligonucleótido inusual, ppp (A2’ p) nA (2-5A), necesario para activar 

una endonucleasa latente, la RNasa L, que degrada ARN mensajeros (ARNm) virales 

(Zhou, Hassel, & Silverman, 1993) requeridos para la replicación citoplasmática de virus 

de ARN pequeños (Picornaviridae) como el virus de encefalomiocarditis murina (EMCV) 

y virus Mengo (R. Kumar, Choubey, Lengyel, & Sen, 1988). Una segunda proteína 

antiviral importante inducida por IFNα, es una quinasa dependiente de ARNbc conocida 

como PKR, que fosforila e inactiva el factor de iniciación de péptidos eIF2 involucrado 
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en la transcripción poliribosomal de ARNm virales (Staeheli, 1990). La replicación de 

reovirus y rhabdovirus, como el virus de estomatitis vesicular (VSV), son en particular 

afectados, aunque el mecanismo antiviral de PKR también es activado en células 

infectadas con EMCV (Meager, 2002). Otra familia de ISGs que influyen en la 

transcripción son las proteínas p56 y p54, que inhiben la síntesis de proteínas al 

bloquear la acción del factor de iniciación de transcripción EIF3 (Sarkar & Sen, 2004). 

Ambas moléculas se unen a diferentes subunidades de EIF3 y bloquean algunas de sus 

diversas funciones. La transcripción de ARNm del virus de la hepatitis C (HCV) es 

inhibida con más fuerza por p56 que por ARNm celulares, porque su iniciación es 

mediada por el sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), y no mediada por CAP, de 

manera que inhibe de manera selectiva la síntesis proteica (C. Wang et al., 2003).  

Las proteínas Mx, otra familia de ISGs, son GTPasas grandes (~80 kDa) de la 

superfamilia de las dinaminas que se auto ensamblan y se unen a nucleocápsides 

virales. Esto interfiere con el tránsito y actividad de polimerasas virales, inhibiendo 

entonces la replicación de varios virus de ARN incluyendo los virus de la influenza y del 

sarampión (Haller, Staeheli, & Kochs, 2007). MXA, homólogo humano del Mx1 murino, 

es una proteína citoplasmática que se asocia con membranas intracelulares (Borden et 

al., 2007).  

El gen ISG15 codifica una proteína similar a ubiquitina de 15 kDa que modifica 

más de 100 proteínas a través de un proceso conocido como ISG-lación (ISGylation) 

(Andersen & Hassel, 2006). ISG15 inhibe la liberación del virus de inmunodeficiencia 

humana tipo 1 (HIV-1) de las células, mimetizando el efecto de IFN (Okumura, Lu, 

Pitha-Rowe, & Pitha, 2006) en infecciones por virus influenza, herpes y Sindbis 

(Lenschow et al., 2007). El mecanismo antiviral de ISG15 in vivo es desconocido, pero 
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podría relacionarse con la actividad de las siguientes moléculas: proteína 1 de unión a 

guanilato (GBP1), una 3’-5’ exonucleasa codificada por ISG20, proteína de leucemia 

promielocítica (PML), adenosina deaminasa (ADAR1), proteína asociada al retículo 

endoplásmico Viperina (cig5) que puede inhibir citomegalovirus humanos, sintasa de 

óxido nítrico inducible (iNOS), y nucleoporinas Nup98 y Nup96 (Andersen & Hassel, 

2006). 

Muchas proteínas en las vías de señalización de IFN son los propios ISGs, 

proveyendo así un bucle autocrino que amplifica la respuesta de IFN. Ejemplos de éstas 

son IRF7, RIG-1, MDA5 y STAT1. Dado que la funcionalidad de ISG con altos niveles 

de inducción transcripcional todavía no están caracterizados por completo, algunos 

podrían resultar ser mediadores críticos de acciones antivirales y de otro tipo (Samuel, 

2001). Debido a que todos los efectos biológicos de los IFN están mediados por la 

acción de los ISG, aún resta comprender cómo las funciones de los productos 

proteínicos de éstos podrían conducir a un antiviral más eficaz (Borden et al., 2007). 

Actividad antiproliferativa del IFNα 

Más allá de participar en el estado antiviral, los sistemas “2-5A sintetasa – 

Rnasa L” y “PKR – eIF2” también están involucrados en la proliferación celular (Tan & 

Katze, 1999). Los niveles de 2-5A sintetasa se han encontrado elevados en células con 

crecimiento interrumpido, sugiriendo su participación en la regulación de la proliferación 

(Lengyel, 1993). Por otro lado, debido a que PKR puede ser activada por mediadores 

distintos del ARN de doble cadena, se ha implicado en acciones antiproliferativas y 

apoptóticas inducidas por IFN (Tan & Katze, 1999). También se ha reportado que los 

interferones de tipo I inhiben la quinasa dependiente de ciclina CDK-2, que media la 

fosforilación de la proteína retinoblastoma (rb), con lo que contribuye a la actividad 
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antiproliferativa (Qin, Runkel, Deck, DeDios, & Barsoum, 1997). Una serie de otros 

mecanismos inducidos por IFN, incluyendo el incremento de la rigidez celular, 

disminución de la expresión de metabolitos esenciales, y supresión de oncogenes, 

pueden contribuir a la actividad antiproliferativa de IFN (Meager, 2002).  

Se conoce que el IFNα afecta también diferentes fases del ciclo mitótico en 

distintos sistemas celulares, siendo el efecto más común el arresto en G1 (Roos, 

Leanderson, & Lundgren, 1984). Las células eucarióticas son dependientes de la 

formación secuencial y activación de una serie de proteínas quinasas serina/treonina 

que comprenden el componente regulador ciclina y un componente catalítico conocido 

como quinasa dependiente de ciclina (Cdk) (Grandér, Sangfelt, & Erickson, 1997). El 

IFNα regula en positivo a inhibidores de Cdk, llevando a la reducción de su actividad 

quinasa y resultando en el arresto en G1, en etapas tempranas del tratamiento 

(Matsuoka, Tani, & Asano, 1998). Existen otras rutas de inactivación que conllevan al 

arresto en G1, e incluso se ha observado que IFNα puede provocar arresto en G0 

(Bekisz, Baron, Balinsky, Morrow, & Zoon, 2010). 

IFNα en la inmunidad innata y adaptativa 

El IFNα constituye un puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa 

(Ri et al., 2020), por su capacidad para promover la apoptosis dependiente de caspasa 

en ciertos tipos de cáncer, por tener efectos anti-angiogénicos en la vascularización 

tumoral, aumenta la citotoxicidad y supervivencia de las células natural killer (NK), 

inducir la generación y supervivencia de linfocitos T citotóxicos y células T CD8 de 

memoria, y promover la maduración de células dendríticas (Conlon et al., 2019). Para 

las pDCs, principales productoras de IFNα, la molécula actúa como un factor de 

supervivencia autocrino, aunque no estimula su diferenciación en células dendríticas 
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(Asselin-Paturel et al., 2001). Por el contrario, se ha demostrado que el IFNα promueve 

que los monocitos de sangre periférica se diferencien en DCs con un aumento en su 

capacidad estimuladora de células T (Paquette et al., 1998). Además, estas DCs 

inducen una potente respuesta de anticuerpos primarios (Santini et al., 2000). Adicional 

a esto, las DCs que son tratadas con IFNα expresan niveles mayores de MHC de clase I 

y clase II, CD83, CD40, CD80, CD86, y tienen una mayor habilidad para estimular la 

proliferación de células (Luft et al., 1998). Esto puede explicarse por el hecho de que las 

DCs con maduración estimulada por IFNα tienen una mayor expresión del receptor de la 

quimiocina CCR7, la cual es necesaria para la entrada de DCs en los nódulos linfáticos, 

que a su vez es requisito para la iniciación de las respuestas de células T (Gunn et al., 

1999).  

Rol del IFNα en la inmunidad mucosal 

Las superficies mucosas, que pueden superar los 300 m2 en humanos, son en 

particular vulnerables a infecciones (McGhee & Fujihashi, 2012). Por tanto, los 

mamíferos superiores han desarrollado un sistema inmune mucoso para protegerse de 

los elementos tóxicos que ingresan al cuerpo a través de las membranas mucosas 

(O’Hara & Shanahan, 2006). Puede verse como una simple capa de epitelio cubierto por 

mucus y proteínas antimicrobianas que se refuerza con varios aspectos de la inmunidad 

innata y adaptativa (Nicholson et al., 2012). El sistema inmunológico de la mucosa (MIS) 

puede ser dividido en sitios inductores y efectores basados en sus propiedades 

anatómicas y funcionales. Los sitios inductores de la mucosa son en colectivo llamados 

tejido linfoide asociado a mucosa (MALT) e incluye los tejidos linfoides asociados al 

intestino (GALT), tejido linfoide asociado a la nasofaringe (NALT) y sitios linfoides. 

MALT provee una fuente continua de células B de memoria y células T que luego se 
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movilizan a los sitios efectores (Fujihashi, Boyaka, & McGhee, 2008). Los sitios 

efectores mucosos incluyen las regiones de lámina propia de los tractos gastrointestinal, 

respiratorio superior y reproductivo, así como tejidos glandulares secretores. Estos sitios 

contienen células efectoras antígeno-específicas como células plasmáticas productoras 

de IgA, células B de memoria y células T (Brandtzaeg, 2007). 

Al producirse una infección, la consecuencia más importante es la respuesta 

inflamatoria. La liberación de citoquinas y quimiocinas es clave para la inducción de una 

respuesta inmune adaptativa. Los mediadores inflamatorios estimulan la maduración de 

células dendríticas y otras células presentadoras de antígenos, para que expresen las 

moléculas co-estimuladoras que proporcionan las señales adicionales para la activación 

y expansión de linfocitos näive (Janeway, Travers, Walport, & Shlomchik, 2001). 

Durante una infección viral, la barrera mucosa constituye la primera línea de defensa 

(Kudo et al., 2019). Si el virus logra sobrepasar esta barrera, las células epiteliales de la 

mucosa producen citoquinas pro-inflamatorias, IFN de tipo I y péptidos antimicrobianos 

como las defensinas (Wira, Patel, Ghosh, Mukura, & Fahey, 2011). Los macrófagos 

residentes en el tejido, DCs y las células γδ T propias del tejido mucoso y epitelial, 

también reconocen de inmediato luego de la infección inicial los PAMPs virales a través 

de RIG-I y TLR7 (Kudo et al., 2019), y secretan IFNα y otras citoquinas antivirales 

(Iwasaki, 2010) para activar ISGs y bloquear la propagación del virus (Iwasaki & Pillai, 

2014). Las DCs tienen la capacidad para vincular la detección innata de virus con la 

generación de respuestas inmunes adaptativas (Kumamoto & Iwasaki, 2012). 

Los IFN de tipo I son capaces de producir una respuesta antiviral a través de la 

activación de ISG3 (Durbin et al., 2013). Para infecciones sistémicas es requerida una 

respuesta funcional de IFN de tipo I, ya que sus receptores son expresados en la 
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mayoría de las células (García-Sastre et al., 1998). Adicional a las propiedades 

antivirales, los IFN de tipo I juegan un papel importante en la organización de la 

respuesta inmune adaptativa contra una infección viral. Esto sucede de forma indirecta 

con la regulación en la síntesis de citoquinas y quimiocinas, y a través de una acción 

directa en las células NK, dendríticas y linfocitos (Durbin et al., 2013). Estos IFNs 

incrementan la habilidad de las células dendríticas para presentar antígenos (Mattei, 

Schiavoni, Belardelli, & Tough, 2001), y han demostrado ser importantes en la 

presentación cruzada de células T y en la producción de anticuerpos específicos (Bon et 

al., 2003). Estos efectos en las células inmunes son mediados por la activación de 

STAT1, 3, 4 y 5, con diferentes respuestas, dependientes de los niveles relativos de 

cada proteína STAT (Gil et al., 2012). Más allá de la inhibición directa de la replicación 

viral por ISGs, un segundo nivel de acción de IFN aumenta las respuestas inmunes 

adaptativa y adquirida. La alerta temprana de la presencia de un patógeno la 

proporcionan las células dendríticas asociadas al tejido y las células dendríticas 

circulantes, un tipo de las cuales, la célula dendrítica plasmocitoide, es la célula 

productora de IFN de tipo I circulante (Borden et al., 2007).  

En condiciones normales, bajos niveles de IFNα son secretados por las células 

dendríticas de la lámina propia y otros fagocitos. En respuesta a un ataque microbiano o 

lesión de tejido, la producción de IFNα por estas células aumenta, lo que a su vez actúa 

sobre las células T para suprimir la diferenciación celular de Th17 mientras se 

promueve la expansión de las células T regulatorias, limitando la inflamación. El IFNα 

también inhibe la producción de citocinas proinflamatorias, y actúa sobre las células 

epiteliales intestinales para restringir la proliferación y favorecer su diferenciación para 

establecer la integridad de la barrera (Kotredes, Thomas, & Gamero, 2017). Aparte de la 
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activación del TLR en las células en los lugares de invasión o replicación del patógeno, 

ocurre la presentación de fragmentos de péptidos derivados del agente microbiano, 

unidos a moléculas de superficie del complejo mayor de histocompatibilidad de 

superficie (MHC) clase II, a través de las células dendríticas (W. Zhao, Cha, Lee, Park, 

& Schindler, 2007). Las células infectadas que muestran fragmentos de péptidos 

asociados con el MHC-I en su superficie son reconocidas y eliminadas por las células T 

CD8+, suprimiendo así el virus. Los IFNs de tipo I pueden aumentar de forma notable la 

presentación del antígeno dependiente del MHC de clase I (Borden et al., 2007). Otros 

ISGs involucrados en el procesamiento de antígenos incluyen los componentes de 

permeabilización de la membrana lisosomal (LMP) de los proteasomas y 

transportadores para el procesamiento de antígenos (TAP), que transportan péptidos al 

retículo endoplásmico para cargarlos en proteínas nacientes de MHC-I (Groothuis & 

Neefjes, 2006). El IFNα también fomentan la acumulación de leucocitos en los sitios de 

invasión de patógenos, al promover la expresión de moléculas de adhesión vascular, 

incluida la molécula de adhesión intracelular 1 (ICAM1), junto con citoquinas como 

TNFα e IL1β (Borden et al., 2007). 

Uso clínico del IFNα 

Hasta la fecha solo el subtipo IFNα-2 es utilizado en el tratamiento clínico contra 

infecciones virales crónicas (Sutter et al., 2018). Este subtipo cuenta con tres isoformas 

producidas a través de la tecnología de ADN recombinante: IFNα-2a, IFNα-2b, e IFNα-

2c (Conlon et al., 2019). El IFNα-2b recombinante es un polipéptido de 165 residuos 

aminoacídicos, que difiere del IFNα-2a y del IFNα-2c en un solo aminoácido: en la 

posición 23 el IFNα-2b contiene arginina en lugar de la lisina del IFNα-2a, mientras que 
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en la posición 34 contiene histidina en lugar de la arginina del IFNα-2c (Lewczuk et al., 

2019).  

