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RESUMEN 

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es una enfermedad neurodegenerativa con gran 

prevalencia en México, la cual es originada por la expansión anormal de un trinucleótido 

repetido (CAG) situado en la región codificadora del gen ATXN7. La base molecular de 

esta patología es el plegamiento anormal y agregación de la proteína mutante, lo que 

ocasiona muerte neuronal en regiones específicas del sistema nervioso central. 

Se ha demostrado que la rapamicina ayuda a disminuir los efectos tóxicos de la proteína 

mutada causante de SCA7 en modelos in vitro e in vivo. Sin embargo, el tratamiento de 

SCA7 está limitado porque la barrera hematoencefálica impide el paso de los potenciales 

medicamentos, afectando y/o limitando su eficacia terapéutica. Ante dicha limitante, el 

surgimiento de herramientas como los nanoacarreadores han permitido que las moléculas 

terapéuticas logren llegar al cerebro, donde llevan a cabo su actividad. 

En este estudio reportamos la generación y caracterización de 3 sistemas 

nanoacarreadores poliméricos a base de ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA), que 

transportan a la rapamicina (agente que induce la degradación de agregados proteicos). 

Demostramos que éstos nanoacarreadores poseen propiedades fisicoquímicas y 

biológicas relevantes para su uso terapéutico.  

Además, la formulación PLGA/Plx188/Rap fue probada en un modelo celular glial de 

SCA7, causando de manera específica la activación de autofagia y la eliminación de 

agregados patológicos de la proteína mutante, lo que nos permitirá en un futuro la 

evaluación de esta potencial terapia en un modelo murino de la SCA7. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La ataxia es un síndrome clínico caracterizado por la presencia de incoordinación 

nervioso-muscular que se manifiesta como dificultad para mantener el equilibrio e 

incapacidad para la realización de movimientos finos. Los pacientes con este 

padecimiento presentan temblores, movimientos involuntarios y dificultad en el habla y 

deglución. Las ataxias son causadas por la disfunción y/o atrofia del cerebelo y sus rutas 

de conexión, cuyo origen es variado y pueden originarse por factores extrínsecos como 

consumo crónico de alcohol, hemosiderosis, deficiencia de vitamina B12, enfermedades 

neurodegenerativas como Creutzfeldt Jakob o atrofia de sistemas múltiples y 

principalmente, por una condición hereditaria [1]. 

Las ataxias cerebelosas de origen genético son consideradas las de mayor importancia, ya 

que forman parte del grupo de enfermedades neurodegenerativas más comunes a nivel 

mundial, junto con la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis 

lateral amiotrófica, enfermedad de Huntington, entre otras. 

Las ataxias cerebelosas hereditarias son un grupo de enfermedades clínica, patológica y 

etiológicamente heterogéneas que se caracterizan por presentar ataxia progresiva, además 

de neuropatía periférica, síntomas extrapiramidales y piramidales, convulsiones, entre 

otros [1]. Las ataxias se clasifican por sus patrones de herencia en las siguientes 

categorías: autosómica-dominante, autosómica-recesiva, ligadas al cromosoma X y 

mitocondriales. En cuanto a las ataxias cerebelosas autosómicas dominantes (ADCA; por 

sus siglas en inglés), son frecuentemente conocidas como ataxias espinocerebelosas 

(SCA, por sus siglas en inglés) e incluyen alrededor de 45 tipos identificados a la fecha 

[2,3]. Estas a su vez se subdividen en 4 grupos de acuerdo con el mecanismo genético de 

la mutación: enfermedades poliglutamínicas (polyQ), enfermedades intrónicas, 

mutaciones convencionales y SCA con duplicaciones o deleciones largas [1].  

A nivel mundial, las SCAs de mayor frecuencia son las ataxias del grupo polyQ como la 

SCA3 (enfermedad de Joseph Machado), que representa el 21% de todas las ataxias 

autosómicas dominantes, seguido por la SCA2 y la SCA6 con el 15% cada una, la SCA1 

con el 6% y la SCA7 con el 5% [4]. Sin embargo, en cada región geográfica se presentan 

variaciones en su frecuencia, así como en su origen poblacional, por ende, es 

indispensable conocer el comportamiento de cada ataxia en las diversas regiones del 

mundo [2].  

En este trabajo nos enfocamos en la ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) ya que, en 

nuestro entorno, su estudio es de vital importancia debido a su alta frecuencia en México 

[5]. Utilizando la nanotecnología, sintetizamos un nanoacarreador polimérico para 

encapsular la rapamicina, un fármaco que incrementa el sistema de autofagia. Dicho 

nanoacarreador fue caracterizado fisicoquímicamente y probado en un modelo celular 

inducible que reproduce la formación de agregados de ataxina-7, principal causa 

patogénica de la SCA7. El nanoacarreador con la rapamicina no provocó citotoxicidad a 

las concentraciones terapéuticas y logró eliminar los agregados proteicos de la ataxina-7 

mutada después de 72 h de tratamiento en el modelo celular inducible. 
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II. MARCO TEÓRICO 

1. Ataxia espinocerebelosa tipo 7 

1.1 Características Clínicas 
 

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa que fue descrita por primera vez por 

Fromenten en 1937 y su etiología se conoció 60 años después. Los síntomas que presentan 

los pacientes con SCA7 son ataxia progresiva y degeneración retinal. Además, pueden 

presentar disartria, dismetría, disfagia, disdiadococinesia, hiperreflexia, movimiento 

sacádico lento de ojos y espasticidad. En algunos casos hay otras manifestaciones menos 

comunes como alteración sensorial, demencia e hipoacusia [6]. Esta ataxia es de gran 

importancia debido a sus altos índices de discapacidad motora, además de la discapacidad 

visual que presentan los pacientes con la patología. 

Recientemente, se han caracterizado dos fenotipos patológicos en SCA7 con respecto a 

la edad de aparición [7]. El primero y más común es el fenotipo de inicio tardío o de edad 

adulta, el cual se caracteriza por la aparición de los primeros síntomas a partir de la tercera 

década de la vida, presentando ataxia cerebelosa seguido por dismetría, disartria, disfagia, 

hiperreflexia y disdiadococinesia acompañado de otros signos piramidales y 

extrapiramidales. Después del inicio de los síntomas motores, hay afectación en la 

distinción de colores seguido por perdida de agudeza visual, fotofobia, cambios 

pigmentarios, oftalmoplejía y degeneración de conos y bastones que eventualmente 

conlleva a la ceguera [7,8]. Se han reportado casos aislados de psicosis, alucinaciones 

auditivas, demencia y alteraciones del comportamiento [12]. 

El segundo fenotipo de SCA7 es de inicio temprano (infantil o juvenil), el cual se presenta 

dentro de las dos primeras décadas de la vida. En este caso, el curso de la enfermedad es 

rápido y tiene una duración de pocos meses o años. Además de los signos clásicos 

característicos de ataxia, hay perdida visual desde el inicio de la enfermedad, desnutrición 

debido a la disfagia severa, hipotonía severa, temblores en las extremidades y dificultad 

respiratoria [7,9,10]. Adicionalmente, se han reportado casos de cardiopatía, 

hepatomegalia, hemangioma múltiple, retraso del desarrollo, regresión motora y 

cognitiva, disfunción renal, taquipnea, microcefalia e insomnio [11,12]. 

1.2 Neuropatología 

Los hallazgos neuropatológicos indican que hay una reducción significativa de materia 

gris en regiones como el giro pre y post-central, parahipocampal y corteza occipital. 

Además, hay una atrofia en la corteza cerebelosa, tractos espinocerebelosos y tractos 

olivocerebelosos, así como una degeneración en los núcleos subtalámicos, pálido, 

sustancia nigra y columnas dorsales [6,13]. 

Estudios en pacientes con resonancia magnética demostraron que hay una pérdida en el 

volumen cerebelar, una prominencia de fisuras cerebelosas, una leve pérdida de volumen 

en el tronco encefálico y núcleo pontino, así como una reducción en el volumen de la 

oliva inferior y alargamiento leve en el cuarto ventrículo [6]. 

Por otro lado, en la materia gris hay mayores alteraciones en el cerebelo, cambios en el 

giro precentral y cortezas occipitales. Además, hay cambios volumétricos en la corteza 

frontal, corteza parietal y clastrum [13]. En la materia blanca hay una pérdida de fibras 
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mielinizadas en cerebelo, cuerpo calloso, cápsula de núcleo rojo, nervio oculomotor, 

lemnisco lateral, en los tractos espinocerebelosos y piramidales, en el nervio abducens 

(motor ocular externo) y en las fibras pontocerebelosas, entre otras regiones, lo que 

ocasiona que haya un daño cerebral más extendido [13]. 

A nivel microscópico, se caracteriza patológicamente por muerte progresiva de neuronas 

cerebelosas, de retina y tronco encefálico. En la Figura 1B se aprecia un corte de corteza 

cerebelosa de un paciente con SCA7, observándose una pérdida neuronal y gliosis en la 

capa de las células de Purkinje (PC) en comparación con un individuo sano (Figura 1A) 

[14].  

En el tronco encefálico hay una degeneración moderada en la oliva inferior, puente de 

Varolio y en la región cervical de la médula espinal [13]. En la Figura 1D, la resonancia 

magnética muestra una atrofia severa en cerebelo y en el puente de Varolio, en 

comparación con el individuo sano (Figura 1C) [15]. Por otro lado, en la Figura 1F se 

observa una degeneración leve en la oliva inferior [16]. 

De manera relevante, en la retina ocurre una atrofia progresiva de las células 

fotorreceptoras que resultan en degeneración macular en etapas avanzadas [13]. También 

hay degeneración macular pigmentaria y palidez del disco óptico en pacientes con SCA7 

[17,18]. La agudeza visual se ve comprometida en las etapas iniciales y progresa 

gradualmente hacia ceguera. En la Figura 1G, la fondoscopía de una persona sana muestra 

una apariencia normal de la mácula (flecha negra) y del disco óptico (flecha blanca) y con 

una vasculatura bien desarrollada. En el caso del paciente con SCA7 (Figura 1H), hay 

una atrofia macular, el disco óptico presenta una palidez importante y la vasculatura es 

muy pobre [15]. Además, en la Figura 1I se muestra un corte de retina de una persona 

sana con las capas retinales bien organizadas, en cambio en la Figura 1J, el corte de retina 

de un individuo con SCA7 muestra una degeneración extensa de la capa de 

fotorreceptores y la capa nuclear externa (ONL), hay una desorganización de la capa 

nuclear interna (INL) y hay migración del pigmento de melanina dentro de la retina 

atrófica [15]. 

En otros hallazgos, los pacientes con SCA7 pueden presentar hiposmia, es decir un 

decremento significativo en la habilidad para discriminar e identificar olores [19] 

posiblemente debido a cambios en la conectividad funcional ligada a las áreas cerebrales 

degeneradas [20]. 
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Figura 1. Regiones afectadas en la enfermedad de SCA7. (A) Cerebelo sano con la proteína calbindina 

teñida, mostrando la presencia normal de las células de Purkinje (GC = capa granular; PC = capa de 

células de Purkinje; ML = capa molecular); (B) Cerebelo de paciente con SCA7 con ausencia de las PC; 

(C) Resonancia magnética de individuo sano; (D) Resonancia magnética de paciente con SCA7 

mostrando atrofia severa en el cerebelo (Cb) y en el puente de Varolio (P); (E) Tinción de oliva inferior 

(IO) de individuo sano; (F) Tinción de oliva inferior con degeneración leve en paciente con SCA7; (G) 

Fondoscopía de individuo sano; (H) Fondoscopía de paciente con SCA7 con atrofia macular y 

vasculatura pobre; (I) Corte de retina de individuo sano con las capas retinales bien definidas (G = células 

ganglionares; INL = capa nuclear interna; ONL = capa nuclear externa; P = capa de fotorreceptores); (J) 

Corte de retina de paciente con SCA7 con degeneración retinal. 

Imágenes (A, B, C, D, G, H, I, J) tomadas del artículo de Michalik, A., et al, titulado Spinocerebellar 

Ataxia Type 7 Associated with Pigmentary Retinal Dystrophy, publicado en la revista European Journal 

of Human Genetics en el año 2004 [15].  
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Imágenes (E, F) tomadas del artículo de Rüb, U., et al, titulado Clinical Features, Neurogenetics and 

Neuropathology of the Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias Type 1, 2, 3, 6 and 7, publicado en la 

revista Progress in Neurobiology en el año 2013 [16]. 

2. Prevalencia en México y en el mundo 

La incidencia mundial de SCA7 es de <1/100,000 habitantes [12] sin embargo, su 

fenotipo se confunde con el de muchas otras SCAs y su diagnóstico sólo se obtiene 

mediante un estudio molecular. Actualmente puede considerarse como una patología 

subdiagnosticada. Se han identificado regiones geográficas y grupos poblacionales en 

donde se concentra un mayor número de casos como en Europa (Francia, Bélgica, 

Alemania y Reino Unido), África (Argelia, Marruecos, Libia, Túnez, Zambia y 

Sudáfrica), Asia y Oceanía (Israel, Filipinas, Corea del Sur y Australia), Norteamérica 

(Estados Unidos y México), Sudamérica (Brasil) y el Caribe (Jamaica) [21]. No obstante, 

solo se han reportado efectos fundadores de SCA7 en algunos países como India [22], en 

la región escandinava específicamente en Suecia y Finlandia [23], Sudáfrica [24], Zambia 

[25] y particularmente en México [26]. 

En nuestro país, debido al efecto fundador, Magaña y col. reportaron en el 2014 que SCA7 

es la SCA más frecuente en el estado de Veracruz, registrando una prevalencia de 

10.63/100,000 habitantes y de manera alarmante, la incidencia por región incrementó 

considerablemente en algunas comunidades, como la población de Tlaltetela, donde la 

incidencia se calculó en 817.14/100,000 habitantes en el 2014 [5] (Figura 2), superando 

por mucho la prevalencia reportada en otras regiones del mundo. De acuerdo con un 

consenso mundial, se define que la serie de casos más grande de SCA7 a nivel mundial 

se presenta en nuestro país [21,27]. 

 

Figura 2. Incidencia de SCA7 en el estado de Veracruz, México. Mapa del estado de Veracruz donde se 

indica la incidencia de SCA7 en cada comunidad estudiada y reportada al año 2014. 

Imagen tomada del artículo de Magaña et al, titulado Analysis of CAG Repeats in Five SCA Loci in 

Mexican Population: Epidemiological Evidence of a SCA7 Founder Effect, publicado en la revista 

Clinical Genetics en el año 2014 [28].  
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3. Origen genético de la SCA7: Mutación en el gen ATXN7 

El gen mutado en SCA7, ATXN7, se localiza en el brazo corto del cromosoma 3p12-21.1 

[29]. En la década de los 90’s se demostró que la expansión anormal de repetidos 

Citosina-Adenina-Guanina (CAG), por encima de los 36 repetidos, ubicados en el exón 

codificante del gen ATXN7 (exón 3) [30,31], son responsables del desarrollo de SCA7 

(Figura 3) [14,31]. Este microsatélite es polimórfico en la población general con un rango 

normal que va de 4 a 19 CAG’s, siendo más común el alelo con 10 repetidos en el 75% 

de la población [32]. Los alelos de 28-33 CAG´s (previamente llamados “alelos 

intermedios”) son inestables y tienen riesgo de expansión durante la meiosis y, por lo 

tanto, puede ocurrir la aparición de SCA7 en la subsecuente generación [33]. Por otro 

lado, con los alelos de 34-36 CAG’s (alelos de baja penetrancia), los individuos pueden 

presentar manifestaciones leves de la enfermedad en etapas tardías de la vida [34]. Por lo 

tanto, el fenotipo mutante está en función del número de repetidos CAG, el cual será 

diferente en la decendencia del afectado, tendiendo este número a aumentar. Se han 

reportado expansiones de hasta 460 repetidos presentando la patología desde el 

nacimiento. [35].  

 

Figura 3. Expansión de repetidos CAG. Representación del gen ATXN7 y el trinucleótido CAG con el 

número de repetidos y su localización. 

El origen de la expansión no está bien esclarecido, pero se sabe que las alteraciones en 

los mecanismos de reparación, recombinación y replicación [36,37] tienden a formar 

estructuras heterodúplex o estructuras secundarias de DNA (Figura 4A), a lo cual le sigue 

la desnaturalización de dicha estructura y la resolución del heterodúplex (Figura 4B) 

[36,38]. Estas expansiones anormales pueden impactar a diversos genes y ser asociados 

a múltiples enfermedades. Además, las expansiones no son exclusivas de regiones 

codificantes, ya que pueden presentarse en regiones reguladoras como promotores, 

intrones y regiones no traducidas 3' (3’UTR) y 5’ (5’UTR). Sin embargo, en SCA7 la 

mutación impacta directamente en la región codificante, generando la traducción de 

proteína con un tracto rico en glutaminas (PolyQ). 
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Figura 4. Mecanismo y expansión de los microsatélites. (A) Estructuras heterodúplex en el material 

genético, con las cuales posiblemente inicia la expansión; (B) Pasos de la expansión de repetidos 

empezando por la desnaturalización de la estructura y resolución del heterodúplex mediante el llenado de 

gaps en la secuencia de ADN. 

3.1 Anticipación genética 

A diferencia de las mutaciones estáticas, las cuales se retienen en tejidos somáticos y son 

transmitidas de manera estable a su descendencia, el proceso de mutación de repetidos es 

dinámico; los repetidos CAG muestran inestabilidad en la línea somática y germinal y 

tienen una fuerte tendencia hacia la mutación, por lo que continúan expandiéndose en las 

generaciones sucesivas [38,40], lo que provoca la aparición del fenómeno “anticipación 

genética”. En este fenómeno, la severidad y la edad de inicio de la enfermedad están 

inversamente relacionadas; además, la enfermedad es más severa de una generación a 

otra. 

En SCA7, el fenómeno de anticipación se ve incrementado por la ausencia en general de 

interrupciones entre los repetidos CAG, cuya ausencia no puede ayudar a “estabilizar” la 

expansión. Dicho lo anterior, es común ver en SCA7 expansiones del orden de más de 

100 repetidos de una generación a otra, aumentando dramáticamente la edad de inicio 

(aproximadamente 19 + 13 años por generación) y severidad de la patología [41]. En este 

sentido, Ansorge y col. reportaron en el 2004 un caso de un padre con 39 repetidos CAG 

en el gen ATXN7 y en su hija hubo una expansión que llegó a 180 repetidos CAG, lo cual 

ocasionó que la paciente padeciera SCA7 con inicio infantil [42]. 

Además, la inestabilidad gonadal es particularmente mayor cuando la mutación es de 

transmisión paterna [43]. La evidencia clínica de que la transmisión paterna resulta en 

una expansión mayor está apoyada por la evidencia molecular de la presencia de 

mosaicismo en los gametos en los hombres [37]. 

4. Tratamiento 

Actualmente SCA7 no tiene tratamiento para evitar la aparición de la enfermedad ni para 

detener o curar los síntomas que se presentan. El tratamiento farmacológico para SCA7 

se ha realizado en pequeñas muestras de pacientes que presentan alta variabilidad tanto 

en el estadio clínico como en el número de repetidos de CAG, lo que dificulta la 
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interpretación de los resultados. A la fecha, se han implementado algunos tratamientos 

que han demostrado cierto efecto en otras enfermedades polyQ, pero dirigidos 

básicamente al control de la sintomatología como los dopaminérgicos y anticolinérgicos, 

que logran la reducción del temblor, distonía y bradicinesia; las contracciones musculares 

dolorosas pueden aliviarse con magnesio, quinina, mexiletina o con altas dosis de 

vitamina B [44]. De manera paliativa se han utilizado algunos antioxidantes, sin embargo, 

el tratamiento farmacológico solo ayuda a disminuir algunos signos de la enfermedad, 

por lo que no ha sido eficiente en el tratamiento de los pacientes con SCA7. 

Por otro lado, la rehabilitación física ha mostrado resultados positivos para ayudar a 

mantener cierta movilidad e independencia [45]. Además, de manera interesante, en el 

mismo estudio se demostró el beneficio del entrenamiento físico a nivel molecular, ya 

que se registró una disminución en los niveles de los marcadores de daño lipídico, MDA 

(malondialdehído) y LPH (lipohidroperóxidos), en un 70 % y 47 %, respectivamente, 

además de un ligero incremento en la defensa antioxidante en PON-1 (paraoxonasa-1) 

[45]. Sin embargo, a pesar de lo anterior reportado, dicha rehabilitación ayuda muy poco 

en cuanto a la progresión de los efectos motores de la enfermedad. 

Por lo tanto, es importante aclarar que el objetivo principal sigue siendo lograr un 

tratamiento realmente eficaz que ayude a disminuir y/o tratar la enfermedad. Para lograr 

dicho objetivo, primero necesitamos saber cómo funcionan normalmente algunos 

mecanismos que están involucrados en la patogénesis de la enfermedad. 

5. Bases Moleculares: Ataxina-7 

El gen ATXN7 codifica para una proteína de 892 aminoácidos conocida como ataxina-7. 

Esta proteína cuenta con una señal de exporte nuclear (NES), 3 señales de localización 

nuclear (NLS), 2 sitios de corte de caspasas, sitios para modificación post-traduccional 

vía fosforilación y SUMOilación y un tracto polyQ ubicado en la región N-terminal 

(Figura 5) [46]. 

Ataxina-7 es una proteína ubicua, pero es más abundante en el cerebro, retina y algunos 

tejidos periféricos como el músculo estriado, testículos y glándula tiroides. Su presencia 

predomina en el citoplasma donde colocaliza con el RE, pero no con la mitocondria ni el 

aparato de Golgi. A nivel de mRNA está altamente expresada en tejidos del Sistema 

Nervioso Central (SNC) [47,48]. 

Recientemente, se han identificado al menos un par de variantes originadas por 

procesamiento alternativo, sin embargo, son poco abundantes en comparación a la 

isoforma canónica [48]. 

 

Figura 5. Composición estructural de ATXN7. Isoforma correspondiente a un alelo con 10 CAG cuenta 

con 892 aa. Incluye la región polimórfica polyQ, 1 NES, 3 NLS y un sitio en lisina 257 para 

modificaciones post-traduccionales (acetilación y SUMOilación), 3 dominios conservados: un motivo de 

dedos de zinc (ZnF), un motivo Cys-X9-10-Cys-X5-cys-X2-His conocido como dominio ATXN7 y un 

dominio conservado. 
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5.1 Función de ataxina-7 

A la fecha, la función de ataxina-7 no está bien esclarecida, sin embargo, se observó que 

tiene un papel en la estabilización del citoesqueleto, la cual fue demostrada en un modelo 

in vitro. Brevemente, estructuras filamentosas formadas por ataxina-7 durante la mitosis 

se superponen con el huso y éste es el resultado de la interacción física entre ataxina-7 y 

α-tubulina, la cual ocurre independientemente de la longitud de repetidos. La sensibilidad 

reducida de las células transfectadas con ataxina-7 debido al nocodazol, un inhibidor de 

la polimerización de microtúbulos, sirvió como apoyo del papel de la ataxina-7 en la 

estabilización de los microtúbulos [49]. 

También se sabe que la ataxina-7 forma parte como subunidad de dos complejos 

regulatorios transcripcionales, el complejo TATA-binding protein-free TAF-containing 

complex (TFTC) y del complejo acetiltransferasa SPT3/TAF9/GCN5 (STAGA), los 

cuales suman las funciones de coactivador transcripcional como: reclutamiento de 

proteína de unión a TATA, formación del complejo de pre-iniciación y 2 actividades 

enzimáticas (acetilación de histonas (HAT) y desubiquitinación (DUB)), dándole a la 

ataxina-7 la capacidad de regular la transcripción. Ambos complejos tienen varios 

componentes proteicos incluyendo el sustituyente catalítico Gcn5 con actividad de HAT, 

con el cual se regula la transcripción gracias a la acetilación de la histona H3 y, en 

consecuencia, promueve el acceso a la secuencia asociada al ADN mediante la 

maquinaria de transcripción [50–52] (Figura 6A). 

La función de STAGA en la retina es considerada como el mecanismo mejor estudiado, 

ya que se sabe que este complejo interactúa con el factor de transcripción CRX, el cual 

es un factor de transcripción nuclear que juega un papel esencial en la diferenciación de 

los fotorreceptores de vertebrados. Este factor controla una red transcripcional, 

incluyendo numerosos genes específicos de fotorreceptores como rodopsinas y las 

opsinas del color mediante la acetilación de la histona H3, dando como resultado la 

transcripción de genes retinales importantes para la función y mantenimiento de los 

fotorreceptores (Figura 6B) [50,53,54]. 

5.2. Patogénesis molecular 

A pesar de que la ataxina-7 se expresa de forma ubicua, la región más afectada por la 

mutación es el cerebro, posiblemente por su alta demanda energética y mayores niveles 

de expresión. Esto hace que las células neuronales dependan del metabolismo energético 

oxidativo por su incapacidad de producir ATP mediante glicólisis y, por lo tanto, 

dependen de una mitocondria funcional para la fosforilación oxidativa, lo que provoca 

que las mitocondrias disfuncionales sean un mecanismo compartido en la 

neurodegeneración [55]. 

5.2.1 Ataxina-7 mutada y su efecto en la retina 

Cuando la proteína ataxina-7 tiene 37 repetidos o más del aminoácido “glutamina” en el 

extremo N-terminal, intrínsecamente es propensa a formar agregados con estructura β-

plegada, con lo cual altera su conformación tridimensional y resulta en una combinación 
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de pérdida de función y posible ganancia de función patogénica, afectando la función del 

complejo STAGA [56]. 

 

Figura 6. Función de ATXN7 wt y patogénica en el complejo SAGA a nivel de retina. (A) ATXN7 

pertenece al módulo de desubiquitinación (DUBm) que incluye la proteasa de ubiquitina USP22, ATXN7 

L3 y ENY2. DUBm media la interacción con GCN5 y el complejo SAGA (SPT-ADA). ATXN7 puede 

interactuar con factores de transcripción como CRX. El complejo SAGA cuenta con actividad de 

acetilación de la histona H3 dependiente de GCN5 y actividad de desubiquitinación en H2B dependiente 

de USP22; (B) Función del complejo STAGA en la retina. La proteína ataxina-7 forma parte del complejo 

STAGA e interactúa con la subunidad GCN5, así que facilita el reclutamiento de STAGA y la acetilación 

de la histona H3 mediada por GCN5 a través de interacciones con un promotor unido a un factor de 

transcripción como CRX; (C) Transcripción génica dependiente de STAGA en la mutación de ataxina-7. 

La presencia de la proteína ataxina-7 mutante tiene un efecto dominante negativo, en el cual provoca la 

inhibición de la función GCN5 (acetilación de histonas) dentro del promotor STAGA, de las interacciones 

con la ataxina-7 wt ubicada dentro del complejo STAGA, o de la incorporación dentro de STAGA en el 

lugar de ataxina-7 wt, resultando en la incorporación reducida de ADA2b, SPT3 y TAF12. 

Imágenes (B y C) tomadas del artículo de Palhan, V.B. et al, titulado Polyglutamine-Expanded Ataxin-7 

Inhibits STAGA Histone Acetyltransferase Activity to Produce Retinal Degeneration, publicado en la 

revista Proceedings of the National Academy of Sciences en el año 2005 [58]. 

En estudios in vitro y en un modelo in vivo en ratón con SCA7 con 92 repetidos se 

demostró que el transcrito de ATXN7 mutante (mATXN7) interrumpe la función de 

STAGA y TFTC posiblemente reduciendo o inhibiendo la actividad de HAT. Además, la 

interacción de ATXN7 y el factor de transcripción CRX está reducida ante la presencia de 

mATXN7, resultando en una disminución en la transcripción de los genes retinales 

necesarios para la función y mantenimiento de los fotorreceptores, lo cual podría explicar 

la muerte de conos y bastones en la retina y así provocar la degeneración retinal (Figura 

6C) [58,59]. Además, Palhan y col. observaron en el modelo de ratón una reducción 

significativa en la expresión de 3 actividades específicas de fotorreceptores: CRX, NRL 

(basic motif leucine zipper transcriptional activator) y Nr2E3 (orphan nuclear receptor), 
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sugiriendo que los fotorreceptores en los ratones pueden perder su habilidad para 

mantener un estado diferenciado con el tiempo, resultando finalmente en disfunción [58]. 

5.2.2 Mutación en ataxina-7 y su efecto en la formación de agregados proteicos 

Se ha descrito que ataxina-7 tiene un sitio de corte para caspasa-7, por lo que la proteína 

puede ser escindida, formando agregados proteicos de la proteína truncada (tr-mATXN7), 

los cuales son posiblemente más tóxicos que los agregados proteicos de la proteína 

mutante sin escindir (FL-mATXN7) [46,60]. 

Cuando las estructuras aberrantes tipo β-plegada se acumulan para formar agregados 

insolubles o inclusiones nucleares, no sólo afecta su función normal, sino que el mismo 

agregado es capaz de secuestrar otras moléculas. En modelos celulares de SCA7 en las 

líneas celulares HEK293 y SH-SY5Y, se observó que hubo formación de inclusiones 

intranucleares neurales (NII), las cuales contenían reclutadas a las proteínas CBP, p53, 

ubiquitinas, ataxina-3, Hsp70, Hsp40, ataxina-7, subunidades de UPS, caspasa-3 y wt-

ataxina-7 [61,62]. Además, caspasa-3 fue reclutada en las inclusiones en cultivo celular 

y en cerebro post-mortem de humano y su expresión fue sobre regulada en neuronas 

corticales [55,61]. 

Garden y col., en el 2002, utilizaron un modelo murino transgénico con 92 repetidos de 

glutamina (92Q) para reproducir los signos de la enfermedad de SCA7, el cual presentó 

ataxia en la marcha. En la Figura 7 se muestra una inmunotinción de un corte de corteza 

cerebelar de un ratón sano (Figura 7A) con una organización de las 3 capas cerebelares y 

una gran arborización dendrítica, mientras que en la Figura 7B se muestra una 

disminución de la arborización dendrítica y cambios ultraestructurales de las células de 

Purkinje, lo cual es indicativo de degeneración [56]. Además, en la Figura 7B se observan 

agregados proteicos, los cuales están teñidos de color magenta, tanto en la capa molecular 

como en la capa ganglionar del cerebelo. Las células de Purkinje no presentan agregados 

proteicos, sin embargo, estas células son severamente afectadas por la mutación, 

posiblemente debido a un efecto de naturaleza autónoma independiente de la célula 

debido a la disfunción inducida por las poliglutaminas en células adyacentes [63]. 