El IFNα, PEG-IFNα-2a y PEG-IFNα-2b están aprobados como tratamiento de 

hepatitis B y hepatitis C crónicas (α-2b en combinación con ribavirina), y el IFNα como 

tratamiento adyuvante para pacientes con melanoma de alto riesgo en estadio III o IV 

resecado por completo, como tratamiento de primera línea para pacientes con 

carcinoma renal metastásico (α-2a y α-2b en combinación con bevacizumab), sarcoma 

de Kaposi relacionado con el SIDA (α-2b), linfoma folicular (α-2b), HCL (α-2a, α-2b), 

leucemia mielógena crónica con cromosoma Filadelfia positivo (α-2a), condiloma 

acuminata (α-2b) y cervical neoplasias intraperitoneales (α-2b) (Lewczuk et al., 2019). 

Aún se realizan ensayos clínicos para investigar la utilidad del IFNα en combinación con 

terapias celulares, vacunas contra el cáncer e inhibidores de puntos de control 

inmunitarios, en su mayoría como agentes adyuvantes (Conlon et al., 2019). 

Los efectos adversos más comunes provocados por el IFNα son fiebre, fatiga, 

dolor de cabeza, molestias gastrointestinales, y mialgias, que ocurren en el 80% de los 

pacientes. El IFNα produce aumentos en las enzimas hepáticas, en particular durante la 

administración intravenosa de dosis altas. La trombocitopenia, la leucopenia y la 

neutropenia también son frecuentes, al igual que problemas neuropsiquiátricos, como 

depresión (45%), confusión (10%) y manía (<1%), cambios electroencefalográficos y 

algunos casos de suicidios (Conlon et al., 2019). 

Varios de los efectos secundarios producidos por el IFNα terapéutico, como los 

síntomas similares a la gripe o la depresión, parecen estar relacionados con la 

velocidad a la que se alcanza el pico de concentración sérica de la molécula. Una 

preparación de IFNα con un aumento lento hacia concentraciones pico podría tener 
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menos efectos adversos (Jansen & Bruijne, 2012). La encapsulación de la molécula es 

una alternativa que brinda la posibilidad de que la liberación sea controlada, y así evitar 

un pico de concentración sérica en un período de tiempo corto (Saez et al., 2012). 

Nanopartículas  

El transporte y distribución de medicamentos mediado por nanopartículas (NPs) 

ha atraído la atención de la industria farmacéutica por los beneficios terapéuticos de las 

nanoformulaciones, entre los que se puede detallar la eficacia mejorada, transporte 

dirigido del medicamento, reducción en la cantidad de principio activo y reducción de 

efectos adversos (K. Park, 2014). Esta tecnología se propone obtener formulaciones 

que distribuyan el fármaco de forma selectiva, efectiva, y de manera sostenida en el 

sitio de requerimiento (Dai & Si, 2018).  

El objetivo principal de las nanoformulaciones es afinar el perfil metabólico 

normal de fármacos establecidos mejorando su eficacia de forma significativa, liberación 

sostenida y disminuyendo los efectos adversos. La partícula transportadora del 

medicamento, además de cumplir con estos fines e incrementar la actividad del principio 

activo, reduce la degradación metabólica del fármaco (Sridhar & Ramakrishna, 2013). 

Los sistemas de distribución de fármacos basados en la nanotecnología incluyen 

nanoemulsiones, partículas lipídicas o poliméricas, liposomas, vault de proteínas, 

dendrímeros y micelios (Sharma et al., 2018). En la tabla 1 se resumen las principales 

terapias basadas en nanotecnología que se están desarrollando en la actualidad. 
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Tabla 1 

Terapias en desarrollo basadas en nanotecnología. 

Estrategia Aplicación Referencias 

NPs poliméricas Nanoencapsulación de 

fármacos 

(Bhardwaj et al., 2006; 

Vauthier & Bouchemal, 2009) 

NPs metálicas e 

inorgánicas 

Transporte de fármacos con 

magnetismo 

Inducción de hipertermia en 

tumores 

(Varadan, Chen, & Xie, 2008; 

Kennedy et al., 2011) 

Sistemas auto-

nanoemulsificantes 

Transporte de fármacos 

hidrofóbicos 

(Shah, Bhalodia, & Shelat, 

2010) 

NPs lipídicas Transporte de fármacos 

hidrofóbicos 

(Obeidat, Schwabe, Müller, & 

Keck, 2010; Zhuang et al., 

2010) 

Vault de proteínas 

(ribonucleoproteína) 

Transporte de fármacos y 

vacunas 

(Yu, Ng, Rome, Tolbert, & 

Monbouquette, 2008; 

Champion et al., 2009; 

Kickhoefer et al., 2009) 

Dendrímeros Encapsulación y transporte 

específico de fármacos 

(Gillies & Fréchet, 2005; 

Svenson & Tomalia, 2012) 

Micelios poliméricos 

y polimerosomas 

Encapsulación y transporte 

específico de fármacos 

(Kedar, Phutane, Shidhaye, & 

Kadam, 2010; J. S. Lee & 

Feijen, 2012) 

 

Nota. Tomado de Sharma et al. (2018). 
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Nanopartículas poliméricas 

 

Los sistemas de distribución de fármacos basados en NPs poliméricas tienen las 

ventajas de bajo costo, escalabilidad, liberación dirigida, biodegradabilidad, 

biocompatibilidad, sostenibilidad en la liberación de la droga encapsulada, eficacia 

mejorada y baja toxicidad (Rizeq, Younes, Rasool, & Nasrallah, 2019). Los biopolímeros 

de origen de carbohidratos como el quitosano, alginato, almidón, celulosa, y de origen 

proteínico, como la albúmina, gelatina, colágeno y proteínas de seda tienen ventajas 

adicionales sobre los polímeros sintéticos cuando una estabilidad duradera puede estar 

comprometida (Sridhar & Ramakrishna, 2013). Los nanomateriales biocompatibles con 

una alta área superficial específica son deseables para el transporte de medicamentos 

(Rizeq et al., 2019). Existen polímeros sintéticos que son biocompatibles y menos 

biodegradables respecto a los polímeros naturales, y entre éstos se incluyen polilactidas 

(PLA), poliglicoles (PGA), poli(lactida-co-glicoles) (PLGA), poliortoésteres y 

polianhídridos. Estos sistemas modifican el perfil farmacocinético normal del fármaco 

terapéutico nanoencapsulado y colaboran en su liberación dirigida y sostenida. Además, 

superan la barrera de la administración sistémica, que es la única forma de 

administración para una amplia gama de ingredientes farmacéuticos activos 

(Yokoyama, 2010; Sridhar & Ramakrishna, 2013). 

Los biopolímeros son biocompatibles, biodegradables y no inmunogénicos, 

además que se encuentran disponibles en abundancia en fuentes naturales (S. S. D. 

Kumar, Rajendran, Houreld, & Abrahamse, 2018). En partículas transportadoras de 

fármacos, el principio activo se libera a partir de la destrucción del polímero y su 

remoción de la superficie, donde es absorbido y dispersado (Bhardwaj et al., 2006). Los 

estudios preclínicos han mostrado resultados prometedores, y se están llevando a cabo 
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ensayos clínicos para verificar la seguridad y eficacia de estos sistemas (Sharma et al., 

2018). 

Quitosano (CS) 

El CS es un polisacárido catiónico lineal natural y un polímero hidrofílico 

obtenido por desacetilación alcalina de la quitina, uno de los polisacáridos más 

abundantes en el mundo, no tóxico, biocompatible y compuesta por unidades de d-

glucosamina (desacetiladas) y N-acetil-d-glucosamina (acetiladas) unida a β-(1, 4) 

distribuidas de manera aleatoria (Muxika, Etxabide, Uranga, Guerrero, & de la Caba, 

2017). El CS tiene numerosos grupos funcionales hidroxilo (-OH) y amino (-NH2) que se 

pueden emplear para reaccionar con agentes de reticulación para producir 

entrecruzamiento químico in situ. De acuerdo con su peso molecular, el CS puede 

clasificarse en dos tipos: de bajo peso molecular (LMWC), con un peso de 50-190 kDa; 

y de alto peso molecular (HMWC), con un peso de 310-375 kDa (Patrulea, Ostafe, 

Borchard, & Jordan, 2015).  

Este polímero es biocompatible, ha demostrado no ser tóxico tanto in vitro 

(Wimardani et al., 2012) como in vivo (Ylitalo, Lehtinen, Wuolijoki, Ylitalo, & Lehtimäki, 

2002), y es biodegradable por ciertas enzimas que lo descomponen en oligosacáridos 

no tóxicos que no producen reacciones inflamatorias, lo que hace que sea apropiado 

para uso clínico (Mohebbi et al., 2018). Los materiales basados en CS utilizados en 

aplicación biomédica han tenido éxito como agentes antimicrobianos, transportadores 

con liberación controlada de fármacos, materiales de detección para el monitoreo de 

biomoléculas, apósitos para heridas, anticoagulantes sanguíneos, biomateriales de 

regeneración ósea, y en ingeniería de tejidos (Ramya, Venkatesan, Kim, & Sudha, 

2012). Adicional a esto, derivados y CS-NPs han demostrado tener un rendimiento 
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excelente en oftalmología, odontología, bioimagen, biodetección, y diagnóstico (M. 

Dash, Chiellini, Ottenbrite, & Chiellini, 2011). 

El CS es uno de los polímeros naturales más populares con una amplia 

aplicación en el transporte de fármacos debido a su funcionalidad catiónica y solubilidad 

en medio acuoso (Bellich, D’Agostino, Semeraro, Gamini, & Cesàro, 2016). La 

encapsulación de medicamentos en CS-NPs mejora su absorción y biodisponibildad, así 

como los protege de la degradación enzimática (Senapati, Mahanta, Kumar, & Maiti, 

2018). Las CS-NPs pueden sintetizarse por diversas técnicas: complejación de 

polielectrolitos, gelificación ionotrópica, evaporación de solvente/co-precipitación, 

microemulsificación, coacervación compleja, difusión del solvente de emulsificación 

(Sonaje et al., 2010), y electrospray (Abyadeh et al., 2017). El tamaño, potencial zeta, y 

eficiencia de encapsulación de las CS-NPs dependen de la concentración del polímero, 

pH del medio y concentración del producto a encapsular (Dounighi, 2018).  

Síntesis de nanopartículas mediante electrospray 

Las técnicas electrohidrodinámicas (EHD) son procedimientos que utilizan 

fuerzas electrostáticas como fuerza conductora para fabricar fibras o partículas de 

diferentes formas con tamaños nanométricos a micrométricos, a través de un chorro de 

fluido con carga eléctrica. El tamaño, morfología y composición de las estructuras 

pueden modularse a partir de los parámetros del proceso y del material con el que se 

esté trabajando, y por ello, se puede personalizar el perfil de liberación de un principio 

activo encapsulado (Zamani, Prabhakaran, & Ramakrishna, 2013).  

La técnica de electrospray, también conocida como pulverización 

electrodinámica o electropulverización, es una técnica basada en la atomización de 
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líquidos, capaz de producir diminutas gotas de tamaño submicrómico mediante la 

acción de un campo eléctrico (Khan, Nazir, & Maan, 2017). El electrospray también 

puede utilizarse para producir partículas poliméricas finas, que se utilizan para 

aplicaciones biomédicas, en particular para el encapsulamiento de medicamentos 

(Jiamian Wang et al., 2019). Dentro de la clasificación de los métodos de síntesis de 

NPs top down y bottom up, la técnica electrospray pertenece a la categoría top down, 

en la que partículas grandes son desglosadas en NPs al aplicar una diferencia de carga 

potencial (Sridhar & Ramakrishna, 2013). 

En la configuración estándar del electrospray, un líquido conductor es inyectado 

de forma lenta a través de un capilar por una bomba de jeringa. Un potencial eléctrico 

es aplicado al capilar para introducir carga en la superficie del líquido. Esta carga 

genera una tensión eléctrica que causa que el líquido se separe de la aguja (Jiamian 

Wang et al., 2019). Cuando el potencial eléctrico aumenta hasta varios kilovoltios, el 

menisco del líquido en la abertura del capilar adopta una forma cónica, conocida como 

cono de Taylor. En el ápice del cono, donde la carga está muy concentrada, se observa 

un chorro líquido con una alta densidad de carga. Se forman partículas monodispersas 

cuando el chorro se rompe en partículas finas debido a la repulsión coulómbica de las 

cargas (Loscertales et al., 2002). Las gotas de tamaño micrométrico que se forman en 

un inicio contienen el solvente y el soluto no volátil, y las NPs se producen cuando el 

solvente se evapora del aerosol de gran área superficial (Y. Wu, Duong, James, & E., 

2012). 

Se pueden realizar otras configuraciones de electrospray, tales como la coaxial, 

donde dos líquidos son alimentados a través de una aguja interna y otra externa, 

respectivamente. Esta configuración se usa para producir NPs estructuradas. Por otro 
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lado, como la tasa de flujo en un proceso sencillo de electrospray es bajo (µl/h o ml/h), 

se han desarrollado configuraciones múltiples con el fin de escalar la producción (Deng, 

Klemic, Li, Reed, & Gomez, 2006). En este caso, el capilar simple es reemplazado por 

un multi-inyector (Y. Wu et al., 2012). En la figura 2 se muestra un esquema de las tres 

configuraciones mencionadas. 

Figura 2 

Configuraciones de la técnica de electrospray.  

Nota. (a) Sencilla, (b) Coaxial, (c) Múltiple. Fuente: Y. Wu et al. (2012). 

La formación del cono tiene una dependencia directa del flujo y voltaje aplicados. 

Los parámetros de trabajo varían de acuerdo con el polímero y la concentración que se 

utilice, de manera que a valores de flujo fuera de un rango específico (que depende del 

polímero y su concentración), el menisco se torna inestable y caen gotas en el colector 

de manera. Asimismo, como se observa en la figura 3, un voltaje bajo es insuficiente 

para generar el cono, formándose gotas que se depositan en el colector. A medida que 

se incrementa el voltaje, el cono se empieza a formar, hasta producirse varios chorros. 

Si se aplica un voltaje superior, los chorros se desestabilizan y las partículas no se 

forman (Y. Wu et al., 2012). 
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Figura 3 

Influencia del voltaje aplicado en la formación del cono de Taylor. 

 

Nota. Fuente: Y. Wu et al. (2012). 

El tamaño y la morfología de las partículas pulverizadas con electricidad pueden 

controlarse en cierta medida por los factores relacionados con las soluciones de 

polímeros (por ejemplo, la concentración, la viscosidad de corte) (M. K. Kim et al., 

2015), el peso molecular del polímero, el disolvente (J. Lu, Hou, Yang, & Tang, 2015), y 

el proceso de pulverización eléctrica (por ejemplo, el caudal, la diferencia de potencial 

eléctrico, la distancia entre la punta de la aguja y el colector) (Smeets, Clasen, & den 

Mooter, 2017).  