Por ende, esta evidencia nos lleva a pensar que los agregados tienen la capacidad de 

activar muerte celular programada, lo que lleva a la neurodegeneración y posiblemente 

sea el mecanismo de mayor importancia en la degeneración de las diversas regiones 

cerebrales. 

5.2.3 Mutación en ataxina-7 y su efecto a nivel post-traduccional 

Las modificaciones post-traduccionales en residuos específicos de las proteínas con 

polyQ expandida como fosforilación, SUMOilación y acetilación podrían alterar las 

interacciones con las proteínas de unión normal. Además, estos mecanismos post-

traduccionales también pueden influenciar la estabilidad y tasa de disminución de la 

proteína mutante, por lo que pueden regular la acumulación y toxicidad de la proteína 

mutante. Por ejemplo, la acetilación de la lisina 257 (K257) regula la escisión de ataxina-

7 mediada por caspasa-7 de manera dependiente a la expansión de repetidos. Dicha 

escisión proteolítica en los aminoácidos 266 y 344 ocasiona mayor toxicidad por la 

generación de un fragmento que contiene la región polyQ expandida, el cual es más 
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susceptible a agregarse y causar más toxicidad en la célula [40,46,55]. Por otro lado, se 

descubrió que la SUMOilación influencia la patogénesis de SCA7 de manera positiva, ya 

que se cree que la SUMOilación en K257 disminuye la propensión de agregación y 

toxicidad celular de la proteína mutante [64]. 

 

Figura 7. Inmunotinción del corte de corteza cerebelar de ratón sano contra ratón afectado con SCA7. 

(A) En el corte de corteza cerebelar de ratón se observan las 3 capas cerebelares sanas; (B) Cerebelo de 

un ratón transgénico con 92Q en ATXN7, en donde la capa molecular tiene una disminución en la 

arborización dendrítica indicando degeneración (verde), mientras que la capa de células de Purkinje 

presenta muerte celular. La capa molecular y la capa granular presentan agregados proteicos de ataxina-7 

(rosa). (ML = capa molecular; PCL = capa de las células de Purkinje; GCL = capa granular). 

Imágenes tomadas del artículo de Garden, G. et al, titulado Molecular Pathogenesis and Cellular 

Pathology of Spinocerebellar Ataxia Type 7, publicado en la revista Cerebellum en el año 2008 [56]. 

5.2.4 Mutación en ataxina-7 y su efecto a nivel de UPS y autofagia 

Existen varios estudios que han sugerido a la autofagia como uno de los factores más 

importantes en el aclaramiento de los agregados proteicos, por lo tanto, su mal 

funcionamiento estaría relacionado con neurodegeneración. En un modelo in vitro, 

Mookerjee y col, bloquearon el sistema de autofagia y en consecuencia hubo un 

incremento en la acumulación de ataxina-7 mutante [46]. Por otro lado, en un modelo 

murino KI con mAtxn7-92Q se observó un incremento en estructuras que dieron positivo 

para la cadena ligera 3 de proteína asociada a microtúbulos (LC3), marcador específico 
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para monitorear la autofagia, en las células de Purkinje, indicando que el sistema de 

autofagia se incrementó ante la presencia de la proteína mutante [46]. Esto sugiere que la 

actividad autofágica basal previene la acumulación de proteína aberrante. 

En otro modelo murino heterocigoto KI con mAtxn7-266Q, las inclusiones de ataxina-7 

mutada que se acumularon contenían proteínas asociadas a autofagia como mTOR, 

beclina-1, p62 y ubiquitina. Además, se observó acumulación atípica de los marcadores 

de autofagosoma/lisosoma LC3, LAMP-1, LAMP-2 y catepsina-D en el cerebelo del 

ratón, lo cual podría explicar la incapacidad en el aclaramiento proteico por parte del 

sistema de autofagia debido al secuestro de componentes necesarios para su realización, 

trayendo como consecuencia neurodegeneración [65]. En pacientes con SCA7 también 

se acumularon marcadores de autofagia en el cerebelo y corteza cerebelar, lo que sugiere 

que la autofagia podría estar alterada por acumulación selectiva de ataxina-7 mutante 

[65].  

Por otro lado, en el modelo murino KI con mAtxn7-266Q se estimuló el aclaramiento de 

la ataxina-7 mutante por medio del sistema ubiquitín proteasoma (UPS) al usar el 

tratamiento de interferón- β para estimular a los clastosomas en las subunidades del 

proteosoma. Dicho tratamiento redujo las inclusiones intranucleares neuronales y la 

ataxina-7 mutante insoluble ubicadas en el cerebelo del ratón, beneficiándolo en su 

comportamiento locomotor y proveyendo protección a las células de Purkinje contra la 

muerte neuronal [66,67].  

Por lo tanto, la formación de agregados mutantes y la disfunción de los sistemas de 

degradación parecen conformar el conjunto perfecto para el aumento de la muerte celular 

inducida. 

5.2.5 Mutación en ataxina-7 y muerte celular por apoptosis 

Wang y col., en el 2015, insertaron Atxn7-Q65 en un cultivo neuronal primario de 

cerebelo con un adenovirus recombinante, lo cual provocó cambios morfológicos de 

muerte celular como pérdida de neuritas, hinchamiento del cuerpo celular activando la 

apoptosis vía intrínseca (caspasa-9) y finalizando la muerte con caspasa-3 [68]. Este 

efecto de apoptosis por vía intrínseca se corroboró mediante la alteración en la expresión 

de la familia de proteínas Bcl2, que son reguladores clave en apoptosis mediada por 

mitocondria. Además, en el mRNA de estos transcritos en neuronas cerebelares, Bax 

(inductor de apoptosis) aumentó y Bcl-Xc (inhibidor de apoptosis) disminuyó [68]. En 

este sentido, este mecanismo parece ser la conclusión del sinergismo de múltiples efectos 

que concluyen con la degeneración celular. 

6. Alternativas terapéuticas 

En la Figura 8 se muestra un resumen de los eventos patológicos en SCA7 y algunos 

potenciales blancos terapéuticos. En el citoplasma, en la Figura 8A se observa la proteína 

ATXN7 mutante (mATXN7), la cual se acumula debido a la mutación. Ésta puede ser 

escindida por caspasa-7 y liberar el fragmento N-terminal que parece ser más tóxico. Si 

el fragmento N-terminal se encuentra acetilado en K257, como en la Figura 8B, no podrá 

ser degradado por autofagia. En el núcleo, los clastosomas normalmente degradarían a 
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mATXN7, pero el sistema está saturado por la presencia de mATXN7, provocando su 

acumulación (Figura 8C). Por otro lado, mATXN7 SUMOilada forma agregados 

redondos, los cuales secuestran subunidades del complejo SAGA (Figura 8D) y mATXN7 

no SUMOilada forma agregados con forma de estrella y secuestran proteínas como 

caspasa-3, la subunidad proteosomal 19s y HSP70 (Figura 8E). Por último, las 

alteraciones transcripcionales ocasionadas por la disfunción de SAGA y la alteración de 

reguladores transcripcionales como CBP, p53 y RORα1, llevan a la regulación a la baja 

de genes específicos para ciertos linajes celulares como fotorreceptores y específicos para 

oligodendrocitos, además de pri-miR-124 (Figura 8F) [57]. 

A continuación, se mencionan los potenciales blancos terapéuticos para disminuir o 

eliminar la patología de SCA7, los cuales están indicados en la Figura 8 en color rojo. 

● Bloquear la proteólisis con inhibidores de caspasas (Figura 8G). 

● Prevenir la acetilación mediante la sobreexpresión de la desacetilasa (Figura 8H). 

● Prevenir la acumulación nuclear induciendo la formación de clastosomas con 

interferón-β (Figura 8I). 

● Inhibir la formación de agregados tóxicos con fármacos (Figura 8J). 

● Aumentar la transcripción al inhibir la desacetilación de histonas o ubiquitinación 

o mediante el tratamiento con factores neurotróficos como HGF y antibiótico 

ceftriaxona (Figura 8K). 

● Prevenir la acumulación del mRNA de ATXN7 o la proteína mediante el 

silenciamiento del gen mutado o mediante el uso de fármacos o inhibidores 

(Figura 8L). 

A continuación, se describirán las alternativas más importantes en el desarrollo de 

estrategias terapéuticas de mayor eficiencia. 
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Figura 8. Eventos patológicos de ataxina-7 mutante y potenciales blancos terapéuticos. (A) 

ATXN7 mutante (mATXN7) se acumula y es escindida por caspasa-7, liberando los fragmentos 

amino-terminales (Nter); (B) Acetilación de Nter-mATXN7 en L257 evita su degradación por 

autofagia en el citoplasma; (C) La actividad de los clastosomas normalmente degrada mATXN7, 

pero se ve saturado y mATXN7 se acumula; (D) Agregación de mATXN7 SUMOilado provoca 

formación de agregados redondos; (E) mATXN7 no SUMOilado forma agregados con forma de 

estrella; (F) Las alteraciones transcripcionales son ocasionadas por la disfunción de SAGA y 

alteración de reguladores transcripcionales como CBP, p53 y RORα1 que llevan a la regulación 

a la baja de genes específicos de fotorreceptores y oligodendrocitos. También ocurre una 

represión de pri-miR-124. Las oportunidades terapéuticas incluyen: (G) bloquear la proteólisis 

con inhibidores de caspasa; (H) prevenir la acetilación al sobreexpresar las desacetilasas; (I) 

Prevenir acumulación nuclear al inducir la formación de clastosomas con interferón-β; (J) 

Inhibir la formación de agregados tóxicos; (K) Sobreregular la transcripción al inhibir la 

desacetilación o ubiquitinación de histonas, o mediante el tratamiento con factores neurotrópicos 

como HGF y ceftriaxona; (L) Prevenir la acumulación de mRNA ATXN7 o traducción usando 

inhibidores. (Modificado de [57]). 

6.1 Silenciamiento de un gen 

6.1.1 Oligonucleótidos antisentido (ASO) 

Es una técnica no viral útil para disminuir la expresión de un gen o proteína a partir de 

los niveles de RNA. Los ASOs son cadenas sencillas cortas de oligonucleótidos que se 

unen selectivamente al mRNA complementario de interés para que éste sea escindido por 

la RNasa–H [69].  

Los ASOs también pueden estar dirigidos hacia una región del pre-mRNA para 

enmascarar alguna señal de splicing específica dentro de los exones o intrones por 
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impedimento estérico y como consecuencia, excluir uno o varios exones que estén 

mutados. A pesar de que el marco de lectura del RNA se mantiene, se genera una nueva 

proteína internamente truncada, con lo cual su función podría verse comprometida 

[70,71]. Las estrategias no-alelo-específico no discriminan entre transcritos sanos y 

mutados, lo cual podría traer consecuencias a nivel celular. 

Los ASOs alelo-específico pueden estar dirigidos hacia los repetidos expandidos, sin 

embargo, los repetidos como CAG se encuentran de manera ubicua en el transcriptoma 

humano, lo cual podría ocasionar efectos tóxicos dentro de las células. Una estrategia más 

segura es dirigir el ASO hacia un SNP en el gen mutado, aunque el tratamiento estaría 

limitado para cierto porcentaje de los afectados [72]. 

Al utilizar herramientas moleculares modificadas químicamente, nos lleva a que el diseño 

de un tratamiento in vivo sea solo a través de administraciones continuas, ya que el efecto 

desafortunadamente no sería permanente. 

6.1.2 RNA interferente (RNAi) 

La tecnología interferente es un proceso conservado evolutivamente que induce el 

silenciamiento de genes a un nivel postranscripcional, iniciado por secuencias de doble 

cadena de RNA (dsRNA) ya sea como siRNAs o derivados de shRNAs [73]. Esta 

tecnología se ha usado como potencial herramienta terapéutica con el objetivo de reducir 

o silenciar blancos génicos patogénicos, incluyendo la ganancia de función de las 

enfermedades del SNC [74]. La opción más conveniente es el silenciamiento alelo-

específico [73], aunque la desventaja es que se requieren vectores virales (como los 

adenovirus) para entregar al interferente o el plásmido, con lo que hay riesgo de activación 

de la respuesta del sistema inmune. 

6.2 Sistemas de Edición de ADN 

Recientemente se han desarrollado diversas estrategias muy prometedoras dirigidas a la 

edición génica a través de sistemas de CRISPR/Cas9, endonucleasas dedos de Zinc (ZFN) 

o nucleasas efectoras similares a activadores transcripcionales (TALENS) [44]. Los 

primeros ensayos in vitro se aplicaron en HD y SCA3 [75,76]. Sin embargo, a la fecha 

existen múltiples efectos que pueden ocasionar rearreglos génicos no deseados, por lo que 

su uso a nivel clínico aún se encuentra lejano como una alternativa eficiente en el 

tratamiento de las enfermedades polyQ. 

6.3 Incremento de la degradación proteica 

Por otro lado, el uso de fármacos se enfoca en la disminución o eliminación de proteínas 

mutadas. Hay diversos fármacos que se han probado in vitro e in vivo de manera efectiva 

al momento de eliminar los agregados proteicos en diferentes patologías. 

En una revisión de Buijsen y col., reunieron resultados sobre algunos fármacos que han 

sido estudiados en enfermedades polyQ (para mayor detalle consultar [77]) con efectos 

benéficos como cafeína, cloruro de litio, 17-DMAG, temsirolimus, citalopram, ácido 

valproico, rapamicina, entre otros. Éstos tienen diferentes mecanismos de acción como 

inducción de los sistemas de aclaración proteica, principalmente, la autofagia o el UPS. 
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Dentro de estos fármacos, la rapamicina ha mostrado resultados consistentes y 

prometedores en modelos de enfermedades neurodegenerativas para la eliminación de 

agregados proteicos mediante la activación de autofagia, por lo que puede ser probado 

como fármaco modelo. Sin embargo, la mayoría de este grupo de fármacos prometedores 

ha sido limitado por las propiedades intrínsecas de los agentes terapéuticos (pobre 

solubilidad en agua, poca biodisponibilidad, pobres propiedades farmacéuticas) y, sobre 

todo, la dificultad para atravesar las barreras fisiológicas, incluyendo la barrera 

hematoencefálica. Además, éstos pueden ser tóxicos a la concentración terapéutica 

necesaria o metabolizados y perder sus propiedades terapéuticas de interés [78,79]. 

6.3.1. Rapamicina 

La rapamicina o sirolimus es un compuesto macrólido aislado de la bacteria Streptomyces 

hygroscopicus que tiene estructura de anillo y un esqueleto acilo saturado (Figura 9A) 

[80]. Este fármaco está directamente relacionado con quiescencia celular, proliferación, 

cáncer y longevidad. Además, tiene efecto sobre la activación de autofagia, la cual ocurre 

mediante la inhibición de mTOR, el cual regula negativamente la ruta PI3K/AKT/mTOR 

[81]. 

La activación de IRS1/2 y en consecuencia de PI3K/AKT, controla la fosforilación de 

mTOR y de la degradación/síntesis proteica. Así, mTOR fosforila directamente a ULK1 

y mAtg13 e inhibe su actividad, la cual es esencial para la inducción de autofagia. En 

presencia de rapamicina, ésta se une a la proteína citosólica FKBP12 y la unión de este 

complejo a mTOR resulta en la inhibición de mTORC1 [81] (Figura 9B).  

Ante este panorama, la rapamicina tiene la capacidad de activar el sistema de degradación 

de proteínas anómalas, que como se describió anteriormente, se encuentra limitado en 

presencia de la patología. La eliminación de agregados anormales producidos por la 

presencia de la proteína mutante, podría ser una alternativa en la disminución de muerte 

celular y, por ende, en la disminución del efecto patogénico de la SCA7. 
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Figura 9. Rapamicina y su mecanismo de acción. (A) Estructura química de rapamicina; (B) Vía de 

señalización de mTOR y rapamicina. 

6.3.2 Características fisicoquímicas de la rapamicina 

La rapamicina es una molécula compleja con un peso molecular de 914.17 g/mol y 

solubilidad muy baja (Tabla 1). Esta molécula no contiene grupos funcionales ionizables 

en el rango de pH 1-10, por lo que el ajuste de pH no tiene efecto en su solubilidad acuosa, 

y entonces es necesaria una mezcla de cosolventes y agentes hidrotrópicos para lograr 

una mayor solubilidad en agua para administración parenteral [82]. 
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Tabla 1. Características fisicoquímicas de la rapamicina 

Fórmula  C51H79NO13 

PM 914.17 g/mol 

T fusión 183 ºC 

Solubilidad en agua 2.6 μg/mL 

Log P 6 

Reglas de Lipinsky NO administrar vía oral 

t1/2 57-63 h 

Absorción (longitud de onda) 280 nm 
Ref: [79,82,83] 

6.3.3 Farmacodinamia y Farmacocinética 

La rapamicina administrada por vía oral, en forma líquida y sólida, es rápidamente 

absorbida con un pico de concentración en sangre de 1-2 h. Ésta es extensamente 

metabolizada por la isoenzima CYP3A4 del citocromo P450 y también es sustrato de la 

glicoproteína-P (P-gp), favoreciendo una baja biodisponibilidad y alta variabilidad 

farmacocinética. La biotransformación de rapamicina ocurre por hidroxilación o 

desmetilación, formando diversos metabolitos [83]. La mayoría de los metabolitos son 

eliminados por las heces y un 2 % mediante excreción renal [84]. La eliminación de la 

rapamicina del cuerpo es de 127-249 mL/h/kg [85]. 

6.3.4 Usos actuales 

Se sabe que la rapamicina tiene una potente actividad inmunosupresora y además inhibe 

la activación y proliferación de las células T, por lo que su uso está aprobado para 

profilaxis de rechazo de trasplante renal y se encuentra en investigación para trasplante 

de hígado, corazón, pulmón y páncreas. Además, se ha demostrado que los stents 

recubiertos con sirolimus® son muy efectivos en la reducción de la estenosis coronaria, 

tasas de reintervención y otros eventos cardiacos adversos en pacientes con enfermedad 

coronaria [79]. 

Por otro lado, dado que la rapamicina inhibe a la cinasa mTOR aumentando la autofagia, 

tiene propiedades antiproliferativas, su administración es benéfica para el tratamiento de 

tumores y algunos estados patológicos benignos asociados con proliferación anormal 

[79]. 

Finalmente, la rapamicina junto con sus análogos, son útiles para el tratamiento de otras 

enfermedades como esclerosis tuberosa, sarcoma de Kaposi, diabetes, cicatrices 

queloides, psoriasis, envejecimiento, entre muchos otros [79]. 

6.3.5 Evidencia de actividad farmacológica en modelos in vitro 

Posterior al tratamiento con 0.2 µg/mL de rapamicina por 72 h en un modelo celular 

inducible TET-ON de SCA3 que expresa ataxina-3/Q70 y otro con transfección 

transitoria en células COS-7 expresando ataxina-1/Q92, se observó la disminución de los 

niveles de ataxina-1/Q92, así como el decremento de células con agregados y la 

proporción de células con morfología nuclear apoptótica [86]. 



 

20 
 

De manera similar, la administración de 200 ng/mL de rapamicina en un modelo celular 

inducible TET-OFF en células PC12 que expresan ataxina-7/Q65, logró el aumento de 

los niveles de LC3 II, indicando la activación de la autofagia. Los agregados de ataxina-

7/Q65 escindida y/o ataxina-7/Q65 agregada fueron eliminados por autofagia y sin 

cambiar los niveles de expresión de la proteína soluble ataxina-7 [60]. 

Cabe resaltar que el diseño terapéutico de politerapia para la Enfermedad de Huntington 

(HD), consistió en la combinación de rapamicina (200 nM) y LiCl (10 mM) como 

inductores de autofagia dependiente e independiente de mTOR en las líneas celulares 

COS-7 y MEF. Con este tratamiento aumentaron los niveles de autofagia y, por lo tanto, 

disminuyeron los agregados de la proteína mutante. El mismo tratamiento, pero con 2 µM 

de rapamicina y 4.2 mM de LiCl en Drosophila melanogaster, también dio como 

resultado un efecto protector aditivo contra la neurodegeneración de HD [87]. 

6.3.6 Evidencia de actividad en modelos in vivo 

Los estudios in vitro fueron validados in vivo en un modelo de HD en Drosophila 

melanogaster que expresan Htt/Q108 en neuronas, lo que causó un incremento en la 

muerte de neuronas en pre-adultos, la cual fue parcialmente rescatada con 1 µM de 

rapamicina [86]. 

De manera paralela, en otro modelo de Drosophila melanogaster con mHtt/Q120 

expresado en los fotorreceptores, después del tratamiento con 1 µM de rapamicina, se 

observó una marcada disminución en la neurodegeneración. Adicionalmente, probaron 

un análogo de rapamicina (CCl-779) con propiedades farmacéuticas más favorables para 

aliviar los síntomas en un modelo murino que expresa mHtt/Q171. El tratamiento fue 

administrado de forma intraperitoneal con una solución al 1% v/w de CCl-779 (20 

mg/kg). Después del tratamiento se observó una mejora en el ratón en las pruebas de 

rotarod, fuerza de agarre, maniobra de alambre y temblores. Además, este tratamiento 

logró disminuir la cantidad de agregados en el estriado y dichos agregados fueron más 

pequeños [88]. 

Finalmente, en un modelo murino KI heterocigoto con 266Q para la proteína ataxina-7, 

se administró vía intraperitoneal al tratamiento con IFN- β por durante 6 semanas. Al 

término del tratamiento, los ratones que recibieron el tratamiento mostraron una mejora 

en la función locomotora, así como en balance, coordinación motora y movimientos finos 

[89]. 

6.3.7 Desventajas del uso terapéutico de la rapamicina 

A pesar de ser un fármaco muy prometedor y versátil, tiene varias desventajas que pueden 

limitar el diseño de nuevos experimentos. Por un lado, la rapamicina muestra una baja 

biodisponibilidad por ser sensible al ácido gástrico, tiene solubilidad y permeabilidad 

limitada, sufre metabolismo de primer paso y es sustrato de la bomba de eflujo P-gp [79]. 

Por otro lado, tiene efectos adversos que son dependientes de la dosis como 

inmunosupresión, inhibición del crecimiento óseo, incremento del colesterol, triglicéridos 

y niveles de creatinina en suero y una menor tasa de filtración glomerular. También puede 
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provocar leucopenia, trombocitopenia, anemia, sarpullido, diarrea, hipertensión e 

hipopotasemia [79]. 

Finalmente, las propiedades fisicoquímicas de la rapamicina como su alta hidrofobicidad 

son poco favorables para su administración in vivo, lo que complica la preparación de 

formulaciones y entrega del fármaco hacia su tejido blanco en concentraciones efectivas. 

Por ejemplo, los fármacos hidrofóbicos son disueltos generalmente en grandes cantidades 

de excipientes, pero si es requerida una administración frecuente, aumenta la posibilidad 

de efectos tóxicos ocasionados por los excipientes [90]. 

Para enfrentar dichas limitaciones de la rapamicina y de múltiples fármacos dirigidos al 

SNC, se han utilizado sistemas innovadores de tamaño nanométrico como vehículo de 

fármacos para que sean protegidos y acarreados hasta la región de interés. El uso de 

sistemas en escala nanométrica tiene diversas ventajas, ya que evitan el reconocimiento 

del sistema inmune, pueden ser diseñados y funcionalizados para realizar entrega a nivel 

tejido-específico, pueden tener la capacidad de atravesar barreras fisiológicas como la 

hematoencefálica y pueden evitar la formación trombótica a nivel circulatorio [78]. 

7. Nanotecnología como transporte farmacológico 

La nanotecnología es la manipulación de la materia a una escala nanométrica. Ésta 

incluye el tratamiento de átomos individuales, moléculas o compuestos en estructuras 

para producir materiales y dispositivos con propiedades especiales. Involucra trabajo de 

“top down” (al reducir el tamaño) y “bottom up” (cambiar moléculas en nanoestructuras). 

Los nanomateriales son materiales con un tamaño menor que 1 µm en al menos una 

dimensión y que contiene por lo menos un 50% de partículas de 100 nm. Sin embargo, 

no hay consenso sobre el tamaño mínimo o máximo, por lo que algunos autores lo 

restringen a un tamaño de 1-100 nm [78]. 

Estos nanomateriales tienen diferentes propiedades como conductividad eléctrica, 

reactividad química, magnetismo, efectos ópticos y resistencia física. Por lo tanto, 

algunos beneficios son el incremento de la entrega de fármacos pobremente permeables, 

la capacidad para dirigir los fármacos en una forma célula-específica, el aumento en la 

biodisponibilidad de los fármacos y la capacidad de entrega de 2 o más compuestos 

terapéuticos para politerapia [91]. 

Existe una amplia gama de sistemas nanotecnológicos, pero algunos ejemplos de 

nanomateriales capaces de acarrear fármacos para su liberación en el SNC se mencionan 

a continuación [78,92]  

● Liposomas: Son creados a partir del colesterol y fosfolípidos naturales no-tóxicos 

y tienen un tamaño entre 50 y 200 nm. Son biocompatibles, no tóxicos, versátiles, 

con buena eficiencia de entrampamiento. Puede entregar compuestos hidrofílicos 

o hidrofóbicos. Disminuyen los efectos secundarios de algunos fármacos potentes 

e incrementa eficacia, pero su estabilidad es limitada [91]. 

● Dendrímeros: son estructuras hiper ramificadas y globulares con un tamaño 

menor a 10 nm. Se usan para un mayor tiempo de circulación, entrega de un 

material bioactivo controlado, entrega dirigida de partículas bioactivas a 

macrófagos y entrega dirigida al hígado. El tipo de moléculas que pueden ser 
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transportadas son ADN y siRNAs. Su desventaja es que provocan toxicidad, la 

cual es atribuida a su superficie catiónica y su mayor aplicación es como vehículo 

de fármacos anticancerígenos [91]. 

● Micelas: son un buen candidato para entrega de fármacos dirigidos al cerebro por 

su biocompatibilidad y evasión del sistema inmune. Se usan como agentes para 

diagnóstico como imagenología, son del tamaño de un virus y pueden transportar 

fármacos hidrofóbicos [91]. 

● Nanoacarreadores o nanopartículas: dispersiones particuladas o partículas 

sólidas con un tamaño entre 10 – 1000 nm. El fármaco puede estar disuelto, 

entrampado, encapsulado o anclado a la matriz del nanoacarreador. Dependiendo 

de su método de preparación, se clasifican en nanoesferas y nanocápsulas. Sus 

principales objetivos como nanoacarreador durante su diseño son el control del 

tamaño de la partícula, las propiedades de superficie y la liberación de los agentes 

farmacológicos para lograr una acción sitio-específica del fármaco a una 

velocidad y régimen de dosis terapéuticamente óptimos [93]. 

La barrera hematoencefálica (BHE) es una barrera aniónica altamente compleja e 

impermeable conformada por células endoteliales, astrocitos, microglía y pericitos. Por 

lo que el transporte a través de esta barrera está limitado por barreras físicas y metabólicas 

(enzimas y sistemas de transporte) restringiendo y separando al cerebro humano del 

sistema circulatorio [94–96]. En la Figura 10 se muestran los tipos de rutas que usan las 

diferentes moléculas para atravesar al SNC desde el sistema circulatorio. 

7.1 Nanoacarreadores poliméricos 

Están elaborados con materiales poliméricos y atraviesan la BHE mediante endocitosis 

seguida de transcitosis a través de los capilares cerebrales de las células endoteliales que 

recubren los capilares sanguíneos del cerebro [91]. Los polímeros con los que están 

elaboradas dependerán del fin con el que se quieran utilizar. En general, se seleccionan 

polímeros altamente biodegradables y previamente aprobados por la FDA. Los 

nanoacarreadores poliméricos están formados en general por un componente polimérico 

base, un estabilizante y de manera optativa tienen un surfactante. A continuación, se 

detallará cada uno. 

7.1.1 Polímero base 

Los polímeros son unidades repetidas de monómero, los cuales son biodegradables y no 

tóxicos. Dichos biomateriales han sido utilizados ampliamente en la práctica médica, 

entre los que sobresalen los polímeros sintéticos como el polietilenglicol (PEG), 

poliacrilatos, poliésteres, poli-caprolactonas, poliacrilamidas, quitosán y el ácido poli-

láctico-co-glicólico (PLGA). De entre estos, el PLGA es un copolímero aprobado por la 

FDA debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad. Cuando está en 

contacto con agua, sus enlaces tipo éster son escindidos mediante hidrólisis, dando lugar 

a los monómeros ácido láctico y ácido glicólico. Estos subproductos son fácilmente 

metabolizados y eliminados eficientemente en el cuerpo vía ciclo de Krebs sin provocar 

toxicidad sistémica por ser subproductos de varias rutas metabólicas en el cuerpo [97].  
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Las características atractivas de los nanoacarreadores basados en este polímero como 

tamaño, alta integridad estructural, estabilidad, facilidad de fabricación, liberación 

controlada y degradación en alrededor de 2 meses, lo hacen un vehículo terapéutico muy 

versátil, el cual puede ser utilizado como base para ser funcionalizado [97]. 

 

 

Figura 10. Rutas de transporte de las moléculas hacia el SNC. (A) La molécula se mueve entre las 

células, por lo que evade su destrucción por el sistema celular; (B) la molécula debe entrar a la célula y 

salir del otro lado de la célula para alcanzar el tejido; (C) la molécula forma un enlace con la proteína 

transportadora en un lado de la membrana que sufre un cambio conformacional en la proteína 

produciendo el transporte de la sustancia al otro lado de la membrana de alta a baja concentración o en 

contra del gradiente mediante el uso de ATP; (D) las moléculas policatiónicas atraviesan las células 

endoteliales mediante la interacción electrostática entre una sustancia cargada positivamente y la 

superficie de la membrana plasmática cargada negativamente; (E) la molécula logra internalizar mediante 

los receptores que contienen las células endoteliales; (F) son transportadores de la familia ABC 

(transportadores de unión a ATP) que pueden retornar las moléculas al torrente sanguíneo con la 

especificidad de sustratos diferentes. 

Imagen tomada del artículo de Borbolla-Jiménez, et al, titulado New Perspectives of Gene Therapy on 

Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias: From Molecular Targets to Novel Nanovectors, publicado en la 

revista Pharmaceutics en el año 2021[44]. 

7.1.2 Estabilizantes 

Existen diversos estabilizantes para la generación de nanoacarreadores, sin embargo, por 

su versatilidad, el alcohol polivinílico (PVA) es ampliamente utilizado en nanotecnología. 