En comparación con otros métodos convencionales, el electrospray tiene varias 

ventajas en lo que respecta a la producción de partículas poliméricas cargadas con un 

principio activo para aplicaciones biomédicas. En primer lugar, el proceso puede 

realizarse en condiciones ambientales (temperatura y presión) lo que resulta beneficioso 

para biomoléculas sensibles e incluso para células vivas (Jiamian Wang et al., 2019). 

En segundo lugar, la eficacia de encapsulación puede maximizarse debido a la 

ausencia de un medio externo que permita la disolución o migración de las cargas 
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solubles en agua (Sosnik, 2014). Tercero, puede proporcionar de manera reproducible 

nano y micropartículas cargadas con fármacos (desde 5 nm hasta 100 μm) con una 

distribución de tamaño estrecha (D. R. Chen & Pui, 1997). En cuarto lugar, la repulsión 

Coulómbica entre las gotas con carga eléctrica provoca una auto-dispersión sin 

coalescencia de las partículas (Y. Xu & Hanna, 2006); y quinto, se pueden obtener 

diferentes estructuras a través del ajuste de los factores de solución y parámetros de 

procesamiento, como microesferas huecas, nanocopas, partículas porosas, 

micropartículas en forma de célula, microesferas de núcleo/capas múltiples y partículas 

Janus (Jiamian Wang et al., 2019).  

Esta técnica se ha utilizado para la síntesis de partículas portadoras de varios 

componentes bioactivos, entre los que se incluyen células (bio-electrospraying, BES), 

genes, factores de transcripción, enzimas y otras proteínas. Estos transportadores 

pueden aplicarse para transporte y liberación de fármacos, como agentes de contraste 

en imágenes biomédicas diagnósticas y terapéuticas, como recubrimiento de implantes, 

y en ingeniería de tejidos (Jiamian Wang et al., 2019). La técnica, aunque no realiza una 

modificación biológica o química compleja, sí que implica una delicada ingeniería y 

manipulación de materiales (Naqvi et al., 2016). Desde una perspectiva técnica, es un 

enfoque rápido y de un solo paso para preparar portadores para uso biomédico. Sin 

embargo, el escalamiento de este proceso requiere mucha investigación. Para 

aumentar la eficiencia de la preparación, se creó un novedoso proceso de preparación 

utilizando un aparato sin aguja con dos placas de vidrio paralelas con espacios 

estrechos entre ellas (0,35 mm) como microcanales para el líquido de pulverización 

electrostática. El borde de la placa a la salida de los canales estaba afilado y ranurado 

para ayudar al flujo del fluido. Se formaron múltiples chorros de pulverización después 
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de la aplicación del potencial eléctrico, lo que dio como resultado una tasa de 

producción muy alta (Jordahl, Ramcharan, Gregory, & Lahann, 2017). En otro trabajo, 

se describió un dispositivo emisor multiporoso similar a una flauta para sustituir a los 

capilares de pulverización convencionales para la producción a gran escala (C. Zhang 

et al., 2015). En BES, se logró diseñar una hilera de agujeros múltiples personalizada 

que podía producir chorros continuos y estables con una eficiencia entre cinco y siete 

veces mayor sin afectar a la morfología, la viabilidad y la proliferación de las células 

endoteliales vasculares umbilicales humanas (T. Zhang et al., 2016). Los disolventes 

orgánicos utilizados durante la pulverización eléctrica representan una limitación de esta 

técnica, pues pueden dañar la bioactividad de los genes, las enzimas y la vitalidad de 

las células. Una alternativa para reducir la toxicidad que pueda comprometer la 

integridad biológica es el “electrospraying verde”, que consiste en el uso de disolventes 

benignos y acuosos, así como polímeros que se disuelvan en los mismos (Agarwal & 

Greiner, 2011). 

Caracterización fisica de nanopartículas 

Las diferencias entre el comportamiento fisicoquímico de la materia prima 

macroscópica y las NPs fabricadas con estos elementos pueden ser muy grandes, y a 

veces, inesperadas, por lo que no es posible predecir las características y 

comportamientos de los nanomateriales en ambientes controlados, mucho menos en 

sistemas biológicos; por esta razón la aplicación biomédica de las NPs materiales debe 

ser acompañada por una cuidadosa caracterización. Estas diferencias a menudo se 

atribuyen a fenómenos frecuentes que ocurren cuando los materiales se vuelven 

nanométricos, como la alta relación de área superficial a masa, o los efectos de 

confinamiento cuántico o físico (Brown et al., 2010). También se ha vuelto evidente que 
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las características a nanoescala y el material particulado pueden tener un efecto 

dramático en los sistemas fisiológicos. Se ha demostrado que la adsorción de proteínas 

(Jiang, Jiang, Jin, Wang, & Dong, 2005) y las funciones celulares (adhesión, 

diferenciación, crecimiento, motilidad y morbilidad) (Yim et al., 2005) se alteran de 

manera significativa por la presencia de asperezas a nanoescala y dominios químicos 

(Brown et al., 2010).  

Para acelerar la transición de una formulación de laboratorio a un producto 

efectivo en el ámbito clínico, es imperativo emplear tecnologías adecuadas para 

caracterizar la medicina, correlacionar sus efectos y consecuencias biológicas, y 

predecir los resultados terapéuticos en suchorroos clínicos en la etapa temprana del 

desarrollo de productos (Cho et al., 2013), pues la caracterización incompleta de las 

propiedades de un nanosistema antes de los estudios preclínicos es uno de los 

mayores obstáculos que limitan el traslado de los resultados de laboratorio de 

nanomateriales a terapias humanas (Fornaguera & Solans, 2018). 

Distribución de tamaño 

El tamaño de las partículas es el atributo reportado con mayor frecuencia en los 

estudios de NPs; sin embargo, en muchas ocasiones es caracterizado de forma 

insuficiente. Este es un descuido crítico pues la evidencia indica que las interacciones 

biológicas con NPs puede ser dependiente del tamaño (Brown et al., 2010). El perfil de 

deposición de la materia particulada inhalada, la habilidad de las partículas para 

translocar en el cuerpo, la captación celular, y la actividad de la biomolécula adsorbida 

son unas de las pocas interacciones que dependen del tamaño de las partículas 

(Oberdörster, Oberdörster, & Oberdörster, 2005). Para diagnóstico y aplicaciones 

terapéuticas, la farmacocinética de las NPs puede ser influenciada por el tamaño 
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(Perrault, Walkey, Jennings, Fischer, & Chan, 2009). Los sistemas particulados rara vez 

son cien por ciento monodispersos, en particular en entornos biológicos, sino que más 

bien consisten en una población de partículas o agregados, que tienen diferentes clases 

de tamaño. Por esta razón se recomienda determinar la distribución de tamaño en lugar 

de reportar solo valores promedios, así como calcular la homogeneidad de la 

distribución de las formulaciones (Cho et al., 2013), expresada como el índice de 

polidispersidad (PDI), que es un parámetro adimensional calculado a partir de un 

análisis acumulativo de la función de autocorrelación de intensidad medida por la 

técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) (Brown et al., 2010).  

El PDI permite conocer si un conjunto de NPs es homogénea respecto a su 

tamaño. Si el parámetro oscila entre valores de  0.1-0.25, significa que la población es 

monodisperso, mientras que valores mayores a 0.5 indican una amplia distribución de 

tamaño (X. Y. Lu, Wu, Li, & Chen, 2011). Es importante que una formulación sea 

monodispersa, ya que éste es un requerimiento para que el sistema de transporte sea 

considerado seguro, estable y eficiente (Danaei et al., 2018).  

Para la determinación de la distribución de tamaño y PDI en general se utilizan 

dós métodos: DLS y microscopía electrónica. La evaluación por DLS mide el 

movimiento Browniano de las NPs en suspensión y relaciona su velocidad, o coeficiente 

de difusión traslacional, con el tamaño (Cho et al., 2013), en tanto que la microscopía 

electrónica proporciona una evaluación precisa del tamaño y la forma de una 

nanopartícula, aunque requiere a menudo de complejas técnicas de preparación que 

pueden alterar la muestra y crear artefactos (Mahl, Diendorf, Meyer-Zaika, & Epple, 

2011). 
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Carga superficial 

En la caracterización física de las NPs, otro de los parámetros que se debe 

analizar es su carga superficial, pues esta propiedad influye en el estado de 

aglomeración, en la adsorción de iones y biomoléculas en la interfaz de los sistemas 

nanoparticulados, así como en su potencial de captación celular y distribución 

intracelular (Brown et al., 2010). La carga superficial de un sistema particulado se 

reporta como el potencial zeta (Adamson & Gast, 1997), cuantificado en función de la 

velocidad de movimiento de las partículas en un campo eléctrico aplicado. En concreto, 

el potencial zeta es el signo y la magnitud de carga (expresada en mV) que existe entre 

la capa de líquido adsorbida a la superficie de la partícula en movimiento, y el medio 

circundante, y depende de las especies adsorbidas en la superficie y de la fuerza iónica 

de la solución circundante (Brown et al., 2010).  

En general, partículas con potencial zeta mayor que +30 mV o menor que -30 

mV tienen estabilidad coloidal mantenida por repulsión electrostática (Murdock, 

Braydich-Stolle, Schrand, Schlager, & Hussain, 2008). Este parámetro se mide por 

electroforesis láser Doppler (Cho et al., 2013), titulaciones potenciométricas (Brown et 

al., 2010), y DLS (Bondar, Saifullina, Shakhmaeva, Mavlyutova, & Abdullin, 2012). El 

valor del potencial zeta es dependiente del pH, iones contenidos en la suspensión, 

presencia de potenciales adsorbatos y concentración de hidrógeno en el medio (Cho et 

al., 2013).  
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Capítulo 3 

Materiales y métodos 

Diseño experimental 

El objetivo del presente trabajo fue obtener una formulación que permita 

nanoencapsular al interferón alfa 2b recombinante humano (rhIFNα-2b) como principio 

activo, dada su capacidad de activar un estado antiviral celular. Se obtuvo la molécula, 

producida en E. coli, y se verificó su pureza y actividad biológica. Una vez determinadas 

estas dos características, se procedió a la elaboración de una nanoformulación, 

utilizando LMWC como polímero que encapsule al rhIFNα-2b. La nanoencapsulación se 

realizó mediante la técnica de electrospray, optimizando la diferencia de voltaje 

requerida para la obtención de NPs, evaluadas por microscopía electrónica de 

transmisión, de barrido, y de transmisión y barrido. Este análisis determinó la morfología 

y distribución del tamaño de la nanopartícula. Además, se estimó la cinética de 

liberación de la molécula, y su relación con la actividad biológica. 

Producción de rhIFNα-2b en E. coli 

Para la expresión del rhIFNα-2b en E. coli se desarrolló una producción de 2.5 

litros de fermentación. Se utilizó la cepa SHuffle® T7 Express Competent E. coli (Neb, 

EE. UU.) (Arif, Gardner, Rashid, & Akhtar, 2015) transformada con el vector plasmídico 

pET22b(+)-hIFNα-2b (GenScrip, EE.UU.). El gen de interés para la expresión de 

rhIFNα-2b se encontraba en este vector, y el control de la expresión se realizó con el 

promotor T7 inducible por IPTG. El laboratorio de Fisiopatología y Biofármacos 

Recombinantes de la Universidad de Concepción donó la cepa SHuffle T7/rhIFNα-2b 

transformada con el vector plasmídico.  
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Un vial de células de esta cepa fue descongelado, y una muestra se sembró en 

una placa de Agar Luria Bertani (LB) + ampicilina 100 µg/ml, que fue incubada a 30°C 

durante 24 horas (El-Baky, Linjawi, & Redwan, 2015). A continuación, se tomó una 

colonia para sembrarla en un precultivo de medio Terrific Broth (TB) + glicerol 0.4% + 

ampicilina 100 µg/ml, que se incubó durante 20 horas a 30 °C en agitación constante. 

Este precultivo fue utilizado para inocular un volumen más grande del mismo medio, 

que se fermentó a iguales condiciones hasta que la densidad óptica del cultivo alcanzó 

un valor de 0.8-0.9 uDO/ml. La expresión del rhIFNα-2b se indujo añadiendo isopropil-β-

D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 0.4 mM, e incubando durante 6 horas a 30°C en 

agitación constante (Arif et al., 2015). 

Purificación de rhIFNα-2b 

Ruptura de la biomasa 

Una vez concluido el tiempo de inducción, se recuperó la biomasa al centrifugar 

el contenido de los cultivos a 11000 rpm por 30 minutos, pues en esta fracción se 

encontraba el rhIFNα-2b. El sobrenadante fue descartado, y la biomasa se resuspendió 

en buffer Tris/Cl 50 mM + PMSF 0.1 mM pH 7.5, utilizando una relación de un litro de 

buffer por cada 100 g de biomasa. La disrupción celular se realizó por el método de 

homogenización líquida utilizando una prensa francesa (Avestin, Canadá). Se realizaron 

diez pases de la biomasa resuspendida, y luego se centrifugó a 10000 rpm por 25 

minutos. Los 100 ml de fracción soluble fueron recuperados, y la fracción insoluble fue 

resuspendida en igual volumen de agua destilada (El-Baky et al., 2015). 
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Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot 

La visualización de la proteína por SDS-PAGE en las diferentes fracciones 

obtenidas durante el proceso de purificación se realizó en geles de poliacrilamida al 

15% (Katla et al., 2019). Se prepararon las muestras añadiendo buffer de carga con 

beta-mercaptoetanol. La electroforesis se corrió a 120 V durante 10 minutos, y a 150 V 

por 1 hora y 10 minutos. Las bandas de proteínas se visualizaron con azul de 

Coomassie R350 0.1% (w/v), metanol 20% (v/v), ácido acético 10% (v/v) en agua 

destilada durante 30 minutos en agitación constante. A continuación se destiñó con 

solución de destinción (metanol 50% (v/v), ácido acético 10% (v/v) en agua destilada) 

durante 2 horas en agitación constante. Para la observación de las bandas, el gel fue 

revelado en el equipo Odyssey CLx (LI-COR Biosciences, EE. UU.). 

La técnica de Western Blot se aplicó para verificar que la proteína correspondía 

al rhIFNα-2b (Katla et al., 2019). Las bandas del gel, separadas mediante SDS-PAGE, 

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con buffer de transferencia (Tris 

25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.25% (w/v), metanol 20% (v/v) en agua destilada) en la 

cámara de transferencia semi-seca Trans-Blot Turbo, Transfer System (Bio-Rad, EE. 