PVA es un polímero lineal, sintético, anfifílico, biocompatible y biodegradable que 

funciona como agente emulsificante al disminuir las tensiones interfaciales de las 

soluciones. Tiene la capacidad de formar partículas relativamente pequeñas y con una 

distribución de tamaño uniforme, por lo que es un buen candidato para aplicaciones 

biomédicas [98]. 
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El PVA estabiliza las emulsiones porque una fracción de PVA permanece asociada al 

nanoacarreador mediante la formación de una red interconectada con el polímero en la 

interfase [99]. Además, es soluble en solventes altamente polares e hidrofílicos como 

DMSO, siendo el agua su principal solvente. El PVA presenta una baja adsorción de 

proteínas y tiene gran resistencia química [100]. 

7.1.3 Surfactantes 

Los surfactantes son moléculas anfifílicas, es decir que tienen una parte hidrofílica y otra 

hidrofóbica (Figura 11A), por lo que mantienen la estabilidad de las fases dispersadas 

[101], particularmente de los nanomateriales hidrofóbicos en el medio acuoso (Figura 

11B) [102]. Esta estabilidad se logra gracias a que la región hidrofóbica interactúa con la 

superficie del nanomaterial y las regiones hidrofílicas interactúan con el agua, 

proveyendo estabilidad coloidal y mejorando la estabilidad de la dispersión al prevenir la 

agregación del nanomaterial [102]. 

Los surfactantes ayudan a la estabilización de los nanoacarreadores por 2 principios. El 

electrostático estabiliza mediante la carga presente en la superficie de los 

nanoacarreadores, por lo que las mismas cargas se repelen evitando su aglomeración. La 

estabilización estérica funciona por las cadenas de surfactante ubicadas en la superficie 

de los nanoacarreadores, las cuales funcionan como resortes separando a los 

nanoacarreadores y evitando su aglomeración (Figura 11C). 

 

Figura 11. Estructura de los surfactantes y su clasificación. (A) Estructura clásica (anfifílica) de los 

surfactantes, representada por una región hidrofóbica y otra hidrofílica; (B) Recubrimiento del 

nanoacarreador con surfactantes, en donde la región hidrofóbica posee afinidad con la superficie del 

nanoacarreador y la región hidrofílica tiene afinidad con el medio de dispersión acuoso; (C) Clasificación 

de los surfactantes de acuerdo a su carga iónica en el grupo polar: no carga (no iónico), carga positiva 

(catiónico), carga negativa (aniónico) y carga positiva y negativa (anfótero). 

Imagen tomada del artículo de Borbolla-Jiménez, et al, titulado New Perspectives of Gene Therapy on 

Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias: From Molecular Targets to Novel Nanovectors, publicado en la 

revista Pharmaceutics en el año 2021[44]. 
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Es importante considerar que los surfactantes afectan el tamaño de partícula, índice de 

polidispersión, carga del fármaco, potencial Z y su correlación con la estabilidad física 

aparente [103]. Además, las interacciones biológicas dependen de la superficie de los 

nanoacarreadores y dado que los surfactantes se encuentran en la región externa, estas 

interacciones también dependerán de los surfactantes [104]. 

7.1.3.1 Poloxámeros 

Los poloxámeros son copolímeros en tri-bloque con propiedades anfifílicas y que 

contienen 2 bloques de polioxietileno hidrofílico (POE) separados por un bloque de óxido 

de polipropileno hidrofóbico (PPO), cuya proporción modifica las características 

fisicoquímicas [105]. 

El poloxámero 188 (Plx188) es un surfactante con peso molecular de 8,400 Da, tiene un 

porcentaje del 80 % del bloque POE y su valor de HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance), 

el cual nos indica el grado de lipofilicidad e hidrofilicidad del surfactante, es de 29. Dichas 

características nos sugieren que es una molécula adecuada para estabilizar una 

formulación en medio acuoso. Además, es capaz de estabilizar a los nanoacarreadores 

mediante estabilización estérica [98] y se ha reportado que los poloxámeros podrían 

reducir la resistencia a multifármacos al inducir una reducción en los niveles de ATP en 

la barrera celular e inhibiendo los transportadores de eflujo de moléculas [106]. 

7.1.3.2 Polisorbatos 

Los polisorbatos son moléculas anfifílicas sintetizadas por la reacción entre el éster del 

ácido graso sorbitán con óxido de etileno, por lo que la estructura química consiste en un 

grupo sorbitán con los grupos hidroxilo unidos a una cadena de polietilenglicol (PEG). El 

HLB se encuentra entre 9.6 y 16.7 y tienen una concentración micelar crítica baja, por lo 

que tienen una alta actividad superficial, dándole una alta estabilidad a los 

nanoacarreadores durante el almacenamiento en medio acuoso y en procesos de 

congelamiento/descongelamiento. Su degradación puede ocurrir mediante enzimas y 

químicamente por autooxidación o por hidrólisis [107]. 

Algunas ventajas del uso de polisorbatos para la elaboración de nanoacarreadores es que 

su concentración puede ajustar directamente el tamaño de los nanomateriales y aumenta 

su biodisponibilidad al disminuir la interacción con las proteínas plasmáticas [108]. 

En el caso particular del polisorbato 80 (Ps80), éste actúa principalmente como un anclaje 

para que los nanoacarreadores estén recubiertos con apolipoproteínas B o E y así puedan 

imitar a las partículas de lipoproteína. La utilidad de este enmascaramiento es porque las 

células endoteliales que conforman a la BHE tienen receptores de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL), así que los nanoacarreadores tendrán la capacidad de interactuar con la 

BHE y ser absorbidas por las células endoteliales del cerebro a través de la endocitosis 

mediada por receptores [109]. 

III. JUSTIFICACIÓN 

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa altamente discapacitante y que afecta 

generalmente a personas entre la tercera y cuarta década de vida, aunque también puede 

afectar a gente adulta mayor o incluso en la infancia debido al fenómeno de anticipación. 
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Por lo tanto, ante la ausencia de un tratamiento que mejore la sintomatología y/o que 

retrase o impida el progreso de este padecimiento, es importante buscar algún tratamiento 

farmacológico que sea efectivo. A pesar de que se han identificado potenciales fármacos 

para un probable tratamiento, desafortunadamente estos han sido ineficaces hasta ahora. 

Un impedimento para el uso de ciertos fármacos es la incapacidad de atravesar la barrera 

hematoencefálica por su baja biodisponibilidad y/o por ser metabolizadas antes de llegar 

a su tejido blanco. Para esto, el diseño y la aplicación de un vehículo funcional podría ser 

utilizado fundamentalmente para transportar fármacos hacia el cerebro para el tratamiento 

de este y otros padecimientos neurodegenerativos. 

IV. HIPÓTESIS 

El uso de un nanoacarreador para el transporte de un fármaco modelo (rapamicina) 

transportará de manera eficaz al fármaco a células del SNC e incrementará la eliminación 

de los agregados de ataxina-7 mutante (mATXN7) característicos de SCA7 en el modelo 

celular inducible. 

V. OBJETIVOS 

● Objetivo General  

Generar y caracterizar un nanoacarreador farmacológico eficaz para el posible 

tratamiento de SCA7 en un modelo in vitro. 

 

●  Objetivos Particulares  

Los objetivos particulares se dividirán en tres diferentes fases del estudio: 

o Etapa 1: Caracterización del sistema nanoacarreador 

 

▪ 1. Elaborar 3 sistemas independientes de nanoacarreadores 

poliméricos de PLGA funcionalizados, para la encapsulación del 

fármaco modelo (rapamicina). 

▪ 2. Caracterizar las propiedades fisicoquímicas de los sistemas 

nanoacarreadores. 

▪ 3. Determinar el mejor método de esterilización del sistema 

polimérico. 

▪ 4. Determinar la estabilidad a largo plazo de los sistemas. 

▪ 5. Determinar el porcentaje de carga y perfil de liberación de los 

sistemas nanoacarreadores. 

 

o Etapa 2: Evaluación citotóxica de los sistemas nanoparticulados 

 

▪ 6. Evaluar la internalización de los nanoacarreadores en las líneas 

celulares de origen glial y neuronal. 
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▪ 7. Analizar el efecto citotóxico de los nanoacarreadores 

poliméricos en las líneas celulares del SNC. 

▪ 8. Analizar los posibles cambios morfológicos y apoptosis 

ocasionados por el tratamiento de los sistemas nanoacarreadores. 
 

o Etapa 3: Validación terapéutica del vehículo seleccionado 

 

▪ 9.- Validar el modelo experimental de SCA7 y determinar las 

condiciones de inducción de la patología. 

▪ 10.- Examinar la eficiencia terapéutica del sistema nanoacarreador 

de rapamicina mediante la inducción de autofagia y la eliminación 

de los agregados proteicos anormales en el modelo celular 

inducible para SCA7. 

VI. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

Para el desarrollo del presente proyecto, se planteó abordar inicialmente como primera 

fase del estudio la elaboración y purificación de los nanoacarreadores (Figura 12A). 

Después, se llevó a cabo la caracterización fisicoquímica seguida de la esterilización de 

cada sistema y evaluación citotóxica. Finalmente, se seleccionó el mejor nanoacarreador 

y se realizó la validación terapéutica (Figura 12B).  

  

Figura 12. Metodología experimental. (A) Metodología para la elaboración de las nanoacarreadores; (B) 

Metodología experimental para la caracterización de los nanomateriales y su evaluación en 2 líneas 

celulares. 

8. Elaboración de los sistemas nanoacarreadores 

La elaboración de los nanoacarreadores poliméricos fue realizada por el método de 

emulsificación-difusión. Brevemente, se pesaron 200 mg del polímero PLGA en un 
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solvente parcialmente miscible en agua (acetato de etilo), previamente saturado en agua 

a temperatura ambiente, a la cual se le llamó fase orgánica (FO). Por otro lado, se disolvió 

1 g (2.72 % w/v) del estabilizante PVA en el agua previamente saturada con el solvente 

parcialmente miscible en agua, a la cual se le denominó fase acuosa (FA). Posteriormente, 

la emulsión se realizó mezclando la FO con la FA con un emulsificador a una agitación 

de 11,000 rpm por 10 min y a temperatura ambiente. Esta emulsión aceite-en-agua fue 

posteriormente diluida con un exceso de agua para lograr la difusión del solvente. El 

solvente sobrante se eliminó en un rotavapor por 30 min a 40 ºC y 60 rpm y al finalizar, 

los nanoacarreadores libres de solvente se purificaron mediante centrifugación a 11,000 

rpm y 4 ºC por 90 min. Al finalizar, el sobrenadante se descartó, el pellet se lavó 2 veces 

y se rehidrató con agua MilliQ® (Merck; Darmstadt, Alemania). La solución obtenida se 

agitó con un agitador magnético a temperatura ambiente y se agregó el 15 % (w/v) del 

crioprotector manitol para congelar los sistemas durante 48 h y posteriormente ser 

liofilizados (-45 °C por 2 h con rampa de 1 °C/min). Con esta metodología se elaboró el 

sistema nanoacarreador de PLGA/PVA (ver Figura 12A). 

Por otro lado, con la finalidad de crear sistemas capaces de atravesar la BHE, se 

elaboraron sistemas funcionalizados con los surfactantes Ps80 o Plx188, los cuales fueron 

agregados a una concentración final del 0.15 % (w/v) en la FA antes de realizar la 

emulsión. 

Finalmente, para la elaboración de las formulaciones con el fármaco, la rapamicina fue 

disuelta en la FO antes de realizar la emulsión. Con la metodología descrita y sus 

variantes, se obtuvieron las siguientes formulaciones (Tabla 2): 

Tabla 2. Formulaciones obtenidas 

Formulación 

 PLGA/PVA 

 PLGA/PVA/Rap 

 PLGA/PVA/Ps80 

PLGA/PVA/Ps80/Rap 

 PLGA/PVA/Plx188 

PLGA/PVA/Plx188/Rap 

9. Esterilización 

Para asegurar la ausencia de microorganismos en los nanoacarreadores, se evaluaron 

diversas condiciones de esterilización. Inicialmente, todo el material instrumental que se 

utilizó fue esterilizado con una autoclave. Después de la liofilización de los 

nanoacarreadores, 1 mg de cada formulación se sometió a una fuente de radiación UV en 

un crosslinker de luz ultravioleta (Amersham Biosciences®, UA) a diferentes tiempos 

(0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5 y 3 h) e intensidad de 100 µJ/cm2 o a diferentes dosis de irradiación 

γ (5 kGy o 10 kGy) a una tasa de 125 Gy/min, usando un irradiador Gamma beam 651PT 

con fuente de 60Co para los rayos γ (AECL®; Ottawa, Canadá). De manera alterna, la 

formulación PLGA/PVA se dispersó en agua desionizada (1 mg/mL) y se colocó en 

diferentes tubos Eppendorf (Eppendorf; Hamburgo, Alemania) para ser esterilizados a las 

condiciones mencionadas. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
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9.1 Validación de los métodos de esterilización 

La eficacia de los procesos de esterilización se evaluó probando la esterilidad de las 

muestras previamente contaminadas con un inóculo de 1×108 UFC/mL de Escherichia 

coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) o Candida albicans (ATCC 

10231). Brevemente, a cada vial con 0.5 mL de una formulación polimérica se le añadió 

0.5 mL de un inóculo. Luego se esterilizaron con radiación UV (0.5 – 2 h) o radiación γ 

(5 o 10 kGy) y las alícuotas se sembraron en los diferentes agares para el crecimiento e 

identificación de contaminación (agar Sabouraud para hongos, agar MacConkey para 

Gram (-) y agar sangre para Gram (+)). Así mismo, se evaluó mediante el sistema VITEK 

2 (bioMerieux, Marcy d’Etoile, France) la presencia de cualquier otro microorganismo. 

Los microorganismos sobrevivientes fueron contados luego de 24 h de incubación a 35 

°C por 7 días. El resultado fue reportado como unidades formadoras de colonias por mL 

(UFC/mL). 

10. Caracterización fisicoquímica de los sistemas nanoacarreadores 

Los sistemas recién elaborados y liofilizados fueron caracterizados fisicoquímicamente 

para conocer su tamaño y forma, antes y después de su esterilización. 

10.1 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

La morfología de los sistemas liofilizados fue observada mediante SEM. La preparación 

de las muestras consistió en colocar 1 mg de cada formulación directo en cinta carbón. 

Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con una película de oro de 

aproximadamente 10 nm de grosor con un Sputter Coater (JEOL fine coat ion sputter 

JFC-110; JEOL Company, Japan). Las muestras fueron observadas en un SEM de 

emisión de campo (modelo JSM-7600F; JEOL Company, Japan) a diferentes aumentos. 

10.2 Dispersión dinámica de luz (DLS) 

El tamaño e índice de polidispersión (PDI) de los sistemas se determinaron por la técnica 

DLS con un Zetasizer Nano (Malvern Instruments ZS90; Malvern, UK). Cada muestra 

que se midió (con y sin fármaco, antes y después de esterilizar) fue hidratada con agua 

MilliQ® a una concentración de 1 mg/mL y se agitaron durante 2 horas. Luego se 

colocaron 100 µL de cada formulación en la celda del Zetasizer con 900 µL de agua 

MilliQ®. La lectura se realizó 10 veces con 10 lecturas cada una. Todas las lecturas se 

hicieron por triplicado y se reportaron mediante el porcentaje + desviación estándar (SD). 

10.3 Potencial Z 

El potencial Z se midió mediante dispersión de luz electroforética o Laser Doppler 

Velocimetry (LDV). El equipo empleado fue el Zetasizer Nano (Malvern Instruments 

ZS90; Malvern, UK), en el cual se leyeron las mismas muestras y con las mismas 

condiciones que para el tamaño de partícula. Las lecturas se realizaron 15 veces con 10 

lecturas cada una a 25 ºC. Todas las lecturas se hicieron por triplicado y se reportó el 

promedio + SD. 
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10.4 Análisis estructural 

Se realizó el ensayo de espectrometría de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) 

para deducir la estructura química y estimar variaciones en la composición antes y 

después de la esterilización. El equipo que se utilizó fue el FTIR Nicolet 6700 (Thermo 

Fischer Scientific®, USA) y se colocó ~1 mg de cada una de las formulaciones liofilizadas 

antes y después de su esterilización. El rango de escaneo que se utilizó fue de 4000 – 400 

cm-1. 

10.5 Análisis térmico 

10.5.1 Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

Para evaluar las propiedades térmicas de los sistemas nanoacarreadores liofilizados, se 

utilizó el calorímetro DSC 2910 (Modulated TA Instruments®; USA). Se pesó ~ 1 mg de 

cada sistema de nanoacarreadores antes y después de su esterilización y se colocó en 

celdas herméticas de aluminio y el barrido que se llevó a cabo fue de temperatura 

ambiente a 250 ºC con una tasa de calentamiento de 10 ºC/min en atmósfera de nitrógeno. 

10.5.2 Análisis termogravimétrico (TGA) 

Se hizo un TGA con el fin de evaluar la estabilidad térmica de los nanoacarreadores. Se 

pesó ~ 1 mg de cada sistema liofilizado antes y después de su esterilización y fueron 

analizados en un Analizador Termogravimétrico Hi-Res TGA 2950 (TA Instruments®; 

USA). La medición se llevó a cabo desde temperatura ambiente hasta 500 °C a una tasa 

de calentamiento de 10 °C/min y bajo una atmósfera de nitrógeno. 

11. Eficiencia de entrampamiento (EE) y carga del fármaco (DL) 

Después de la elaboración de los sistemas nanoacarreadores cargados con rapamicina, se 

cuantificó el fármaco entrampado. Para esto, las formulaciones recién fabricadas, antes 

de ser liofilizadas, se centrifugaron y el pellet resultante se dejó secar por 24 h. 

Posteriormente se rompió el pellet con acetato de etilo y agua en una proporción 1:1. La 

rapamicina disuelta en el solvente se leyó en el espectrofotómetro Nanodrop 2000c 

(Thermo Scientific®; USA) a 279 nm. Al final, se calculó la EE y DL de rapamicina 

mediante las siguientes ecuaciones: 

𝐸𝐸 (%) =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100 

𝐷𝐿 (%) =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛
 𝑥 100 

12. Perfil de liberación del fármaco 

La liberación de la rapamicina se estudió para cada formulación (PLGA/PVA/Rap, 

PLGA/PVA/Ps80/Rap y PLGA/PVA/Plx188/Rap) por el método de microdiálisis. 
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Primero se pesó una cantidad conocida de cada formulación liofilizada con fármaco, se 

hidrató con 1.5 mL de PBS 1X y se colocó en una bolsa de microdiálisis previamente 

hidratada por 12 horas y se selló perfectamente por ambos extremos con hilo de cáñamo. 

Dicha bolsa se sumergió en una botella ámbar con 10 mL de medio de liberación que 

contenía 20 % de acetonitrilo en PBS 1X. Se selló la botella y se puso bajo agitación 

magnética a 35 ºC. Cada determinado tiempo se tomó una muestra de 8 µL con reposición 

de medio fresco y la lectura se realizó mediante espectrofotometría a 279 nm. Las 

condiciones sink (solubilidad de rapamicina en agua es de 65.57 μg/mL) fueron 

consideradas para evitar la saturación del medio receptor de los estudios de liberación in 

vitro. El experimento se realizó por triplicado y las lecturas se realizaron por 

quintuplicado. 

Los resultados recabados fueron modelados en 4 modelos matemáticos: orden cero, 

primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas con el fin de entender el mecanismo de 

liberación de fármaco. 

13. Estabilidad de las nanoacarreadores en dispersión 

Para determinar la estabilidad en anaquel de acuerdo con la FDA, los sistemas liofilizados 

fueron hidratados con agua MilliQ® y se llevaron a una concentración final de 1 mg/mL. 

El almacenamiento de la formulación de PLGA/PVA fue a 4 ºC o a temperatura ambiente 

(aproximadamente 25 ºC) para la formulación esterilizada con luz UV y a 4 ºC para la 

formulación no esterilizada. Cada mes se realizó la lectura de talla, PDI y potencial Z por 

un periodo de 6 meses. Adicionalmente, se realizó el mismo ensayo de estabilidad para 

las formulaciones PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Plx188 con almacenamiento a 4 °C y 

temperatura ambiente con las formulaciones sin esterilizar. 

14. Evaluación Biológica de los sistemas nanoacarreadores 

14.1 Líneas Celulares 

Se utilizó la línea celular inmortalizada de glía de Müller humana, MIO-M1 y la línea 

celular neuronal proveniente de un neuroblastoma de humano, SH-SY5Y. La línea celular 

MIO-M1 fue mantenida con medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium- 

Gibco®) suplementado con 10% SFB y 1% penicilina/estreptomicina, mientras la línea 

celular SH-SY5Y fue mantenida con DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: 

Nutrient Mixture F-12- Gibco®) y MEM (Minimum Essential Media) en proporción 1:1 

con 10% SFB y 1% penicilina/estreptomicina. 

14.2 Internalización celular 

Se elaboraron nuevos lotes de PLGA/PVA, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Plx188 con 

la molécula fluorescente Cumarina-6 o C6 (Sigma-Aldrich, Merck; Darmstadt, 

Alemania), en lugar de rapamicina, para el marcaje de los nanoacarreadores. Las células 

MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cubreobjetos (10,000 células/cubreobjeto) y se 

incubaron durante 24 h a 37 ºC y 5 % CO2. Posteriormente se lavaron las células 2 veces 

con PBS y se colocó el tratamiento con PLGA/PVA/C6, PLGA/PVA/Ps80/C6 o 

PLGA/PVA/Plx188/C6 a la concentración de 150 µg/mL en el medio de crecimiento y 
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se dejó incubando por 2.5 h. Pasado este tiempo, se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron 

con paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 min. Se lavaron 2 veces con PBS y se 

montaron los cubreobjetos en portaobjetos con 10 µL de Vecta SHIELD con DAPI y se 

sellaron. Las células fueron observadas con un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica; 

Wetzlar, Alemania) a diferentes objetivos. 

Como control negativo se utilizó únicamente medio de crecimiento. Para el control con 

C6, se colocó el equivalente de C6 en cada nanoacarreador (0.63 µg/mL, 0.1 µg/mL y 

0.18 µg/mL de C6 para PLGA/PVA/C6, PLGA/PVA/Ps80/C6 y PLGA/PVA/Plx188/C6, 

respectivamente). 

14.3 Citotoxicidad celular 

Con la finalidad de saber si los sistemas nanoacarreadores son inocuos para las células 

MIO-M1 y SH-SY5Y, se analizó la presencia de vestigios de citotoxicidad a través de 

cambios en la proliferación celular, cambios morfológicos y apoptosis de inicio temprano 

y tardío.  

14.3.1 Morfología celular 

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cubreobjetos (10,000 

células/cubreobjeto) y se incubaron a 37 ºC y 5 % CO2 durante 24 h. Luego se lavaron 2 

veces con PBS y se puso el tratamiento de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap (80 µg/mL y 

200 µg/mL), PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap (30 µg/mL y 150 µg/mL) y 

PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap (25 µg/mL y 150 µg/mL). Todos los 

tratamientos se realizaron durante 72 h, luego se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con 

paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 minutos. Luego se permeabilizaron, se 

lavaron y se tiñeron con faloidina durante 20 minutos, se lavaron y se dejaron secar. Se 

montaron los cubreobjetos en portaobjetos con 10 µL de Vecta SHIELD/DAPI y se 

sellaron. Las células fueron observadas en un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica; 

Wetzlar, Alemania) a diferentes objetivos. 

14.3.2 Viabilidad Celular 

Se usó el kit de viabilidad celular por el método de reducción del MTT (Roche®; Basilea, 

Suiza), para lo cual se sembraron las células en cajas de 96 pozos a una concentración de 

10,000 células/pozo durante 24 h y 6,000 células/pozo durante 72 h. Al iniciar el ensayo, 

se sembró el respectivo número de células y se incubaron durante 24 h a 37 ºC y 5 % CO2. 

Pasado este tiempo, se trataron con los diferentes sistemas: PLGA/PVA, 

PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Plx188 con y sin rapamicina en un rango de 

concentraciones de 3 a 1500 µg/mL y se dejó incubando el tiempo correspondiente. Al 

terminar la incubación, se lavaron los pozos 2 veces con PBS y se colocaron 95 µL de 

medio de crecimiento suplementado fresco con 7 µL de MTT en cada pozo y se incubaron 

a 37 ºC durante 4 h. Luego se añadieron 100 µL del solubilizante del kit de MTT y la 

placa fue leída a 590 nm con iMark Microplate Reader (Bio-Rad®, USA). Los resultados 

fueron expresados con el promedio + SD. La viabilidad celular fue calculada mediante la 

siguiente fórmula: 
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𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 = (
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑜𝑧𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑜𝑧𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
) 𝑋 100 

14.3.3 Apoptosis 

Para saber si las células presentaron apoptosis a causa del tratamiento con los 

nanoacarreadores, se buscaron marcadores de apoptosis de inicio temprano y tardío 

mediante dos técnicas diferentes: anexina V y caspasa 3 y 9. 

14.3.3.1 Evaluación de Anexina V 

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cajas de 12 pozos (20,000 

células/pozo) y se incubaron a 37 ºC y 5 % CO2 por 24 h. Luego se colocó el tratamiento 

con los diferentes sistemas nanoacarreadores (PLGA/PVA, PLGA/PVA/Ps80 y 

PLGA/PVA/Plx188) con y sin fármaco durante 72 h. Pasado este tiempo, las células se 

tripsinizaron, se centrifugaron a 1,200 rpm y el botón se resuspendió con 1 mL de DMEM 

suplementado. Se contaron las células y se tomaron aproximadamente 100 µL de las 

células resuspendidas (equivalente a 100,000 células/mL) y se le agregaron 100 µL del 

kit Anexina V. El control negativo se realizó con medio de crecimiento y el control 

positivo con 2 µM de estaurosporina durante 4 h. La incubación se realizó a temperatura 

ambiente durante 30 min protegido de la luz y la lectura se realizó en un analizador celular 

(Muse®, Luminex; Texas, EU). 

14.3.3.2 Inmunoblot y valoración de actividad de caspasas 

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cajas P-100 y al alcanzar el 60 % de 

confluencia, se adicionó el tratamiento con los sistemas funcionalizados 

PLGA/PVA/Ps80 (30 µg/mL) o PLGA/PVA/Plx188 (25 µg/mL) con y sin fármaco 

durante 72 h. Además, se colocó un control a alta concentración de ambos sistemas (150 

µg/mL). Al finalizar la incubación, se lavaron las células con PBS y se extrajo la proteína 

usando buffer de triple detergente con incubación durante 30 min en hielo y agitación 

intermitente, se centrifugó por 2 min a 4 ºC y se recuperó el sobrenadante. La 

cuantificación de la proteína se realizó con el reactivo Bradford (Bio-Rad®; California, 

EU) con su respectiva curva de calibración y lectura a 750 nm. La proteína se almacenó 

a -20 ºC. 

Para el SDS/PAGE se colocaron 30 µg de proteína en cada pozo en un gel al 12.5 % de 

poliacrilamida para buscar caspasa-3 y caspasa-9. El gel se corrió primero a 30 mA 

durante 30 min y luego a 40 mA por 1.5 h. La transferencia se realizó a una membrana 

de PVDF (Sigma-Aldrich®) previamente activada (metanol por 10 seg, 2 min en agua 

MilliQ y 10 minutos en buffer de transferencia) y a 10 V durante 15 minutos. 

Al finalizar la transferencia, se comprobó la presencia de proteínas con rojo de Ponceau, 

luego se lavó la membrana con TBST 1X y se almacenó a 4 ºC en TBST 1X. La membrana 

se bloqueó con leche descremada al 3 % en TBST 1X durante 1 h y se incubó overnight 

con los anticuerpos (Abcam®; Cambridge, Reino Unido) ab13585 para caspasa-3 o 

ab202068 para caspasa-9 a una concentración de 1:500 en TBST 1X. Luego se lavó la 

membrana 3 veces con TBST 1X durante 5, 10 y 15 min. Se incubó con el anticuerpo 
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secundario (Cy3 goat α-mouse IgG para caspasa-3 y Cy3 goat α-rabbit IgG para caspasa-

9) a una concentración de 1:30,000 en TBST 1X durante 1 h y se lavó 3 veces la 

membrana con TBST 1X por 5, 10 y 15 minutos. El revelado se realizó después de colocar 

el sustrato de quimioluminiscencia ECL (Thermo Fisher Scientific).  

15. Evaluación de Eficiencia Terapéutica 

La formulación de PLGA/PVA/Plx188/Rap, por sus características fisicoquímicas y 

perfil de liberación, fue el nanoacarreador seleccionado para evaluar su eficiencia 

terapéutica. La concentración del nanoacarreador requerido para alcanzar la eficiencia 

terapéutica de la rapamicina fue de 25 µg/mL. 

15.1 Modelo experimental de SCA7 

El modelo experimental usado es un modelo celular inducible Tet-On 3G (Clontech). Este 

modelo celular se realizó con la línea celular de glía de Müller de humano, MIO-M1. Al 

realizar la inducción del modelo con doxiciclina, se obtiene la expresión del gen de interés 

ATXN7-Q10 (control) o ATXN7-Q64 (SCA7). Se cultivaron ATXN7-10Q y ATXN7-64Q 

en ausencia (-dox) o presencia (+dox) de doxiciclina (1 µg/ml) durante 8 días, 

reemplazando el medio cada 48 h. Este modelo fue realizado por nuestro grupo de trabajo 

a través del D. en C. Oscar Hernández Hernández, cuyo artículo está en proceso de 

publicación. 

15.2 Curva de doxiciclina e identificación de agregados anormales de ataxina-7 en el 

modelo experimental in vitro 

Se realizó una curva de doxiciclina para conocer la concentración óptima que dé como 

resultado la formación de la mayor cantidad de agregados proteicos. Para esto, las células 

se sembraron en cubreobjetos y se incubaron durante 24 h. Luego, se colocó la doxiciclina 

en un rango de 0.25 a 1 µg/mL durante 24 h. Pasado este tiempo, las células se fijaron 

con paraformaldehído al 4 % durante 20 min y se permeabilizaron con Tritón X-100 por 

10 min. Al final, las células fueron incubadas con el anticuerpo α-ataxina-7 (1:50, Sigma), 

anticuerpo contra C-myc (FLAG) (1:100, Sigma) durante 20 min cada uno y con el 

anticuerpo secundario α-ratón-TRITC conjugado (1:100, Jackson Immuno-Research) 

durante 1 h. Entre cada paso mencionado, se enjuagó cada cubreobjeto con PBS 1X. Los 

cubreobjetos se montaron en portaobjetos con VectaSHIELD/DAPI, se sellaron y se 

observaron con un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica; Wetzlar, Alemania). 