UU.). La transferencia fue por 30 minutos a 25 V, 300 W, y 260 mA. Después, la 

membrana se incubó durante 2 horas en agitación con 5% leche descremada disuelta 

en TBS 1X), y por una hora con el anticuerpo primario anti-hIFNα (Santa Cruz, EE. UU.) 

por una hora. Una vez realizados tres lavados de 10 minutos cada uno, con solución 

TBS/Tween, se incubó la membrana por una hora con el anticuerpo secundario anti-

mouse 790 nm (Jackson ImmunoResearch, EE. UU) diluido 1/30000. La membrana se 

lavó tres veces por 10 minutos cada una con TBS/Tween, para más adelante revelar la 

membrana en el equipo Odyssey CLx (LI-COR Biosciences, EE. UU.).  
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Ultrafiltración de la fracción soluble 

La fracción soluble resuspendida fue clarificada en tres pasos: prefiltro de fibra 

de vidrio, filtro de 0.45 µm y 0.22 µm. Se diluyó con buffer Tris/Cl 50 mM pH 7.5 hasta 

llegar a 500 ml, y se pasó por un casete (Merck Millipore, EE. UU.) de 100 kDa 

mediante ultrafiltración tangencial, a velocidad media de la bomba.  Después se 

pasaron 2 l de buffer, obteniéndose 2.5 l de filtrado y 50 ml de retenido. Se verificó la 

presencia de la proteína en ambas fracciones por SDS-PAGE, corriendo las muestras 

en un gel de poliacrilamida al 15%. (Kuruganti, Accavitti-Loper, & Walter, 2014)  

Las muestras se prepararon mediante un proceso de precipitación de proteínas 

antes de ser cargadas en el gel (Koontz, 2014).  Se añadieron 0.1 volúmenes de 

deoxicolato de sodio a la muestra, y se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos. 

A continuación se adicionaron 0.1 volúmenes de ácido tricloroacético, y se centrifugó a 

11000 rpm por 15 minutos. Se desechó el sobrenadante, se adicionó 1 volumen de 

acetona fría y se centrifugó a 11000 rpm por 5 minutos. Se descartó el sobrenadante, 

los tubos se dejaron secar por 10 minutos a temperatura ambiente, los pellets fueron 

resuspendidos en agua destilada, y se cargaron en el gel. 

Cromatografía de modo mixto (MMC) 

En el primer paso cromatográfico se eliminaron las proteínas contaminantes 

mediante interacciones hidrofóbicas y aniónicas, utilizando la matriz Capto Adhere 

Impres en lecho empaquetado (GE Healthcare, EE. UU.) (Arif, Mohammed, & Nadeem, 

2018). La columna fue equilibrada a las condiciones iniciales deseadas con buffer de 

equilibrio (Tris-HCl 50 mM pH 8.0). La muestra, clarificada con anterioridad por filtro de 

0.22 µm, fue pasada por la columna de modo mixto una vez. Después se lavó la 
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columna con buffer de equilibrio hasta que la absorbancia retornó a la línea base del 

cromatograma, colectando la fracción no unida a la matriz. A continuación, se lavó con 

buffer de equilibrio + NaCl 300 mM hasta observar el pico de absorbancia y que ésta 

regrese a la línea base del cromatograma, colectando dicha fracción de lavado. Al 

finalizar, se eluyó con buffer citrato 50 mM pH 4.3 + NaCl 200 mM hasta observar el 

pico de absorbancia y que ésta regrese a la línea base del cromatograma, y se colectó 

la fracción eluida.  

     Se comprobó la presencia de la proteína en las fracciones de entrada, no 

unida, de lavado y de elución por SDS-PAGE, corriendo las muestras, preparadas con 

anticipación por precipitación, en un gel de poliacrilamida al 15%.  

Cromatografía de intercambio iónico (IEX) 

El segundo paso cromatográfico consistió en la eliminación de contaminantes 

mediante intercambio catiónico, utilizando la matriz GigaCap S-650S (Sigma-Aldrich, 

EE. UU.) (F. Ahsan, Gardner, Rashid, Towers, & Akhtar, 2018) en lecho empaquetado. 

Se equilibró la matriz pasando buffer de equilibrio (Citrato 50 mM pH 4.3), y la fracción 

eluida de la primera cromatografía fue pasada por la columna una vez. Una vez pasada 

toda la fracción de entrada, se lavó la columna con buffer de equilibrio hasta que la 

absorbancia retornó a la línea base del cromatograma, colectando la fracción no unida a 

la matriz. A continuación, se eluyó con buffer fosfato 160 mM pH 7.0 + NaCl 300 mM 

hasta observar el pico de absorbancia y que ésta regrese a la línea base del 

cromatograma, y se colectó la fracción eluida.  
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      Se comprobó la presencia de la proteína en las fracciones de entrada, de 

lavado y de elución por SDS-PAGE, corriendo las muestras, preparadas con antelación 

por precipitación, en un gel de poliacrilamida al 15%. 

Concentración de la proteína 

Las proteínas presentes en la fracción eluida de la cromatografía de intercambio 

catiónico se concentraron empleando en paralelo dos casetes Minimate TFF OMEGA 

de 5 kDa de tamaño de poro (Musumeci, Leonardi, Bonaccorso, Pignatello, & Puglisi, 

2018). Antes de proceder, los casetes fueron lavados con agua purificada. A 

continuación, se equilibró el casete con buffer fosfato 160 mM pH 7.0 + NaCl 300 mM. 

La muestra, con anterioridad clarificada por filtro de 0.45 µm de PVDF, comenzó a 

pasarse por los casetes a velocidad media. El procedimiento se realizó hasta que el 

volumen inicial se redujo 12.5 veces. 

Cuantificación de la concentración de proteínas totales 

Las proteínas presentes en la fracción correspondiente al segundo pico de 

absorbancia de la cromatografía de exclusión molecular se cuantificaron con el kit 

Pierce Ácido Bicinconínico (BCA) Protein Assay Kit (Thermo Scientific Pierce, EE. UU.) 

de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Olson, 2016). Se realizó una curva de 

calibración de BCA utilizando albúmina de suero bovino (BSA) con un rango de 

concentraciones entre 0.1 y 1.0 mg/mL, además de agua destilada como blanco. Se 

colocaron diluciones ½ y 1/10 de la muestra en una placa de 96 pocillos, que se incubó 

a 37° C durante 30 minutos, luego a temperatura ambiente en oscuridad por 10 minutos. 

La placa se leyó a 562 nm en espectrofotómetro SpectroStar Nano (BMG LABTECH, 
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Alemania). Se determinó la concentración de las muestras a partir de la curva de 

calibración con el software Excel 2019 (Microsoft, EE. UU.). 

Cromatografía de exclusión molecular 

El último paso cromatográfico consistió en retirar de la muestra varios 

componentes no desados en base a su tamaño, utilizando una matriz de exclusión 

molecular. La columna fue equilibrada pasando buffer fosfato 160 mM pH 7.0 + NaCl 

300 mM a 1.5 ml/min, luego se inyectaron 5 ml del concentrado en la columna, y se 

continuó pasando buffer hasta que se observaron dos picos de absorbancia, el segundo 

correspondiente al rhIFNα-2b. La inyección a la columna se realizó cuatro veces para 

completar el pase de los 20 ml de concentrado. Las fracciones correspondientes a 

ambos picos fueron recolectadas en cada ciclo de inyección (Katla et al., 2019). 

     Se comprobó la presencia de la proteína en las fracciones de entrada, del 

primer pico de absorbancia y del segundo pico de absorbancia por SDS-PAGE y 

Western Blot, corriendo las muestras, preparadas con anticipación por precipitación, en 

un gel de poliacrilamida al 15%. 

     Las proteínas presentes en la fracción correspondiente al segundo pico de 

absorbancia de la cromatografía de exclusión molecular se cuantificaron con el kit 

Pierce Ácido Bicinconínico (BCA) Protein Assay Kit (Thermo Scientific Pierce, EE. UU.) 

de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Finalmente, la muestra fue clarificada 

por filtro de 0.22 µm, y se volvió a cuantificar la cantidad de proteínas presentes por el 

método BCA. 
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Determinación de la pureza de rhIFNα-2b 

La pureza de rhIFNα-2b en la fracción eluida de la cromatografía de exclusión 

molecular se determinó por densitometría en gel de SDS-PAGE. Se colocaron 1, 2, 5, 

7.5, 10 y 15 µl de la muestra en microtubos y se llevaron a un volumen de 20 µl con 

agua destilada. El contenido se cargó en un gel de poliacrilamida al 15% y se ejecutó la 

electroforesis. El gel fue escaneado y su imagen fue analizada en el software ImageJ 

(National Institute of Health, EE. UU.). Para determinar el porcentaje de cada proteína 

respecto al total de proteínas se cuantificó el área bajo la curva del pico de intensidad 

de cada banda, en el último carril en el cual la banda correspondiente al rhIFNα-2b no 

llegó al punto de saturación. Para la banda del rhIFNα-2b, el porcentaje de área bajo la 

curva respecto del total fue la pureza de la proteína (Villela et al., 2020). 

Cambio de buffer 

Con el fin de retirar el exceso de sales, se cambió el buffer en el que se 

encontraba la proteína, dializando dos tubos de 15 ml de muestra. Se utilizó membrana 

de diálisis SnakeSkin de 3.5 kDa de tamaño de poro y 16 mm de diámetro (Thermo 

Fisher Scientific, EE. UU.). Dentro de la membrana se vertieron 15 ml de la proteína en 

buffer fosfato 160 mM + NaCl 300 mM, se sellaron ambos extremos de la membrana y 

ésta se ubicó en un vaso de precipitados con un volumen 100 veces mayor de buffer 

PBS 0.5X pH 7.4. El vaso se colocó a 4°C con agitación magnética constante. El buffer 

PBS 0.5X pH 7.4 se cambió cada seis horas tres veces. El contenido dentro de la 

membrana de diálisis fue recuperado 6 horas después del último cambio de medio (F. 

Ahsan et al., 2018).  
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El proceso de diálisis se realizó dos veces para obtener una cantidad suficiente 

para el proceso de estandarización de síntesis de NPs. El volumen dializado se 

esterilizó por filtro de 0.22 µm, y se dispensó en microtubos estériles. La concentración 

de proteínas totales se cuantificó por el método BCA. 

Evaluación de la actividad biológica de rhIFNα-2b 

Evaluación de la actividad antiviral 

Para determinar la actividad antiviral del rhIFNα-2b, se utilizó el método de 

reducción del efecto citopático (CPE) producido por el virus Mengo en células HEp-2 

(carcinoma laríngeo humano, ATCC® CCL-23TM). La comparación de la inhibición del 

CPE entre el rhIFNα-2b y una preparación de referencia estándar (IFNα-2b STD) con 

potencia conocida en unidades internacionales (UI) permitió determinar la potencia del 

rhIFNα-2b (Pestka & Baron, 1981). Se sembraron células HEp-2 en una placa de 96 

pocillos a una concentración inicial de 1.5*105 células/ml (15000 células por pocillo) en 

de medio de crecimiento (DMEM + 5 % SFB), colocando 100 µl por pocillo, y se incubó 

por 24 horas en condiciones de cultivo (37°C, 5% CO2). Finalizado este tiempo, se 

reemplazó el medio en cada pocillo por 100 µl de medio de titulación (DMEM + 2 % (v/v) 

SFB) en los controles de células y controles de virus, y 50 µl de medio de titulación en el 

resto de los pocillos. Luego se añadieron por duplicado 50 µl de las diluciones del 

rhIFNα-2b (10 diluciones 1/5, desde la sexta hasta la decimoquinta) y del IFNα-2b STD 

con una potencia inicial asignada de 12000 unidades internacionales por ml (UI/ml) (10 

diluciones) preparados en medio de titulación en los pocillos respectivos. Se incubó por 

24 horas en condiciones de cultivo. 
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Después de la incubación, se retiró el medio de cada pocillo y a cada uno a 

excepción de los controles de células, se añadieron 100 µl de una dilución de virus 

Mengo con una MOI de 0.5, preparada en medio de titulación. En los controles de 

células se agregaron 100 µl de medio de titulación. Se incubó por 18-20 horas en 

condiciones de cultivo, hasta observar el 100% del efecto citopático en los controles de 

virus y 100% de protección en los controles de células. Al llegar a este punto, se realizó 

una tinción con cristal violeta (cristal violeta al 2% (w/v) en metanol al 20% (v/v)). Al 

finalizar se realizó la lectura de la placa a 590 nm en el espectrofotómetro SpectroStar 

Nano (BMG LABTECH, Alemania).  

Evaluación de la actividad antiproliferativa 

El efecto antiproliferativo dependiente de la dosis del rhIFNα-2b se determinó en 

la línea celular HeLa (ATCC® CCL-2TM) (Jing, Cerveny, Yang, & He, 2004). Las células 

HeLa fueron sembradas en una placa de 96 pocillos a una concentración inicial de 5*104 

células/ml (5000 células por pocillo) en medio DMEM + 10 % SFB, añadiendo 100 µl en 

cada pocillo, y se incubó por 24 horas en condiciones de cultivo. Luego, se añadieron 

100 µl de las diluciones de la muestra preparadas en medio de titulación (DMEM + 1 % 

(v/v) SFB) en los respectivos pocillos (una dilución ¼ de la muestra, y a partir de ésta, 

siete diluciones ½). En los controles de células se agregaron 100 µl de medio de 

titulación. Se incubó por 72 horas en condiciones de cultivo, sin aspirar el medio.  

Al finalizar el período de incubación, se evaluó la viabilidad celular mediante el 

ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Los cristales 

de formazán se solubilizaron con isopropanol, agitando la placa durante 10 minutos a 

100 rpm, que se leyó a 562 nm.  
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Encapsulación de rhIFNα-2b en CS-NPs 

Estandarización de la síntesis de CS-NPs blanco 

Se preparó una solución de LMWC al 1% en ácido acético al 0.5%, agitando 

durante la noche a 600 rpm a temperatura ambiente. Se añadió igual volumen de etanol 

absoluto (EtOH) al polímero (etanol 50% v/v). Esta solución fue homogenizada y dejada 

en reposo hasta que desaparecieron las burbujas (Abyadeh, Aghajani, Mahmoudabad, 

& Amani, 2019). A continuación, se cargó en una jeringa de 10 ml (Nipro Europe Group 

Companies, Bélgica), y ésta se colocó en el equipo de electrospray Professional Lab 

Device (DOXA Microfluidics, España). Se fijó el flujo y se varió la diferencia de voltaje 

hasta observar que el cono de Taylor se formaba de manera correcta. El material 

sintetizado fue recolectado con ayuda de un pincel, del colector plano recubierto con 

papel metálico, y almacenado en un microtubo estéril. El material obtenido fue analizado 

por microscopía electrónica de barrido (SEM) en el Centro de Nanociencia y 

Nanotecnología (CENCINAT) de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE. 

Estandarización de la síntesis de CS-NPs con rhIFNα-2b 

Se preparó una solución que contenía 14 ml de LMWC 1% (w/v) disuelto en 

ácido acético al 0.5% (v/v), 2 ml de rhIFNα-2b en PBS 0.5X, y 9.5 ml de EtOH. Primero 

se homogenizó la proteína con la solución polimérica, antes de añadir el etanol. La 

solución fue homogenizada mediante agitación suave y dejada en reposo hasta que 

desaparecieron las burbujas (Abyadeh et al., 2019). A continuación, se cargó en una 

jeringa de 20 ml (Beckton Dickinson, EE. UU.), y ésta se colocó en el equipo de 

electrospray Professional Lab Device (DOXA Microfluidics, España). Se fijó el flujo y se 

varió la diferencia de voltaje hasta observar que el cono de Taylor se formaba de 
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manera correcta. El material sintetizado fue recolectado con ayuda de un pincel, del 

colector plano recubierto con papel metálico, y almacenado en un microtubo estéril. El 

material obtenido fue analizado por microscopía electrónica de transmisión (TEM), de 

barrido (SEM), y de transmisión y barrido (STEM) en el Centro de Nanociencia y 

Nanotecnología (CENCINAT) de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE. 

Evaluación de los sistemas de liberación de IFNα y su relación con la actividad 

biológica. 

 Se investigó acerca de los sistemas de liberación de IFNα en nanoformulaciones 

reportadas hasta la fecha, y la forma en la que la cinética puede afectar la actividad 

biológica de la molécula. Para este fin, se realizó una búsqueda de reportes de 

investigaciones y artículos de revisión en las bases de datos PubMed, Springer Link y 

ScienceDirect. La información recabada permitió redactar la revisión bibliográfica de 

este apartado. Esta descripción representó una aproximación teórica de la cinética de 

liberación y actividad biológica que podrían manifestar las NPs sintetizadas en la 

presente investigación. 

Análisis estadístico de los ensayos de actividad biológica 

Los resultados de la reducción del CPE se ajustaron a una curva dosis-

respuesta sigmoidea, al graficar el logaritmo de los recíprocos de las diluciones de IFNα 

versus la absorbancia de la tinción. Por ello, se utilizó una regresión logística de cuatro 

parámetros, como indica la sección 5.3. sobre el análisis estadístico de resultados de 

ensayos biológicos de la Farmacopea Europea 6.0, para calcular la concentración 

media máxima efectiva (EC50) observada de las diluciones del rhIFNα-2b y del IFNα-2b 

STD, medida en unidades de laboratorio por ml (UL/ml). Para que el ensayo sea 
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considerado válido, fue necesario verificar que las curvas del IFNα-2b STD e rhIFNα-2b 

eran paralelas, es decir que no existían diferencias significativas entre sus factores de 

pendiente, niveles máximos, y niveles mínimos de respuesta, con un valor p mayor o 

igual a 0.05 (Junzhi Wang et al., 2011). Estos análisis se realizaron en el software 

GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism, EE. UU.). 

La EC50 del rhIFNα-2b, correspondiente a su título o potencia en UI/ml, fue 

calculada a partir de la EC50 en UL/ml, obtenida en la regresión logística, utilizando la 

siguiente ecuación de corrección: 

𝐸𝐶50 𝑟ℎ𝐼𝐹𝑁𝛼2𝑏 (
𝑈𝐼

𝑚𝑙
) =

𝐸𝐶50 𝑟ℎ𝐼𝐹𝑁𝛼2𝑏 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜 (
𝑈𝐿
𝑚𝑙

) 

𝐸𝐶50 𝐼𝐹𝑁𝛼2𝑏 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜 (
𝑈𝐿
𝑚𝑙

)
∗ 𝐸𝐶50 𝑎𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑑𝑜 𝑎𝑙 𝐼𝐹𝑁𝛼2𝑏 𝑆𝑇𝐷 (

𝑈𝐼

𝑚𝑙
) 

tomando en cuenta que el EC50 asignado al IFNα-2b STD tenía un valor de 12000 UI/ml. 

Los porcentajes de viabilidad celular del ensayo antiproliferativo se graficaron 

como el promedio  desviación estándar de cada tratamiento. Primero se verificó que 

los datos obtenidos se ajustaban a una distribución normal realizando una prueba 

Shapiro-Wilk, para luego hacer un ANOVA de doble vía y prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey. Los símbolos empleados para denotar los resultados con 

significancia estadística fueron: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 y ****p<0,0001. Un valor 

p < 0.05 se consideró significativo para los análisis con ANOVA (Jing et al., 2004). Para 

estos análisis se utilizó el software GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism, EE. UU.). 
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Capítulo 4 

Resultados 

Este trabajo estuvo dirigido a la obtención de una formulación de CS-NPs que 

encapsulen al rhIFNα-2b utilizando la técnica de electrospray. Para este fin, fue 

necesario producir y purificar la proteína rhIFNα-2b en células de E. coli transformadas 

con el vector que expresa la citoquina, de acuerdo con los protocolos establecidos en el 

Laboratorio de Biotecnología y Biofármacos de la Universidad de Concepción. Posterior 

a esto, se evaluó la actividad antiviral y antiproliferativa de la molécula obtenida, y se 

procedió a encapsularla en CS-NPs utilizando el método de electrospray. El tamaño y la 

morfología de las partículas obtenidas fueron determinadas por microscopía electrónica 

de barrido (SEM) y de transmisión y barrido (STEM). Por último, se evaluó el transporte 

y captación celular de las NPs, así como la liberación del principio activo reportada en la 

literatura, y el impacto que dicha cinética tiene en su actividad biológica. 

Producción de rhIFNα-2b en E. coli 

El rhIFNα-2b fue expresado en el sistema SHuffle® T7 Express Competent E. 

coli transformada con el vector plasmídico pET22b(+)-hIFNα-2b. Un vial de esta cepa 

fue donado por el Laboratorio de Biotecnología y Biofármacos de la Universidad de 

Concepción. El vial fue descongelado aplicando calor húmedo a 25 °C y agitando con 

suavidad para minimizar la muerte bacteriana debido al estrés térmico. Una muestra fue 

sembrada en agar LB, que se incubó a 30 °C con la finalidad de estimular la salida de 

las células de su fase de latencia. A partir de la placa se obtuvo el inóculo utilizado en la 

fermentación. Se estableció un cultivo total de 2.5 litros en diferentes medios TB, 

incubados a 30 °C en agitación constante durante 160 minutos, tiempo en el cual el 
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crecimiento bacteriano alcanzó los valores de densidad óptica necesarios para iniciar la 

inducción con IPTG de la expresión del rhIFNα-2b (0.8-0.9 uDO/ml) (figura 4). Al 

finalizar las seis horas de inducción, la biomasa de los medios de cultivo fue unificada 

para la purificación del rhIFNα-2b, obteniéndose un total de 13.32 g en peso húmedo. 

Figura 4 

Crecimiento de los cultivos en función del tiempo. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

 El resultado de la fermentación de 2.5 litros a las condiciones establecidas por el 

Laboratorio de Biotecnología y Biofármacos, para la producción de rhIFNα, fueron 13.32 

g en peso húmedo de biomasa, en la cual estaba contenida la proteína expresada. 

Purificación de rhIFNα-2b 

 La molécula producida debió ser recuperada de la biomasa unificada mediante 

un paso de lisis celular, que se complementó con una posterior remoción por 

ultrafiltración de los restos celulares generados en la lisis. Se emplearon varias 
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cromatografías con la finalidad de retirar la mayor cantidad de proteínas contaminantes 

y obtener un rhIFNα-2b de alta pureza, que es imperativa en su uso como agente 

terapéutico. 

Ruptura de la biomasa 

La homogenización líquida por prensa francesa de la biomasa, resuspendida en 

133 ml de agua destilada, se realizó con el objetivo de liberar al rhIFNα-2b que se 

encontraba localizado en el espacio periplasmático de las bacterias. En este proceso se 

obtuvieron dos fracciones: 130 ml de sobrenadante correspondientes a la fracción 

soluble, y el pellet respectivo a la fracción insoluble, que se resuspendió en igual 

volumen de agua destilada. Mediante SDS-PAGE y Western Blot se logró determinar 

que la mayor parte de proteína de interés, correspondiente a la banda de 19 kDa, se 

encontraba en el sobrenadante (figura 5).  

Figura 5  

SDS-PAGE y Western Blot de las fracciones obtenidas en la ruptura celular. 

 

Nota. A. SDS-PAGE. B. Western Blot. Carril 1: PM. Carril 2: Fracción soluble (FS). 

Carril 3: Fracción insoluble (FI). Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 
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Ultrafiltración de la fracción soluble 

El sobrenadante de la ruptura celular, que contenía el rhIFNα-2b, debió ser 

clarificado mediante ultrafiltración tangencial a través de una membrana con tamaño de 

poro de 100 kDa, con la finalidad de remover los restos celulares. Del procedimiento 

resultaron dos fracciones: filtrado y retenido. La SDS-PAGE de estos elementos reveló 

que la citoquina estaba contenida en el filtrado (figura 6), que fue utilizado como 

material de entrada en el siguiente paso de purificación. 

Figura 6 

SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en la ultrafiltración. 

 

Nota. Carril 1: PM. Carril 2: Filtrado (P). Carril 3: Retenido (R). Fuente: Elaborado por 

Carlos Villacís. 

Se consideraron tres pasos de purificación con la finalidad de recuperar el 

rhIFNα-2b con el mayor grado de pureza. El primer paso, de clarificación de la muestra, 

se realizó por cromatografía de modo mixto; la concentración de la proteína 

correspondiente al segundo paso fue efectuada mediante cromatografía de intercambio 
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iónico; y para la purificación final, considerando el tamaño bajo del IFNα, se utilizó una 

cromatografía de exclusión molecular. Esta combinación ha sido establecida en 

estudios previos en base a su rendimiento y su costo-efectividad. 

Cromatografía de modo mixto (MMC) 

En esta cromatografía se emplearon dos modos de captura del rhIFNα-2b: 

interacción hidrofóbica e intercambio aniónico, debido a los dominios hidrofóbicos 

presentes en la proteína, y por su carga eléctrica negativa (punto isoeléctrico de 5.99) 

en las condiciones del filtrado (pH 7.5). El resultado de la purificación fueron dos picos 

de absorbancia: el primero correspondió a las proteínas del lavado, y el segundo, de 

mayor intensidad, consistió en las proteínas recuperadas en la elución. El SDS-PAGE 

mostró que varios contaminantes fueron retirados en el lavado, y en menor proporción 

en el no unido (elementos con baja afinidad a la columna), mientras que en la elución se 

recuperó el rhIFNα-2b, junto con otros componentes no deseados (figura 7A). Cabe 

destacar que la proteína se eluyó al disminuir el pH del medio (4.3), de manera que se 

interrumpió la atracción electrostática entre la columna y la molécula, esta vez con 

carga positiva por efecto del cambio de pH. 
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Figura 7 

Presencia de rhIFNα-2b en las diferentes fracciones obtenidas en las cromatografías. 

  

 

Nota. A. SDS-PAGE de MMC. Carril 1: PM. Carril 2: Elución (E). Carril 3: Lavado (L). 

Carril 4: No unido (NoB). Carril 5: Entrada (In). B. SDS-PAGE de IEX. Carril 1: PM. 

Carril 2: No unido (NoB). Carril 3: Elución (E). Carril 4: Entrada (In).  C. SDS-PAGE 

(izquierda) y Western Blot (derecha) de SEC. Carril 1: PM. Carril 2: Entrada (In). Carril 

3: Primer pico de absorbancia (P1). Carril 4: Segundo pico de absorbancia (P2). Fuente: 

Elaborado por Carlos Villacís. 

Cromatografía de intercambio iónico (IEX) 

En el segundo paso de purificación se utilizó una cromatografía de intercambio 

catiónico, ya que en este punto el rhIFNα-2b tenía carga positiva a consecuencia de la 

elución de la MMC. En este proceso no fue necesario el lavado de la columna, porque 
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una gran parte de los contaminantes fueron retirados con base en su mayor afinidad 

que la molécula purificada, por lo tanto quedaron retenidos en la matriz aún después de 

la elución, de manera que solo se obtuvo la fracción de elución. A través de SDS-PAGE 

se determinó que ciertos contaminantes fueron retirados al tener baja afinidad con la 

columna (no unido), en tanto que la proteína de interés fue recuperada en la elución 

(figura 7B). 

Concentración de la proteína 

La proteína fue concentrada para reducir su volumen, pues la columna de la 

cromatografía de exclusión molecular solo admite una entrada de 5 ml. Este 

procedimiento se realizó filtrando la elución de la IEX a través de una membrana de 5 

kDa, y se obtuvieron dos fracciones: filtrado y retenido. La concentración de proteínas 

totales en el retenido, donde se encontraba el rhIFNα-2b, fue cuantificada mediante el 

método BCA. La figura 8 muestra la curva de calibración, a partir de la cual se obtuvo la 

siguiente ecuación aplicando una regresión lineal:  

𝑦 =  0.0015𝑥 +  0.1471 

donde y fue la absorbancia y la concentración de la proteína en µg/ml correspondió a x, 

con un coeficiente de determinación R2 = 0.9967. 
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Figura 8 

Curva de calibración para el ensayo BCA luego de la concentración. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

Con esta ecuación de regresión se calculó una concentración de proteínas 

totales de 8.55 mg/ml. 

Cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

Se consideró un paso de purificación final que permitió la remoción de varios 

contaminantes, con el fin de obtener un producto de alta pureza. Esta cromatografía 

consistió en separar el rhIFNα-2b de las proteínas no deseadas por su tamaño, 

utilizando una columna de exclusión molecular. Es así como se apreciaron dos picos de 

absorbancia, cuyos contenidos fueron verificados por SDS-PAGE y Western Blot. Este 

análisis mostró que el primer pico correspondió con varios contaminantes, mientras que 

en el segundo pico se encontraba la proteína de interés, junto con otros componentes 

(figura 7C). Los contaminantes fueron descartados, y se procedió a calcular la pureza 
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final de la citoquina, presente en la fracción correspondiente al segundo pico de 

absorbancia. 

Determinación de la pureza de rhIFNα-2b 

Con el objeto de precisar la pureza del rhIFNα-2b producido, se realizó un 

ensayo de densitometría en gel, utilizando la SDS-PAGE para separar las proteínas 

(observadas como bandas), y calcular la intensidad relativa de cada banda respecto a la 

intensidad total. En primer lugar se requería determinar la banda correspondiente al 

rhIFNα-2b que presentaba una intensidad máxima sin sobresaturación, pues una banda 

sobresaturada conllevaría a una lectura errónea de la intensidad, y en consecuencia, 

una valoración imprecisa de la pureza. Para ello se corrió el gel con diferentes 

volúmenes de la muestra que contenía la proteína (figura 9).  

Figura 9 

SDS-PAGE de la proteína purificada a diferentes volúmenes cargados. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

Para la evaluación se utilizó el carril con 5 µl de muestra, a partir del cual se 

determinó una pureza del rhIFNα-2b de 89.14%. A continuación, se volvió a cuantificar 
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la concentración de proteínas por el método BCA, esta vez para calcular la cantidad de 

rhIFNα-2b en lugar del contenido total de proteínas. En la figura 10 se puede apreciar la 

curva de calibración utilizada para calcular la ecuación obtenida por regresión lineal:   

𝑦 =  0.0014𝑥 +  0.2614 

donde y fue la absorbancia y la concentración de la proteína en µg/ml correspondió a x, 

con un coeficiente de determinación R2 = 0.9974. 