15.3 Tratamiento del modelo celular inducible con PLGA/PVA/Plx188/Rap 

Las células del modelo celular inducible con el transgen ATXN7-Q64 fueron sembradas 

en cubreobjetos y se incubaron durante 24 h. Posteriormente, fueron inducidas con 1 

µg/mL de doxiciclina por 24 h, se lavaron y se colocó el tratamiento por 24 h con el 

nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/Rap a la concentración de 25 µg/mL. Pasado este 

tiempo, se lavaron los cubreobjetos con PBS 1X y se realizó la inmunofluorescencia como 

se indica en la sección 15.2. Como control, se colocó el nanoacarreador sin fármaco y la 

rapamicina libre (200 ng/mL). 
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Adicionalmente, el mismo tratamiento se realizó en cajas p100 y después del tratamiento, 

se extrajo la proteína con triple detergente y se cuantificó con el método colorimétrico de 

Bradford. Finalmente se siguió el protocolo descrito en la sección 14.3.3.2 para la 

detección de caspasa-3 y caspasa-9. 

15.3 Evaluación de la marca LC3 después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap 

Para cada grupo experimental se administró 200 ng/mL de rapamicina y 25 μg/mL de 

PLGA/PVA/Plx188 o PLGA/PVA/Plx188/Rap. De cada tratamiento se realizaron 3 

réplicas biológicas. Inicialmente, se examinó la activación de autofagia a través de 

inmunofluorescencia, usando la sonda GFP-LC3-RFP-LC3ΔG para teñir los 

autofagosomas. Se utilizó la cloroquina para la inhibición de la autofagia. Para determinar 

la disminución de agregados, las células se fijaron y se incubaron con el anticuerpo contra 

C-myc (FLAG) y α-ATXN7 (1:100, Sigma) y después se marcaron con un anticuerpo α-

ratón-TRITC conjugado (1:100, Jackson Immuno-Research) durante 1 h, para 

visualizarse en un microscopio confocal. 

16. Análisis estadístico 

Los resultados están expresados como promedio + desv.stand. Todos los experimentos 

fueron realizados por triplicado y la estadística mediante análisis de varianza (ANOVA) 

en OriginPro 8 para las diferencias significativas. Las pruebas t-Student se utilizaron para 

evaluar el efecto de los nanoacarreadores en la toxicidad celular en 

GraphPadPrismver.4.0. El valor-P <0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 

VII. RESULTADOS 

Inicialmente se desarrolló el sistema nanoacarreador polimérico basado en PLGA y con 

el estabilizante PVA para demostrar la efectividad en el proceso de manufactura a través 

del método emulsificación-difusión. De la misma manera, se establecieron las mejores 

condiciones para la liofilización, alcanzando las características fisicoquímicas 

primordiales para su uso como nanoacarreadores eficientes en sistemas biológicos, así 

como su capacidad de entrega del fármaco modelo en un modelo celular. 

17. Diseño y evaluación del sistema nanoacarreador base de PLGA/PVA  

La formulación PLGA/PVA con y sin fármaco encapsulado fue obtenida mediante el 

método emulsificación-difusión (ver sección 8 en Metodología Experimental). 

17.1 Morfología del nanoacarreador 

En la Figura 13 se muestran las micrografías de los nanoacarreadores PLGA/PVA y 

PLGA/PVA/Rap, las cuales fueron tomadas por SEM. En dichas micrografías se puede 

observar una morfología esférica, simétrica y lisa, lo cual es adecuado para los 

nanoacarreadores destinados para el transporte de fármacos. 
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Figura 13. Micrografías de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. (A) PLGA/PVA 50,000X; (B) PLGA/PVA 

100,000X; (C) PLGA/PVA/Rap 50,000X; (D) PLGA/PVA/Rap 100,000X. 

17.2 Esterilización del nanoacarreador PLGA/PVA 

Para determinar la viabilidad de los sistemas en condiciones in vivo, fue indispensable 

que los sistemas nanoacarreadores se encuentren libres de microorganismos y para ello 

demostrar un método eficaz para la esterilización de los sistemas acarreadores basados en 

PLGA. De manera inicial, los nanoacarreadores elaborados en condiciones asépticas no 

mostraron contaminación de microorganismos al ser sembrados en agar sangre, agar 

MacConkey y agar Sabouraud después de la incubación de 24 h (resultados no 

mostrados). Los métodos de esterilización del nanoacarreador seleccionado se validaron 

con la inoculación de E. coli, S. aureus o C. albicans. Después de la exposición del 

nanoacarreador PLGA/PVA con el inóculo bacteriano a la radiación UV, el ensayo 

microbiológico demostró que la esterilización fue alcanzada en su totalidad a partir de 2 

h de radiación (Figura 14). De manera similar, cada inóculo de microorganismos con el 

sistema PLGA/PVA fueron sometidos a irradiación γ a una intensidad de 5 kGy o 10 kGy, 

obteniendo una completa esterilidad con ambas dosis (resultados no mostrados). 
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Figura 14. Esterilización del nanoacarreador PLGA/PVA en estado sólido con luz UV a diferentes 

tiempos. 

17.3 Efecto de la esterilización en las características fisicoquímicas de los 

nanoacarreadores PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap 

17.3.1 Tamaño y potencial Z 

Posterior a la manufactura de los sistemas nanoacarreadores, el tamaño obtenido de 

PLGA/PVA fue de 243.1 ± 3.06 nm con un valor de PDI menor que 0.1 (0.064 + 0.023) 

y potencial Z de -17.0 + 0.17 mV (Tabla 3), mientras que el nanoacarreador 

PLGA/PVA/Rap tuvo un tamaño ligeramente menor. Los mismos nanoacarreadores 

fueron sometidos a radiación UV por 2 h y ninguna formulación sufrió cambios 

estadísticamente significativos después de su esterilización tanto en el tamaño como en 

el potencial Z (Tabla 3). Sin embargo, la esterilización con radiación γ (5 kGy o 10 kGy) 

sí tuvo cambios estadísticamente significativos con un menor tamaño a ambas dosis en 

comparación con PLGA/PVA sin esterilizar. 

Tabla 3. Caracterización de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap antes y después de la 

esterilización 

 Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

PLGA/PVA 243.13 + 3.06 0.064 + 0.023 -17 + 0.17 

PLGA/PVA UV 240 + 1.55 0.072 + 0.05 -18.16 + 0.58 

PLGA/PVA/Rap 229.16 + 3.21 0.074 + 0.04 -18.73 + 1.101 

PLGA/PVA/Rap UV 226.26 + 4.56 0.089 + 0.015 -18.1 + 0.43 

PLGA/PVA 5 kGy 209.6 + 1.952* 0.046 + 0.02 -17 + 0.503 

PLGA/PVA/Rap 5 kGy ND ND ND 

PLGA/PVA 10 kGy 217.0 + 1.963* 0.028 + 0.027 -17.5 + 0.4 

PLGA/PVA/Rap 10 kGy ND ND ND 

ND: Resultado no disponible; p = 0.01* 

17.3.2 Análisis químico-estructural 

Las características estructurales antes y después de la esterilización se analizaron con 

FTIR y se muestran en la Figura 15. Para PLGA, se observaron las bandas 2951 cm-1, 

1743 cm-1 y 1092 cm-1, atribuidas a enlaces C-H, enlaces C=O tipo éster y enlaces C-O 
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de poliésteres alifáticos, respectivamente, los cuales corresponden con lo reportado en la 

literatura [110]. PVA presentó picos de absorción en 3309 cm-1 correspondiente al 

estiramiento de O-H, los picos en 2935 cm-1, 2896 cm-1, 1736 cm-1 y 1094 cm-1 

corresponden a estiramientos en C-H del grupo alquilo, CH2, C=O y en los grupos C-O, 

respectivamente. Además, los picos en 1428 cm-1 y 834 cm-1 indican flexión de 

deformación de C─H2 y flexión de oscilación en C─H2, respectivamente; todo lo anterior 

corresponde con la literatura [111,112]. En el caso de la rapamicina, se observó la 

absorción del infrarrojo a las longitudes de onda de 2960 cm-1, 1634 cm-1 y 1380 cm-1, 

indicando estiramiento de los enlaces CH=CH. En 2931 cm-1 y 1444 cm-1 hay un grupo 

CH3 y en 994 cm-1 hay una vibración fuera del plano; todos los picos aquí observados 

corresponden con la literatura [113].  

La formulación PLGA/PVA presentó el mismo espectro antes y después de irradiar con 

UV o con radiación γ, cuyos picos característicos ocurrieron en 3229 cm-1, 2937 cm-1, 

1753 cm-1, 1083 cm-1 y 1020 cm-1. De la misma forma, la formulación PLGA/PVA/Rap, 

antes y después de esterilizar, presentó el mismo espectro con excepción de unos ligeros 

desplazamientos prácticamente despreciables a la derecha de 2934 cm-1 y 1754 cm-1. 

Dado que no se observan diferencias entre la formulación con y sin rapamicina, podemos 

concluir que el fármaco se encuentra exitosamente entrampado dentro del sistema 

nanoacarreador. 

 

Figura 15. Espectro infrarrojo de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. 
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17.3.3 Análisis de estabilidad mediante termogravimetría 

En el análisis termogravimétrico, el excipiente PLGA mostró una degradación uniforme, 

es decir que su degradación ocurrió en una sola etapa. En el caso del PVA y rapamicina, 

se observa una degradación en dos etapas. En la Figura 16 se muestran los termogramas 

de los excipientes y nanoacarreadores en función de la temperatura. El PLGA inició una 

pérdida de peso a los 195 °C y su descomposición se completó a los 349 °C [114]. El 

PVA presentó 2 pasos de descomposición, el primero entre 257 °C y 365 °C y el segundo 

ocurrió entre 380 °C y 468 °C, lo cual corresponde con la literatura [115]. La rapamicina 

inició su descomposición térmica de 196 °C a 460 °C y una caída repentina de 220 °C a 

250 °C [113]. El sistema PLGA/PVA sufrió la pérdida de peso entre 208 °C y 288 °C, 

mientras que PLGA/PVA/Rap presentó la pérdida de peso entre 233 °C y 349 °C. El 

sistema PLGA/PVA irradiado con UV presentó su descomposición de 213 °C a 292 °C. 

Las formulaciones irradiadas con γ (5 o 10 kGy) presentaron una descomposición similar 

a la ocurrida con la formulación sin esterilizar. En general, las formulaciones presentaron 

una temperatura de degradación a menor temperatura en comparación con los excipientes. 

 

Figura 16. Termograma de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. 

17.3.4 Análisis termo-analítico 

Con el análisis de calorimetría diferencial de barrido (DSC) se evaluaron las propiedades 

térmicas de los excipientes y nanoacarreadores, cuyos resultados se muestran en la Figura 

17. El PLGA mostró una temperatura de fusión (Tm) de 246 °C y una temperatura de 

cristalización vítrea (Tg) de 51 °C, correspondiente con la literatura [110]. La temperatura 

de fusión de PVA ocurrió a los 195 °C [111]. En la rapamicina se observaron 2 eventos 

endotérmicos, uno a los 186 °C y el otro a los 197 °C, los cuales correspondieron con su 
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punto de fusión previamente reportado [116]. De manera sorprendente, las formulaciones 

PLGA/PVA sin esterilizar y las esterilizadas con radiación UV o con radiación γ, 

presentaron los mismos cambios térmicos a los 155 °C y 165 °C, confirmando que no hay 

cambios químicos después de la esterilización. La formulación PLGA/PVA/Rap presentó 

además un cambio endotérmico a los 54 °C. 

 

Figura 17. Eventos térmicos de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. 

17.4 Estabilidad del sistema PLGA/PVA en dispersión 

La estabilidad de los nanoacarreadores se realizó siguiendo la NOM-073-SSA1-2005 

sobre la estabilidad de fármacos y medicamentos. Para la formulación de PLGA/PVA, se 

usaron 3 condiciones diferentes de almacenamiento y esterilización (Tabla 4). En la Tabla 

4A, hasta la semana 12 se mantiene estable la formulación en tamaño y en las siguientes 

mediciones, empieza a disminuir su tamaño. En cambio, en la Tabla 4B y Tabla 4C, la 

estabilidad de las formulaciones se mantiene hasta la semana número 8. En este estudio 

se puede sugerir que los nanoacarreadores sin exposición a radiación UV y almacenados 

a baja temperatura (4 °C), son ligeramente más estables (237.3 + 1.38) que las 

formulaciones previamente expuestas a radiación UV (216.1 + 1.484) o almacenadas a 

temperatura ambiente (216.7 + 1.193) después de 12 semanas en dispersión. 

Sin embargo, las formulaciones se tienen en estado liofilizado, por lo que el 

almacenamiento se puede realizar a temperatura ambiente o a 4 °C, manteniendo el 

nanoacarreador completamente estable. Una vez que se hidrata el nanoacarreador, es 

cuando empieza la reacción de hidrólisis ocasionada por el estado líquido.  
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Tabla 4. Estabilidad en dispersión de PLGA/PVA 

A) No UV a 4 °C Tamaño (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Tiempo cero 239.1 + 1.819 0.084 + 0.007 -16.5 + 0.379 

2 semanas 241.5 + 3.151 0.03 + 0.02 -18 + 0.208 

8 semanas 239.4 + 3.857 0.046 + 0.039 -20 + 0.321 

12 semanas 237.3 + 1.38 0.072 + 0.051 -18.1 + 0.173 

16 semanas 217.7 + 2.252 0.048 + 0.028 -14.9 + 0.115 

24 semanas 214.4 + 0.9504 0.08 + 0.02 -14.5 + 0.3 

B) UV a 4 °C    

Tiempo cero 242.1 + 2.026 0.046 + 0.021 -18.7 + 0.379 

4 semanas 239.5 + 2.107 0.034 + 0.012 -19.9 + 0.3 

8 semanas 237.6 + 1.65 0.074 + 0.018 -19.1 + 0.503 

12 semanas 216.1 + 1.484 0.061 + 0.008 -13.8 + 0.346 

24 semanas 215.1 + 2.411 0.038 + 0.007 -11.3 + 0.473 

C) NO UV T.amb    

Tiempo cero 244.8 + 12.95 0.089 + 0.024 -19.4 + 0.208 

4 semanas 239.4 + 5.186 0.047 + 0.021 -17.9 + 0.351 

8 semanas 237.2 + 0.7 0.061 + 0.03 -17.3 + 0.945 

12 semanas 216.7 + 1.193 0.031 + 0.037 -14.2 + 1.7 

24 semanas 212.9 + 1.4 0.06 + 0.028 -12.1 + 0.1 

17.5 Liberación de rapamicina del sistema PLGA/PVA/Rap 

La eficiencia de entrampamiento (EE) del nanoacarreador PLGA/PVA/Rap fue de 43.7 

%, por lo que se alcanzó una concentración de 9.4 ng de rapamicina por cada μg de 

nanoacarreador (Figura 18B). El perfil de liberación mostró una liberación de fármaco 

bifásica, es decir que en la etapa inicial se observó una liberación de explosión o 

liberación acelerada (“efecto burst”) de la rapamicina, alcanzando una liberación de hasta 

el 55 % las primeras 22 h. Después de este tiempo, la liberación ocurrió de una manera 

prolongada hasta alcanzar el 90.63 % de liberación a las 186 h (~7 días) (Figura 18A). 