Figura 10 

Curva de calibración para el ensayo BCA posterior a la determinación de la pureza. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

A partir de esta ecuación de regresión se calculó una concentración de proteínas 

totales de 912.58 µg/ml. Considerando la pureza del 89.14%, se determinó que la 

concentración de rhIFNα-2b fue de (912.58 µg/ml) * (0.8914) = 813.47 µg/ml. 

El buffer de elución de SEC, en el que se encontraba el rhIFNα-2b, fue 

reemplazado mediante diálisis por buffer PBS 0.5X pH 7.4, para retirar el exceso de 
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sales que podrían interferir en los ensayos posteriores. La molécula fue esterilizada por 

filtración a través de una membrana de 0.22 µm, y su concentración fue cuantificada por 

BCA, a fin de verificar si existió pérdida de material durante la esterilización. La figura 11 

indica la curva de calibración, a partir de la cual se obtuvo la ecuación:   

𝑦 =  0.0014𝑥 +  0.1837 

donde y fue la absorbancia y x fue la concentración de la proteína en µg/ml, con un 

coeficiente de determinación R2 = 0.9951. 

Figura 11 

Curva de calibración para el ensayo BCA luego de la filtración y diálisis. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

Con la ecuación de regresión se calculó una concentración de proteínas totales 

de 787.86 µg/ml. Tomando en cuenta la pureza del 89.14%, se determinó que la 

concentración de rhIFNα-2b fue de (787.86 µg/ml) * (0.8914) = 702.3 µg/ml. Durante los 

procesos de diálisis y esterilización se perdió un 13.67 % de proteína (111.17 µg/ml). 
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A través de los diferentes pasos de purificación, se lograron separar los restos 

celulares y proteínas contaminantes del rhIFNα-2b, obteniéndose un lote con una 

concentración de 702.3 µg/ml y una pureza de 89.14%. 

Evaluación de la actividad biológica de rhIFNα-2b 

Evaluación de la actividad antiviral 

Se cuantificó la reducción del CPE producido por las preparaciones de IFNα en 

células HEp-2 expuestas al virus Mengo con el fin de determinar la actividad antiviral del 

rhIFNα-2b producido. Se prepararon diluciones 1/5 del material de referencia y de la 

muestra, utilizadas en el tratamiento de las células para inducir su estado antiviral. Las 

gráficas del logaritmo de los recíprocos de las diluciones contra las absorbancias se 

ajustaron a curvas dosis-respuesta sigmoideas para ambas preparaciones (figura 12). 

Mediante el análisis logístico de cuatro parámetros se generaron las curvas de 

regresión, y se verificó que la curva del IFNα-2b STD y la del rhIFNα-2b eran paralelas, 

al determinarse que los niveles mínimos y máximos de respuesta, así como el factor de 

pendiente, no eran diferentes en ambas curvas (tabla 2), de manera que el ensayo era 

válido (valor p = 0.4456). 
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Figura 12 

Curvas dosis-respuesta del IFNα-2b STD y del rhIFNα-2b. 
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Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

Tabla 2 

Resumen estadístico de la regresión logística de 4 parámetros. 

Parámetros IFNα-2b STD rhIFNα-2b Análisis global 

(ambas curvas) 

Nivel mínimo de respuesta 0.2884 0.2395 0.2756 

Nivel máximo de respuesta 0.4946 0.4750 0.4779 

Factor de pendiente -1.7750 -0.9683 -1.5770 

EC50 observada (UL/ml) 1537 2.49*107  

R2 0.8912 0.9639 0.9356 

Valor p   0.4456 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 
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La comparación de las respuestas observadas se efectuó mediante el análisis 

de regresión, que determinó el valor de las EC50 observadas para las dos preparaciones 

(tabla 3). Estos títulos, ubicados en el segmento lineal de las curvas, fueron utilizados 

para la cuantificación de la EC50 del rhIFNα-2b. La potencia de la citoquina producida y 

purificada, calculada con el valor obtenido en la regresión, fue de 1.94*108 UI/ml, 

mientras que la actividad específica, determinada considerando la concentración de la 

proteína, fue de (1.94*108 UI/ml) / (0.702 mg/ml) = 2.77*108 UI/mg. 

La actividad antiviral asignada al rhIFNα-2b, cuantificada mediante el ensayo de 

reducción del CPE provocado por virus Mengo en células HEp-2, fue de 1.94*108 UI/ml, 

y su actividad específica fue de 2.77*108 UI/mg, similar a la reportada para el Intron-A 

(2.6*108 UI/mg). 

Evaluación de la actividad antiproliferativa 

Esta actividad del rhIFNα-2b fue estimada como el porcentaje de muerte celular, 

provocada en las células tratadas con la citoquina. Las absorbancias obtenidas en la 

tinción fueron normalizadas para expresarlas como porcentaje de viabilidad celular. Se 

comprobó, con la prueba Shapiro-Wilk, que los datos normalizados de absorbancia se 

ajustaban a una distribución normal. Una vez verificada la normalidad, se realizó un 

ANOVA y una prueba de comparaciones múltiples entre las diferentes concentraciones 

para verificar cuáles disminuían la viabilidad celular de forma significativa. En base a 

estos análisis estadísticos se encontró que tres concentraciones de rhIFNα-2b redujeron 

la viabilidad de las células de la línea HeLa de forma significativa (figura 13): 175.575 

µg/ml, 87.788 µg/ml, y 43.894 µg/ml.  
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Figura 13 

Comparación de la viabilidad celular en cada tratamiento con rhIFNα-2b.  

 

Nota. El símbolo * señala las concentraciones que se diferencian de forma significativa. 

Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

Se calculó un 41.07% de muerte celular a una concentración de 87.788 µg/ml 

(dilución 1/23), de manera que el título antiproliferativo de la muestra, definido como el 

inverso de la dilución a la cual se produjo un 50% de muerte celular, fue de 43.89 µg/ml. 

Selección de parámetros para la síntesis de NPs 

Durante la síntesis de NPs mediante el método de electrospray pueden aparecer 

distintos tipos de chorro a partir del cono de Taylor: estable, goteo, pulsos de solución, y 

menisco ramificado, aunque no todos permiten la obtención de NPs (Abyadeh et al., 

2017). De hecho, la formación de un cono de Taylor y chorro estables es crucial para 

una producción adecuada de partículas. Por esta razón, los parámetros de 
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funcionamiento del equipo para la síntesis de las NPs (blanco y con rhIFNα-2b 

encapsulado) se fijaron en los valores a los cuales se observó, con ayuda de una 

cámara incorporada en el equipo, que el cono de Taylor y el chorro se mantenían 

estables (figura 14). Las configuraciones del equipo utilizadas para la síntesis de CS-

NPs blanco y CS-NPs con rhIFNα-2b encapsulado se indican en la tabla 3.  

Tabla 3 

Configuraciones del equipo utilizadas en la síntesis de NPs. 

Parámetro CS-NPs blanco CS-NPs con rhIFNα-2b 

Flujo de salida del polímero (ml/h) 0.5 0.5 

Diferencia de voltaje en el inyector (kV) 15.72 19.24 

Diferencia de voltaje en el colector (kV) 10.18 23.84 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

El EtOH fue añadido para reducir la conductividad y aumentar la viscosidad de 

las soluciones de CS, volviéndolas más apropiadas para la formación de NPs mediante 

el proceso de electrospray (Sreekumar, Lemke, Moerschbacher, Torres-Giner, & 

Lagaron, 2017). Esta adición conllevó a la dilución de las soluciones poliméricas, de 

manera que la concentración final de CS resultó ser de 0.5% (w/v) en las partículas 

blanco, y de 0.55% (w/v) en las partículas con la molécula encapsulada. 
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Figura 14 

Cono de Taylor formado durante la síntesis de CS-NPs. 

 

Nota. Fuente: Elaborado por Carlos Villacís. 

El producto de la síntesis de NPs por la técnica de electrospray en general es 

seco, a menos que se coloque un recipiente con líquido en el colector para que las 

partículas queden en suspensión. Escogimos la recolección en seco tanto para las CS-

NPs blanco como para las que encapsulaban el rhIFNα-2b, con el objeto de facilitar su 

empaquetamiento, almacenamiento y transporte. Los productos de la síntesis de las 

CS-NPs blanco (figura 15A), y de las CS-NPs con rhIFNα-2b encapsulado (figura 15B) 

se observaron de forma macroscópica en forma deun polvo blanco, que fueron 

recolectados en diferentes microtubos estériles, y empaquetados para su posterior 

observación por microscopía. 
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Figura 15 

Productos de la síntesis de CS-NPs. 

  

Nota. A. CS-NPs blanco. B. CS-NPs con rhIFNα-2b. Fuente: Elaborado por Carlos 

Villacís. 

Análisis de las NPs mediante microscopía electrónica 

 La determinación de la distribución de tamaño y morfología de las CS-NPs con 

rhIFNα-2b encapsulado se realizó por microscopía electrónica de barrido (SEM), y de 

transmisión y barrido (STEM). Estos parámetros deben ser caracterizados porque 

influyen en el transporte y captación celular de las NPs, y por ende, en la eficacia del 

fármaco encapsulado. 

CS-NPs blanco 

La observación de las NPs blanco en SEM utilizando agua destilada tipo 1 como 

solvente reveló que éstas tenían una morfología esférica, y un diámetro máximo de 1 

µm, aunque la mayor parte no superó los 500 nm (figura 16). No se determinó el 

diámetro promedio en base a un número representativo de mediciones, pues solo se 
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necesitaba comprobar que las partículas de CS sintetizadas por electrospray eran 

esféricas y nanométricas. 

Figura 16 

Micrografía SEM de las CS-NPs blanco. 

 

Nota. Fuente: CENCINAT – ESPE. 

CS-NPs con rhIFNα-2b encapsulado 

La observación en SEM utilizando agua destilada tipo 1 como solvente reveló 

que estas NPs presentaban morfología esférica (figura 17). También se pudo apreciar la 

presencia de NPs, asimismo esféricas, pero más pequeñas (figura 18, flecha roja), con 

un diámetro promedio de 87 nm. Además, se visualizaron ciertas partículas con forma 

irregular y aglomerados de CS (figura 18, flecha amarilla). Estos hallazgos sugieren que 

se pudieron formar modos inestables de chorro durante el proceso de síntesis. 
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Figura 17 

Morfología esférica de las CS-NPs con rhIFNα-2b. 

 

Nota. Fuente: CENCINAT – ESPE. 

Figura 18 

Micrografía SEM de CS-NPs pequeñas y aglomerados de CS. 

|  

Nota. Fuente: CENCINAT – ESPE. 
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El tamaño de las NPs se determinó por STEM, para lo cual la muestra fue teñida 

con ácido fosfotúngstico (PTA) 1 % durante 5 segundos. Este procedimiento brindó un 

mayor contraste para determinar que el material sintetizado consistió en una población 

heterodispersa de NPs, cuyos diámetros se encontraban en el rango de 230-475 nm 

(figura 19), observándose con mayor frecuencia la subpoblación de NPs más grandes 

con un diámetro aproximado de 475 nm. Este resultado indicó que el proceso de 

síntesis aún puede pulirse, hasta lograr obtener una población monodispersa de NPs. 

Figura 19 

Micrografía STEM de las CS-NPs con rhIFNα-2b. 

 

Nota. Fuente: CENCINAT – ESPE. 

Un análisis adicional a través de la observación en el TEM permitió verificar que 

las NPs presentaban en efecto una morfología esférica, y un tamaño inferior a los 500 

nm (figura 20).  
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Figura 20 

Micrografía TEM de las CS-NPs con rhIFNα-2b. 

 

Nota. Fuente: CENCINAT – ESPE. 

 Los resultados mostraron que las CS-NPs con rhIFNα-2b sintetizadas por 

electrospray conformaron una población heterodispersa de partículas esféricas con 

tamaños dentro del rango 230-475 nm, además de una pequeña subpoblación de NPs 

con un diámetro promedio de 87 nm. La concentración final del polímero en las 

partículas fue de 0.55%. 

Evaluación de los sistemas de liberación de IFNα y su relación con la actividad 

biológica. 

 La entrada segura de las NPs a las células es crucial para alcanzar una eficacia 

terapéutica de alto rendimiento, mientras que el transporte exitoso de los diversos 

compuestos a encapsular depende de la localización de las NPs. Una completa 

comprensión de los mecanismos de transporte y captación celular de estas partículas, 

así como de la cinética de liberación del principio activo, es fundamental para diseñar 
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formulaciones eficientes y seguras (Behzadi et al., 2017). Presentamos una revisión 

sobre los sistemas reportados en la literatura para NPs con IFNα encapsulado, su 

cinética de liberación, y su relación con la actividad biológica del fármaco liberado. 

 Dentro de los sistemas desarrollados para el IFNα, la PEGilación de la molécula 

se estableció como sistema de protección para facilitar el transporte y reducir la 

eliminación del fármaco, al mejorar su farmacocinética y prolongar su vida media. Las 

dos formas principales moléculas pegiladas para el interferón alfa son: el de PEG-IFNα 

(Pegasys®) y el PEG-IFN-α2b (Pegintron®) (Woo et al., 2017). Varios ensayos clínicos 

han concluido que el PEG-IFNα tiene una tasa de respuesta más alta que el IFNα 

estándar (Cooksley et al., 2003; H. Zhao et al., 2007), aunque la superioridad del 

tratamiento con PEG-IFNα es controvertida ya que estos estudios utilizaron dosis de 

IFNα estándar inferiores a las recomendadas (Hoofnagle & Di Bisceglie, 1997). Por otro 

lado, la terapia con PEG-IFNα no es bien tolerada bien porque los efectos adversos son 

comunes, y en ocasiones pueden causar una morbilidad o mortalidad significativa (Woo 

et al., 2017). Por esta razón, se ha investigado con gran interés la encapsulación del 

IFNα, pues este sistema brinda una matriz de protección y liberación controlada del 

medicamento, que puede tener menos eventos adversos asociados al tratamiento 

(Lembo et al., 2018). 

 Se han reportado estudios de encapsulación de IFNα desde 1989, y con el 

tiempo esta tecnología ha avanzado de tal manera que ha sido evaluada para su uso 

clínico, y comparada con otras estrategias de transporte como la PEGilación. El uso de 

IFNα encapsulados en el tratamiento de hepatitis B, hepatitis C y varios tipos de cáncer 

es una vía prometedora para investigación y desarrollo (Saez et al., 2012). Los primeros 

enfoques explorados fueron las encapsulaciones en dendrímeros y liposomas 
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(Jøraholmen et al., 2017), aunque su estabilidad y capacidad de carga fueron limitadas, 

y se ha descrito pérdida de actividad de la molécula con  estos sistemas (L. Yang, Yang, 

Bi, & Zeng, 2006). Después se estudió la encapsulación en microesferas (Lawitz et al., 

2010), pero perdió interés cuando se reportó que el IFNα no se liberaba por completo de 

las micropartículas, y que el proceso de microencapsulación ocasionaba inestabilidad 

en la molécula (Saez et al., 2012). De esta manera, las investigaciones se dirigieron al 

desarrollo de sistemas nanoencapsulados, entre las que figuran las NPs metálicas 

cubiertas de lisina (Aghdam et al., 2008) o acopladas a ácido hialurónico (M. Y. Lee et 

al., 2012), y NPs poliméricas, que tienen una mayor eficiencia de encapsulación, son 

biocompatibles y biodegradables (Sridhar & Ramakrishna, 2013). Los polímeros que se 

han utilizado para nanoencapsular el IFNα son el PLGA (Saez et al., 2008), 

PLGA/poloxámero (Sánchez et al., 2003), y CS (Imperiale et al., 2019). Ninguno de 

estos sistemas está aprobado para el tratamiento de alguna enfermedad, y tampoco 

están siendo evaluados en ensayos clínicos, pero eso no significa que no funcionen, 

porque sí existen nanoformulaciones poliméricas aprobadas, que encapsulan otros 

componentes como sistemas de liberación controlada para el tratamiento de varios tipos 

de cáncer (Pérez-Herrero & Fernández-Medarde, 2015; Li et al., 2019). 

El propósito de los sistemas de liberación controlada es mantener un valor 

deseado de la concentración del fármaco en circulación o en tejido la mayor cantidad de 

tiempo posible, es decir, son capaces de ejercer un control en la tasa de liberación y 

duración del medicamento (S. Dash, Murthy, Nath, & Chowdhury, 2010). Las NPs como 

sistema de transporte de fármacos incrementan la actividad terapéutica al aportar una 

liberación controlada y duradera (Pedroso-Santana et al., 2020).  La liberación de la 

molécula encapsulada es dependiente de un estímulo y está gobernada por la 
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solubilidad del bioactivo en agua, siendo las sustancias más solubles las que se liberan 

con más rapidez que aquellas menos solubles (Lim, Mendes, & Chronakis, 2019).  

Las NPs pueden ingresar a la célula por endocitosis y pinocitosis (Manzanares & 

Ceña, 2020). Una vez que las partículas han sido captadas por la célula y se 

encuentran en los endosomas, la salida de la molécula de estos compartimentos se 

explica sobre la base de dos mecanismos: el efecto esponja de protones y el efecto 

hidrogel (S. M. Ahsan et al., 2018). La primera hipótesis corresponde al efecto esponja 

de protones, exhibido por polímeros catiónicos, como el CS, que implica un bombeo de 

protones dependiente de ATP al endosoma. La acumulación de protones se equilibra 

con un influjo de aniones. El aumento de la concentración de iones en el endosoma 

provoca una hinchazón osmótica y la ruptura de los endosomas, lo que conduce a la 

liberación de sus componentes en el citosol (Freeman, Weiland, & Meng, 2013). El CS 

tiene una baja capacidad amortiguadora en el rango de pH 5-7, de manera que es una 

molécula con escasa capacidad de esponja de protones, lo que provoca un retraso en el 

escape endosomal, y por subsecuencia, una lenta liberación de su contenido (Raftery, 

O’Brien, & Cryan, 2013). 

El efecto hidrogel es la segunda hipótesis de escape endosomal de las CS-NPs, 

y propone la rotura de la membrana endosomal a consecuencia del hinchamiento de la 

matriz polimérica de las NPs a pH bajo frente al influjo de contraiones y el aumento de 

la osmolalidad, y del hinchamiento propuesto en el efecto esponja de protones (S. M. 

Ahsan et al., 2018). El fármaco encapsulado se descarga de las NPs, durante el 

transporte o después de escapar de los endosomas, a través de los mecanismos de 

difusión, degradación de la matriz polimérica, o ambas (Wong & Choi, 2015).  
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Los patrones de liberación pueden dividirse en aquellos que liberan el fármaco 

de forma lenta y sostenida, y aquellos que proveen una rápida dosis inicial seguida de 

una liberación lenta y sostenida del componente (S. Dash et al., 2010). Para los 

sistemas que nanoencapsulan IFNα se han reportado ambos patrones in vitro. Cánepa 

y colaboradores (2017) encontraron que un 20.5 % del fármaco fue liberado luego de 30 

min, mientras que el 89.6 % de la molécula restante se liberó dentro de los siguientes 

30 min (figura 21A) (Cánepa et al., 2017). Por otro lado, Pedroso y colaboradores 

(2020), quienes desarrollaron una formulación que encapsuló IFNα porcino en CS-NPs, 

no detectaron cantidades substanciales de IFNα libre a tiempo cero, y observaron bajos 

niveles de proteína durante las primeras 20 horas (figura 21B), mientras que la 

liberación progresiva fue apreciada pasadas las 30 horas, alcanzando un máximo entre 

las 90 y 130 horas (Pedroso-Santana et al., 2020). 

Figura 21 

Patrones observados de liberación de NPs con IFNα encapsulado. 

 

Nota. A. Liberación rápida seguida de liberación sostenida. Tomado de Cánepa et al. 

(2017). B. Liberación sostenida. Tomado de Pedroso-Santana et al. (2020) 
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Pese a las diferencias observadas in vitro en los patrones de liberación, los 

ensayos in vivo realizados en estos estudios han permitido comprobar que el IFNα 

liberado en los sistemas nanoparticulados puede ser detectado en plasma al cabo de un 

tiempo determinado. Por lo tanto, las investigaciones han concluido que la 

encapsulación de IFNα en NPs representa una alternativa prometedora con la 

capacidad de ejercer un control en la tasa de liberación del fármaco.  

Los sistemas de transporte de fármacos también se diseñan para proveer la 

cantidad requerida del agente terapéutico de una manera que maximice su bioactividad 

y minimice sus efectos secundarios (Varde & Pack, 2004). La actividad biológica es un 

parámetro que permite demostrar la eficacia de la formulación, ya que dependiendo del 

sistema de encapsulación, esta actividad puede no ser afectada, o verse disminuida (L. 

Yang et al., 2006).  

El análisis de la actividad biológica de las NPs con IFNα encapsulado se ha 

estudiado evaluando la inhibición del CPE provocada por la formulación in vitro, 

encontrándose que el IFNα liberado de las partículas no pierde su actividad antiviral, y 

de hecho es comparable a la del Intron-A (Cánepa et al., 2017). La capacidad que 

tienen los sistemas nanoparticulados para activar el estado antiviral en células in vitro 

ha sido confirmada al evidenciar que la presencia de proteínas antivirales disminuye en 

las  células tratadas con NPs que encapsulan IFNα, mientras que la expresión de 

proteínas antivirales aumenta (Cánepa et al., 2017; Pedroso-Santana et al., 2020). 

En lo que concierne a ensayos in vivo, se ha modelado la farmacocinética en 

desafíos murinos, donde sea demostrado que  el área bajo la curva (AUC) obtenida es 

de 56 pg*h/ml, comparable a la biodisponibilidad conseguida cuando se administra 

Intron-A por vía intravenosa (Imperiale et al., 2019). Los resultados logrados tanto in 
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vitro como in vivo confirman el potencial terapéutico de las nanoformulaciones en base 

a su actividad biológica. 

Otro aspecto a considerar en el transporte, liberación, y actividad biológica de 

las NPs es la formación de la corona de proteínas. Al entrar en contacto con un fluido 

biológico, la superficie de las partículas es modificada por la adsorción de proteínas, 

que depende de las propiedades fisicoquímicas de la partícula y de la naturaleza del 

medio biológico (Troeger et al., 2018). La composición de esta corona define la 

identidad biológica de las NPs, que influye en la cinética de la liberación de la molécula 

encapsulada, de manera que la predicción definida in vitro puede resultar imprecisa 

(Sharifi, Caracciolo, & Mahmoudi, 2020). La corona formada también afecta la actividad, 

ya que según la concentración y el tipo de proteínas presentes, el tiempo de circulación 

puede aumentar o disminuir (Rampado, Crotti, Caliceti, Pucciarelli, & Agostini, 2020). En 

conclusión, de acuerdo con la identidad biológica de las NPs, la formación de la corona 

puede favorecer o no el transporte de las partículas. 

La revisión bibliográfica reveló que los sistemas que nanoencapsulan al IFNα 

permiten el transporte seguro y la liberación sostenida de la molécula. Dicha liberación 

puede presentar una cinética en dos fases (liberación rápida durante las primeras horas 

seguida de liberación lenta) o en una fase (solo liberación lenta). Además, el proceso de 

encapsulación no provoca pérdida de su actividad biológica, comparable con la del IFNα 

libre. 

 Los resultados de nuestro estudio demostraron que el proceso de producción 

recombinante de rhIFNα-2b en el sistema de expresión SHuffle® T7 Express E. coli 

permitió obtener una molécula con un alto grado de pureza y una actividad biológica 

comparable con el IFNα comercial. Este rhIFNα-2b logró ser encapsulado en CS-NPs 
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esféricas que tuvieron un tamaño dentro del rango 230-475 nm, aunque también se 

obtuvieron partículas más pequeñas sin molécula encapsulada, y ciertas estructuras 

irregulares y aglomerados que sugieren que durante el proceso de síntesis se formaron 

modos inestables del cono de Taylor y del chorro. Por otro lado, la evaluación 

bibliográfica de los sistemas de liberación de IFNα reveló que las NPs ingresan a la 

célula por endocitosis y pinocitosis, la molécula escapa a través del efecto esponja de 

protón y del efecto hidrogel, y su cinética de liberación puede ser en una o dos fases. La 

actividad y biodisponibilidad de las nanoformulaciones reportadas es similar a la del 

IFNα comercial. Por estos motivos, la encapsulación de rhIFNα-2b en CS-NPs aporta un 

sistema activo de liberación sostenida, que podría escalarse a futuro, con los estudios 

traslacionales adecuados, como una potencial alternativa terapéutica. 
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Capítulo 5 

Discusión 

El IFNα es una citoquina con actividad antiviral, antiproliferativa e 

inmunomoduladora, que en la actualidad se emplea en el tratamiento de diversas 

enfermedades virales y varios tipos de cáncer (Saez et al., 2012). Esta molécula posee 

una vida media corta, y requiere una administración frecuente a altas dosis para 

alcanzar su efectividad clínica (Thitinan & McConville, 2009), por lo que se incrementa 

su toxicidad (Garcia-Garcia et al., 2004). Para aumentar su tiempo de vida media se han 

investigado diferentes sistemas de administración para fármacos, entre los que se 

puede destacar la encapsulación (Saez et al., 2012). Mediante este proceso es posible 

alcanzar un efecto terapéutico elevado con una dosis menor, y minimizar los eventos 

adversos que puedan presentarse (Kita & Dittrich, 2011) 

Los vehículos de transporte más utilizados en la encapsulación del IFNα son los 

liposomas y las NPs poliméricas, biocompatibles, biodegradables, no tóxicos y no 

inmunogénicos para el huésped (Wagle et al., 2020). A partir de los resultados 

proporcionados por la literatura científica se ha demostrado una preferencia en el uso 

de matrices poliméricas ya que tienen mayor estabilidad y eficiencia de encapsulación 

que los liposomas (Saez et al., 2012): Estas formulaciones además tienen la ventaja de 

presentar una mayor absorción por su elevada área superficial respecto al volumen 

(Musyanovych & Landfester, 2014). Las NPs pueden sintetizarse por diversos métodos: 

gelificación ionotrópica, evaporación de solvente/co-precipitación, microemulsificación, 

coacervación compleja, difusión del solvente de emulsificación (Sonaje et al., 2010), y 

electrospray (Abyadeh et al., 2017). 
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La fabricación de NPs mediante el proceso de electrospray permite superar las 

limitaciones de otras técnicas con el fin de proveer nanoencapsulaciones reproducibles 

que funcionen como sistemas de transporte de fármacos (Valo et al., 2009). Comparado 

con otros métodos de encapsulación, el electrospray tiene la ventaja de producir 

partículas con una distribución de tamaño más estrecha y con mayor eficiencia de 

encapsulación, sin dejar residuos del solvente que se evapora durante el proceso 

(Enayati et al., 2011; Bohr et al., 2012; Pedroso-Santana & Fleitas-Salazar, 2020). Esta 

técnica es simple, de un solo paso, no requiere el uso de surfactantes y emplea 

condiciones suaves en la encapsulación, a temperatura ambiente y presión atmosférica 

(Y. H. Lee, Mei, Bai, Zhao, & Chen, 2010; Rezvanpour & Wang, 2011).  

Hasta la fecha no se han descrito formulaciones que encapsulen el IFNα 

humano en CS-NPs mediante el método de electrospray, razón por la que en el 

presente trabajo se propuso obtener CS-NPs que encapsulen rhIFNα-2b mediante este 

método. En la síntesis se tomaron en cuenta los factores necesarios para producir NPs 

con un tamaño adecuado, para conservar la capacidad biológica de las partículas de 

atravesar barreras biológicas (Islam, Barua, & Barua, 2017).  

Al encapsular el principio activo se obtuvieron partículas esféricas que tenía la 

particularidad de diferencias en su tamaño, con diámetros promedio dentro del rango 

230-475 nm. Se consideraron los tamaños de las NPs obtenidas como son apropiados 

al compararlos con otros estudios como el de Caster y colaboradores, quienes en 2017 

describieron que las partículas menores a 100 nm son menos efectivas y pueden causar 

mayor toxicidad que aquellas más grandes (Caster et al., 2017). Por su parte, Albarki y 

Donovan en 2020 concluyeron que las partículas con diámetros superiores a 100 nm 

son capaces de transportarse hasta diversos tejidos, cerca de vasos sanguíneos y 
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linfáticos, debido a su mayor capacidad de transferencia de masa comparada con 

partículas más pequeñas (Albarki & Donovan, 2020), mientras que Cooley y 

colaboradores encontraron que las NPs con diámetros mayores a 200 nm poseen una 

incrementada localización y retención en la pared vascular, que facilitaba su migración 

hacia tejidos adyacentes (Cooley et al., 2018). Banerjee además reportó en el 2016 que 

la captación celular in vitro es mayor en NPs de 200 nm con respecto a aquellas con 

diámetros superiores a 500 nm (Banerjee, Qi, Gogoi, Wong, & Mitragotri, 2016), es decir 

que las NPs de mayor diámetro sintetizadas como en nuestro trabajo (475 nm) pueden 

ser efectivas. Las NPs más pequeñas con diámetros inferiores a 100 nm encontradas 

en la población podrían ser partículas conformadas solo por CS, sin el rhIFNα-2b 

encapsulado, en congruencia con los resultados de Zhang y Kawakami, quienes 

sintetizaron mediante electrospray CS-NPs vacías sin principio activo con un tamaño de 

124 nm (S. Zhang & Kawakami, 2010). Según estos reportes, el transporte de las 

partículas obtenidas en este estudio podría ser superior que las descritas en otras 

formulaciones de IFNα encapsulado más pequeñas, como aquellas de 36 nm 

preparadas por Cánepa y colaboradores en 2017 (Cánepa et al., 2017) 

Abyadeh y colaboradores (2017) refieren que para sintetizar partículas con un 

tamaño mínimo y distribución estrecha, se debe trabajar con una tasa de flujo mínima y 

una diferencia de voltaje máxima, junto con una concentración óptima de CS y la 

proteína (Abyadeh et al., 2017). Estos criterios conllevan a la formación estable del cono 

de Taylor y del chorro, que es el único modo en el que se produce una población 

monodispersa de NPs (Smeets et al., 2017). Los valores óptimos de operación del 

equipo de electrospray fueron fijados para la tasa de flujo y para la diferencia de voltaje 

entre el inyector y el colector. El resultado de esta configuración fue la observación de 
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un cono de Taylor y un chorro estable (figura 14), semejante a los apreciados en la 

investigación de Kim y colaboradores, acerca de los factores que influyen en la 

estabilidad del cono (J. Kim et al., 2020). Sin embargo, la población de NPs obtenidas 

fue heterodispersa, lo que sugiere que el cono de Taylor y el chorro observados se 

inestabilizaron en algún momento, sobre todo si se considera que el proceso es muy 

sensible a pequeñas variaciones (Nguyen, Clasen, & den Mooter, 2016). Songsurang y 

colaboradores en el 2011, informaron que la síntesis de partículas con tamaños 

heterogéneos se debieron a la formación de modos variables del cono de Taylor y del 

chorro, similar a lo encontrado en este trabajo (Songsurang, Praphairaksit, 

Siraleartmukul, & Muangsin, 2011),  

Las partículas heterogéneas de distintos tamaños pudieron formarse cuando 

aparecieron los modos inestables, que generaron chorros satélites y gotas secundarias, 

responsables de la constitución de partículas pequeñas y con formas irregulares 

(Nguyen-Vu, Tran, & Huynh, 2017). Jafari, Barzin, y Mobedi (2015) también informaron 

la aparición de partículas irregulares producto de la inestabilidad del cono de Taylor y 

del chorro (Jafari-Nodoushan, Barzin, & Mobedi, 2015).  

La inestabilidad manifestada en ciertos momentos del proceso de síntesis puede 

explicarse en función del cambio en la viscosidad, conductividad y tensión superficial de 

la solución al añadirse una alta concentración del principio activo, reportada por Taheri y 

Jafari en su estudio de encapsulación de polisacáridos mediante electrospray (Taheri & 

Jafari, 2019). Por otro lado, Moreira y colaboradores (2020) encontraron que con el 

paso del tiempo la viscosidad de la solución puede disminuir, y su conductividad 

aumentar, debido a la evaporación del EtOH, de manera que la preparación se volvió 

menos apropiada para la síntesis por electrospray (Moreira et al., 2020).  
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La morfología de las NPs fue analizada porque es una condición que puede 

afectar la solubilidad, biodistribución, vida media, toxicidad, y captación celular de las 

NPs (Elsabahy & Wooley, 2012). Mediante la observación por microscopía electrónica 

se determinó que las partículas obtenidas presentaban morfología esférica. Se 

informaron resultados similares para las CS-NPs con IFNα sintetizadas por gelificación 

ionotrópica (Cánepa et al., 2017; Pedroso-Santana et al., 2020). Los estudios de 

Elsabahy y Wooley determinaron que la morfología esférica resulta ventajosa en 

aspectos relacionados con el desempeño farmacológico de la formulación, pues las NPs 

con esta forma ingresan a las células más rápido y en mayor medida que aquellas con 

formas elongadas (Elsabahy & Wooley, 2012).  

Los aglomerados observados en el SEM pudieron conformarse por la deposición 

del polímero provocada por el goteo inestable en ciertos puntos de la síntesis, según 

reportó Nguyen-Vu (2017) cuando evaluó el efecto que tiene el cono de Taylor en la 

fabricación de partículas (Nguyen-Vu et al., 2017); sin embargo, este mecanismo no es 

el único responsable de la formación de aglomerados. 

Moraru y colaboradores describieron en 2020 que la agregación de las CS-NPs 

responde al efecto corona (Moraru, Mincea, Menghiu, & Ostafe, 2020), que consiste en 

el recubrimiento de la superficie de las NPs por proteínas residentes de un fluido 

biológico y que tienen la capacidad de interactuar con el medio circundante (Rampado 

et al., 2020). En su estudio, Moraru concluyó que las cargas positivas en la superficie de 

las CS-NPs a pH neutro atraen proteínas con carga negativa, lo que puede conducir a 

un incremento en el efecto de agregación (Moraru et al., 2020). En nuestra síntesis, es 

posible que las moléculas de rhIFNα-2b no encapsuladas, con carga negativa a pH 
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neutro (punto isoeléctrico de 5.99) hayan cubierto a varias NPs, permitiéndoles 

interactuar con la superficie de otras partículas y formar los aglomerados. 

Las características del polímero utilizado en la síntesis también influyen en las 

propiedades de las NPs. En el presente estudio se utilizó LMWC para sintetizar las NPs, 

de manera similar a como lo hicieron Garg y colaboradores, quienes en 2019 

compararon partículas preparadas con HMWC y LMWC a fin de determinar qué 

polímero era más favorable, y encontraron que los sistemas con LMWC eran menos 

tóxicos, más degradables, y más solubles que aquellos fabricados con HMWC (Garg et 

al., 2019). Estas características se traducen en una mayor captación celular de las 

partículas de LMWC (Bruinsmann et al., 2019).  

Además de las características estructurales que definen las propiedades de una 

nanoformulación, la determinación de su actividad biológica también es un parámetro a 

considerar cuando se trata de un sistema encapsulado, y dentro de ésta se destaca la 

cinética de liberación. Según la descripción de Wong y Choi (2015), el patrón de 

liberación de una molécula encapsulada es un proceso dependiente, controlado, y con 

una duración definida, que permite incrementar la actividad terapéutica del 

medicamento (Wong & Choi, 2015). Diferentes ensayos han reportado una cinética de 

liberación en dos fases: una liberación brusca durante las primeras horas, seguida de 

una liberación lenta y sostenida (Prego et al., 2010; Katas et al., 2013; S. M. Ahsan et 

al., 2018). La liberación inicial puede atribuirse a la disociación del medicamento 

localizado en la superficie de las NPs cuando entra en contacto con fluido biológico 

(Prego et al., 2010). En contraste, otros estudios no revelaron cantidades significativas 

del material encapsulado durante las primeras horas, y solo apreciaron la liberación 

progresiva y sostenida (Ali & Ahmed, 2018; Pedroso-Santana et al., 2020). Esta 
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situación no ocurre en todos los sistemas nanoencapsulados, por lo que es necesario 

someter a las partículas a estudios de liberación para determinar qué comportamiento 

tienen, sobre todo porque una rápida liberación del IFNα puede conllevar a la aparición 

de toxicidad o futuros eventos adversos (Jansen & Bruijne, 2012).  

Como referimos antes, el CS destaca de entre otros polímeros por su 

biodegradabilidad, biocompatibilidad, y capacidad mucoadhesiva. Además, Du y 

colaboradores (2015) afirman que la liberación a partir de formulaciones basadas en CS 

puede responder a condiciones específicas de pH, debido a que a ciertos valores las 

partículas se vuelven inestables y aumentan su tamaño, lo que implica el 

ensanchamiento de los canales de la matriz de CS, que facilita la liberación por difusión 

del principio activo (Du, Liu, Yang, & Zhai, 2015). Utilizando este mecanismo, Pilipenko 

y colaboradores (2019) lograron desarrollar con éxito sistemas de transporte de 

fármacos sensibles al pH (Pilipenko et al., 2019).  

Harde describió que la liberación dependiente del pH en las nanoformulaciones 

de CS puede modelarse de forma más precisa, al encontrar que el entrecruzamiento de 

las cadenas de CS utilizando un agente reticulante mejoraba la resistencia de las NPs 

preparadas a la degradación química y a condiciones de pH bajos (Harde, Agrawal, & 

Jain, 2014). En este contexto, Cánepa utilizó para la encapsulación de IFNα en CS-NPs 

el tripolifosfato de sodio (TPP), un polielectrolito aniónico que por atracción eléctrica 

interactúa con el CS con carga positiva, formando de esta manera el entrecruzamiento 

del polímero que favoreció la resistencia a la degradación de las partículas (Cánepa et 

al., 2017). 

Si se enfatiza en el método utilizado para la síntesis de las NPs, los estudios de 

Tiǧli Aydin y Pulat (2012) indican que las CS-NPs preparadas mediante gelificación 
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ionotrópica son estables en el rango de pH 3.0-7.4, y alcanzan un tamaño máximo 

cuando el pH es de 5.0, debido a la protonación de los grupos amino, lo que causa un 

incremento en la densidad eléctrica y la fuerza de repulsión entre las cadenas de CS 

entrecruzadas (Tiǧli Aydin & Pulat, 2012). Esta observación se complementa con la 

investigación de Imperiale (2019), en la que se menciona que si el pH es muy bajo 

(igual a 1.0), las NPs conforman una población con diferentes diámetros, inferiores a los 

observados a pH ácido suave, porque a estos valores el TPP está poco ionizado, lo que 

no le permite unirse al CS, resultando en la disolución de las partículas. En contraste, 

cuando el pH es mayor a 7.4, el tamaño aumenta de forma brusca hasta alcanzar 

diámetros micrométricos debido a la neutralización del CS y la consecuente pérdida de 

afinidad con el TPP, provocando así la agregación de las NPs (Imperiale et al., 2019). 

De acuerdo con las descripciones de Pedroso-Santana y Fleitas-Salazar (2020), se 

esperaría que las partículas sintetizadas mediante el proceso de electrospray sean más 

estables a estos valores extremos de pH, ya que esta técnica no requiere de un agente 

reticulante, en este caso TPP, de manera que a pH muy bajos las NPs puedan 

mantenerse como una población monodispersa, mientras que a pH iguales o superiores 

a 8.0 no formen agregados (Pedroso-Santana & Fleitas-Salazar, 2020). 

La resistencia a la degradación de las CS-NPs observada a diferentes valores 

de pH, sumada a la capacidad mucoadhesiva del polímero y los mecanismos de 

transporte de las partículas, brinda la posibilidad de administración en varias superficies 

mucosas, entre las que se pueden mencionar la gastrointestinal (Fallingborg, 1999), 

ocular (pH 6.6) (Santhi et al., 2017), nasal (pH 6.4) (Liu, Yang, & Ho, 2018), bucal (pH 

6.7) (Mazzarino, Borsali, & Lemos-Senna, 2014), pulmonar (pH 7.2) (Petkar et al., 2018) 

y vaginal (pH 4.5) (Martínez-Pérez et al., 2018).  
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La capacidad mucoadhesiva de las CS-NPs también influye en la cinética de 

liberación, pues Kumar (2016) menciona que el incremento en el tiempo de residencia 

de las partículas debido a la adhesión a la mucosa provoca que el fármaco encapsulado 

se libere y absorba de forma lenta y gradual, viajando por las células y entrando en 

circulación de manera efectiva (A. Kumar et al., 2016). Esta liberación sostenida resulta 

favorable para el caso del IFNα, debido a que los eventos adversos son dependientes 

de la dosis y por tanto, lograr concentraciones plasmáticas activas con dosis menores 

permitiría asegurar la eficacia terapéutica, previniendo dichos efectos (Cánepa et al., 

2017).  

En resumen, las CS-NPs con IFNα encapsulado atraviesan epitelios mediante 

las vías paracelular y transcelular, y ejercen su acción con una capacidad antiviral 

similar a la del IFNα sin encapsular, como demostraron los trabajos de evaluación del 

transporte, cinética de liberación y actividad biológica realizados por Cánepa e Imperiale 

(Cánepa et al., 2017; Imperiale et al., 2019). De hecho, los estudios en modelos murinos 

de Imperiale en 2019 revelaron una concentración en plasma comparable con la 

alcanzada cuando el IFNα libre se administra por vía intravenosa. Además, en el mismo 

estudio, la molécula fue detectable en plasma a las 0.5 horas, con una concentración 

similar a la cuantificada luego de una administración subcutánea de IFNα libre 

(Imperiale et al., 2019). Estos hallazgos confirman el potencial que tiene la 

encapsulación del IFNα para mejorar su uso clínico, de manera que en estudios futuros 

pueda investigarse la eficacia de la formulación en modelos animales de enfermedades 

tratadas con IFNα como medicamento de primera línea (Kristó et al., 2020). 

La encapsulación del rhIFNα-2b en CS-NPs realizada en el presente estudio 

mediante la técnica electrospray dio como resultado la obtención de partículas de 230-
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475 nm, más grandes a las reportadas en estudios similares que utilizaron otros 

métodos de síntesis (Cánepa et al., 2017). Esta diferencia de tamaño, sumada las 

propiedades del CS, se puede traducir en una mayor capacidad de transporte y 

absorción en el sitio de acción (Caster et al., 2017; Cooley et al., 2018; Albarki & 

Donovan, 2020). Por otro lado, debe verificarse si la cinética de liberación se produce 

en una o dos fases en estudios posteriores. 
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Capítulo 6 

Conclusiones 

• Se obtuvo una nanoformulación basada en CS que permitió encapsular el 

rhIFNα-2b utilizando la técnica de electrospray. 

• El LMWC utilizado como polímero de encapsulación alcanzó en las partículas 

una concentración final del 0.55%.  

• El proceso de síntesis de NPs se realizó bajo las siguientes condiciones de 

operación: flujo de salida de 0.5 ml/h; diferencia de voltaje de 23.84 kV en el 

inyector, y de 10.18 kV en el colector. 

• Las NPs sintetizadas con rhIFNα-2b encapsulado conformaron una población 

heterodispersa con morfología esférica y cuyos diámetros se encontraron entre 

los 230 y 475 nm. 

• El análisis de las nanoformulaciones que encapsulan al IFNα reportadas en la 

literatura reveló que los sistemas de liberación pueden obedecer a una cinética 

de una o dos fases, y que el proceso de encapsulación no modifica la actividad 

biológica de la molécula. 
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Capítulo 7 

Recomendaciones 

o Optimizar la concentración de IFNα que se utiliza en el proceso de 

encapsulación, con el fin de obtener una población más monodispersa de NPs. 

o Completar la caracterización física de las partículas, esto es, determinar el PDI, 

y el potencial zeta. 

o Evaluar la eficiencia de encapsulación del proceso, la captación celular de las 

NPs, la cinética de liberación, y la actividad biológica in vitro e in vivo del rhIFNα-

2b encapsulado, esta última comparada con la del IFNα libre. 
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