 

Figura 18. Perfil de liberación de PLGA/PVA/Rap. (A) Curva de liberación de rapamicina desde la 

formulación PLGA/PVA/Rap; (B) Eficiencia de encapsulación de rapamicina y sus porcentajes de 

liberación a diferentes tiempos.  
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17.5.1 Modelos matemáticos 

Los datos obtenidos durante el perfil de liberación fueron analizados mediante diferentes 

modelos matemáticos (Tabla 5). En este caso, el modelo al cual se ajustaron mejor los 

datos fue al modelo de Korsmeyer-Peppas, el cual se basa en una ecuación semiempírica 

que sirve para describir la liberación de fármacos de sistemas poliméricos. En esta 

ecuación, el valor de n nos dice si la liberación sigue la ley de Fick o no. En este caso, al 

tener un valor de n menor a 0.5, la liberación de la rapamicina sigue la ley de Fick, es 

decir que la liberación del fármaco está gobernada por la difusión. 

Tabla 5. Modelos matemáticos para la liberación de 

rapamicina a partir del nanoacarreador PLGA/PVA/Rap 

 R2 K n 

Orden cero 0.8342 0.9706 ---- 

Primer orden 0.5739 0.0251 ---- 

Higuchi 0.9478 8.2256 ---- 

Korsmeyer-Peppas 0.9706 14.1098 0.3763 

17.6 Internalización del nanoacarreador PLGA/PVA en las células MIO-M1 

El nanoacarreador se marcó con la molécula fluorescente cumarina-6 (C6) para observar 

las nanopartículas. En la Figura 19 se puede observar que no sólo PLGA/PVA/C6 es 

capaz de internalizar a las células, sino que también lo hace con mayor eficacia que C6 

sola. Además, de manera interesante, el nanoacarreador se concentran en la periferia del 

núcleo y a lo largo del citoplasma. Es importante mencionar que, en estas imágenes 

representativas, el control de C6 sola se incubó durante 5 h y PLGA/PVA/C6 se incubó 

durante 2 h y, aun así, se nota una mayor internalización de C6 por parte de 

PLGA/PVA/C6 que C6 libre. 

17.7 Citotoxicidad de los nanoacarreadores PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap 

Se realizaron ensayos de citotoxicidad para medir el efecto de los nanoacarreadores 

PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap en la morfología y viabilidad celular de las células MIO-

M1. 

17.7.1 Cambios en la morfología celular 

La morfología celular se evaluó mediante el marcaje del citoesqueleto, específicamente 

F-actina a través de faloidina (Figura 20). Después del tratamiento con los 

nanoacarreadores PLGA/PVA o PLGA/PVA/Rap a dos concentraciones diferentes (80 

µg/mL y 200 µg/mL) durante 72 h, se confirmó que ambas formulaciones no afectan la 

morfología celular. Además, en este ensayo se añadieron los nanoacarreadores 

previamente esterilizadas con radiación UV y radiación γ. Al igual que las formulaciones 

sin irradiar, la esterilización con radiación UV no provocó cambios a nivel celular. De 

manera interesante, la formulación esterilizada con radiación γ presentó estrés celular con 
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ligero cambio morfológico y aumento del núcleo celular después de la exposición a 10 

kGy de radiación γ.  

 

Figura 19. Internalización de PLGA/PVA/C6 en la línea celular MIO-M1. (A) Control sin 

nanoacarreadores; (B) Control con 0.63 µg/mL de cumarina-6 libre; (C) Tratamiento con 150 µg/mL de 

PLGA/PVA/C6. 

 

Figura 20. Morfología celular después del tratamiento con PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. Tratamiento 

con PLGA/PVA antes y después de esterilizar a las concentraciones de 80 µg/mL y 200 µg/mL durante 

72 h. Inmunotinción realizada con faloidina.  
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17.7.2 Evaluación del impacto en la viabilidad celular 

En la Figura 21A se observa que no hay citotoxicidad aparente después del tratamiento 

con PLGA/PVA hasta una concentración de 200 µg/mL durante 48 h y 72 h. En la Figura 

21B, el tratamiento con PLGA/PVA no mostró citotoxicidad relevante incluso a la 

máxima concentración utilizada (1500 µg/mL) y al mayor tiempo de incubación con el 

tratamiento (96 h), con lo que podemos concluir que PLGA/PVA es inocuo para las 

células MIO-M1 a las condiciones mencionadas. Por otro lado, en la Figura 21C se 

analizó la viabilidad celular tras el tratamiento con PLGA/PVA/Rap a concentraciones 

terapéuticas de rapamicina, obteniendo una viabilidad celular por encima del 90 % 

después de 24 h y 48 h de tratamiento, por lo que podemos concluir que PLGA/PVA/Rap 

tampoco es citotóxico para las células MIO-M1 a las concentraciones mostradas. 

 

Figura 21. Viabilidad celular de MIO-M1 después del tratamiento con PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. 

(A) Células MIO-M1 tratadas con PLGA/PVA durante 48 y 72 h; (B) Células MIO-M1 tratadas con 

PLGA/PVA a altas concentraciones (50-1500 µg/mL) durante 24 y 96 h; (C) Células MIO-M1 tratadas 

con PLGA/PVA/Rap durante 24 y 48 h. 

18. Diseño y caracterización de los nanoacarreadores funcionalizados para 

SNC 

A partir de los resultados anteriores, se demostró la capacidad de los nanoacarreadores, 

basados en el polímero PLGA, de transportar efectivamente al fármaco modelo y el 

método adecuado de esterilización que no provoca modificaciones fisicoquímicas en el 

nanotransportador. Ante estos resultados y dado que el interés principal de este estudio 
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es diseñar un nanotransportador que sea capaz de atravesar la BHE, fue funcionalizado 

con los surfactantes Ps80 o Plx188 para que le den la capacidad de atravesar esta barrera. 

A continuación, se muestra la caracterización de los nanoacarreadores funcionalizados: 

● PLGA/PVA/Ps80 

● PLGA/PVA/Ps80/Rap 

● PLGA/PVA/Plx188 

● PLGA/PVA/Plx188/Rap 

18.1 Características morfológicas de los sistemas funcionalizados 

En la Figura 22 se muestran las micrografías de los nanoacarreadores funcionalizados sin 

fármaco y con fármaco. En las formulaciones de PLGA/PVA/Ps80 y 

PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 22A y 22B) se alcanzan a observar los nanoacarreadores 

esféricos, aunque éstos están embebidos posiblemente en el surfactante Ps80. En el caso 

de las formulaciones de PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap (Figura 22C y 

22D) se observan unos nanoacarreadores lisos y esféricos, cuyo tamaño también es 

homogéneo. 

 

Figura 22. Morfología de nanoacarreadores funcionalizados. (A) PLGA/PVA/Ps80; (B) 

PLGA/PVA/Ps80/Rap; (C) PLGA/PVA/Plx188; (D) PLGA/PVA/Plx188/Rap. 
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18.2 Propiedades fisicoquímicas de los sistemas funcionalizados 

18.2.1 Análisis de tamaño y potencial Z de los sistemas funcionalizados  

La talla y potencial Z de los nanoacarreadores funcionalizados, PLGA/PVA/Ps80 y 

PLGA/PVA/Plx188, se muestran en la Tabla 6. El nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80 sin 

esterilizar presentó una talla de 201.966 + 1.343 nm (Tabla 6A) y no hubo cambios 

significativos con el nanoacarreador irradiado con luz UV. En la Tabla 6B se muestra el 

tamaño inicial de PLGA/PVA/Ps80/Rap con 231.5 + 2.967 nm y después de la radiación 

UV se obtuvo un tamaño de 239.6 + 2.702 nm. El PDI obtenido antes y después de la 

esterilización fue de alrededor de 0.1 y aunque es mayor que en PLGA/Ps80, este valor 

sigue indicando que tenemos aproximadamente el 90 % de los nanoacarreadores con el 

tamaño reportado. En cuanto al potencial Z, éste no tuvo prácticamente ningún cambio 

después de la esterilización, obteniendo una carga de -17.2 + 0.153 mV después de 2 h 

de radiación UV. 

El nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188 sin esterilizar tuvo un tamaño de 212.73 + 4.87 

nm y con un potencial Z de -17.66 + 0.40 mV (Tabla 6C). Después de la esterilización 

por 2 h con luz UV, no se presenciaron cambios significativos ni en el tamaño ni en el 

potencial Z. Como se observa en la Tabla 6D, el nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/Rap 

no se vio afectado después de la radiación UV, conservando un tamaño de 210.2 + 4.12 

nm y carga de -19.73 + 0.115 mV en los nanoacarreadores esterilizados. 

Tabla 6. Caracterización física de los nanoacarreadores antes y 

después de la esterilización con radiación UV durante 2 h. 

A) PLGA/PVA/Ps80 

 Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Control 201.966 + 1.343 0.0696 + 0.036 -17.466 + 0.25 

UV 200.833 + 0.602 0.083 + 0.04 -17.9 + 0.4 

B) PLGA/PVA/Ps80/Rap 

 Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Control 231.5 + 2.967 0.113 + 0.005 -17.1 + 0.231 

UV 239.6 + 2.702 0.115 + 0.02 -17.2 + 0.153 

C) PLGA/PVA/Plx188 

 Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Control 212.73 + 4.87 0.053 + 0.02 -17.66 + 0.40 

UV 216.133 + 6.5 0.047 + 0.055 -18.266 + 0.862 

D) PLGA/PVA/Plx188/Rap 

Control 211.86 + 4.037 0.045 + 0.017 -18.53 + 0.288 

UV 210.2 + 4.12 0.06 + 0.019 -19.73 + 0.115 

18.2.2 Análisis de infrarrojo para los sistemas funcionalizados 

Para la caracterización química, se analizaron todos los excipientes usados para los 

nanoacarreadores PLGA/PVA/Ps80, PLGA/PVA/Ps80/Rap, PLGA/PVA/Plx188 y 

PLGA/PVA/Plx188/Rap (Figura 23). El nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80 presentó picos 

a las siguientes longitudes de onda: 2945 cm-1, 1747 cm-1, 1168 cm-1 y 1086 cm-1 que 

corresponden a PLGA y 1454 cm-1, 1426 cm-1 y 1383 cm-1, que corresponden a PVA. En 
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cuanto a PLGA/PVA/Ps80/Rap, éstas presentan los picos en 3216 cm-1 y 1022 cm-1 que 

corresponden a PVA y 2933 cm-1, 1751 cm-1 y 1078 cm-1 que corresponden a PLGA 

(Figura 23A). En cuanto a PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap, Plx188 mostró 

un estiramiento en el enlace C-H (2881 cm-1) y un estiramiento en C-O (1108 cm-1).  

Al analizar el FTIR de las formulaciones, se puede observar que el patrón de bandas de 

PLGA/PVA/Plx188 (2953 cm-1, 2947 cm-1, 1750 cm-1, 1386 cm-1, 1170 cm-1 y 1082 cm-

1) y PLGA/PVA/Plx188/Rap (2953 cm-1, 2947 cm-1, 1750 cm-1, 1386 cm-1, 1170 cm-1 y 

1082 cm-1) es muy similar y que además éste coincide con el IR del PLGA en la mayoría 

de las bandas como 2953 cm-1, 1750 cm-1, 1170 cm-1 y 1082 cm-1 (Figura 23B). 

 

Figura 23. Espectro infrarrojo de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados. (A) FTIR de los 

excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) FTIR de los excipientes, PLGA/PVA/Plx188 

y PLGA/PVA/Plx188/Rap. 

18.2.3 Análisis termogravimétrico de los nanoacarreadores funcionalizados 

El Ps80 mostró una degradación térmica simple entre 331 °C y 443 °C (Figura 24A y 

Figura 24C). En el caso de las formulaciones, la temperatura de degradación que presentó 

la formulación de PLGA/PVA/Ps80 fue de 207 °C a 307 °C y para PLGA/PVA/Ps80/Rap 

fue de 205 °C a 278 °C.  

En cuanto a los nanoacarreadores PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap (Figura 

24B y Figura 24C), Plx188 presentó una pérdida de peso de 252 °C a 367 °C, 

PLGA/PVA/Plx188 inició su descomposición en 216 °C hasta 329 °C y 

PLGA/PVA/Plx188/Rap inició su descomposición en 216 °C y terminó en 326 °C. 

Ambas formulaciones, con rapamicina y sin rapamicina, presentaron una menor 

temperatura de degradación en las formulaciones en comparación con los excipientes. 
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Figura 24. Análisis termogravimétrico de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados. (A) 

Termograma de excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Termograma de excipientes, 

PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap; (C) Tabla con temperaturas de descomposición 

18.2.4. Propiedades térmicas de los nanoacarreadores funcionalizados 

Los eventos térmicos se presentan en la Figura 25, donde se observan los cambios clásicos 

en la entalpía debido a las propiedades físicas y químicas de cada material en función de 

la temperatura. 

En las formulaciones PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 25A y Figura 

25C), el surfactante Ps80 sufrió 2 cambios térmicos a las temperaturas de 121 °C y 124 

°C, más otro pequeño cambio exotérmico a los 149 °C. En PLGA/PVA/Ps80 se 

presentaron cambios endotérmicos a los 154 °C y 165 °C y en PLGA/PVA/Ps80/Rap se 

presentaron dos cambios de entalpía a 155 °C y 166 °C. Para ambas formulaciones, estos 

picos se asemejan al fenómeno presentado en PVA. 

En cuanto a los nanoacarreadores PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap (Figura 

25B y Figura 25C), el surfactante Plx188 presentó una Tg de 56 °C. Además, el 

nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188 presentó un pico a los 54 °C, correspondiendo a la 

Tg de PLGA y un segundo patrón a 156 °C y 166 °C, los cuales podrían corresponder a 

la Tm de PVA y Tm de PLGA, respectivamente. En el nanoacarreador 

PLGA/PVA/Plx188/Rap se observaron los picos endotérmicos a 53 °C, 155 °C y 165 °C, 

los cuales podrían corresponder a la Tg de PLGA, Tm de PVA y Tm de PLGA, 

respectivamente. 
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Figura 25. Calorimetría diferencial de barrido de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados. 

A) Análisis térmico de excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; B) Análisis térmico de 

excipientes, PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap; (C) Tabla con temperaturas de los cambios 

térmicos. 
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18.3 Estabilidad de los nanoacarreadores funcionalizados en dispersión 

En la Tabla 7 se presentan los resultados del estudio de estabilidad. Durante ambas 

condiciones de almacenamiento, no se observó floculación o coalescencia de los 

nanoacarreadores y el PDI no demostró modificaciones importantes. No obstante, se 

evidenció un decremento en el tamaño de partícula directamente proporcional con el 

tiempo, lo cual probablemente se debe a la degradación normal de los nanoacarreadores 

mediante hidrólisis. El PDI presentó valores inferiores a 0.1, lo que sugiere alta 

homogeneidad en la población de partículas y una distribución monomodal. El potencial 

Z también presentó un ligero cambio con el paso de las semanas, alcanzando una 

disminución de 3 mV después de 6 meses en dispersión. 

Tabla 7. Estabilidad de los nanoacarreadores PLGA/PVA/Ps80 y 

PLGA/PVA/Plx188 almacenados a 4 °C y temperatura ambiente 

PLGA/PVA/Ps80 

A) 4 °C Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Tiempo inicial 209.9 + 2.715 0.091 + 0.015 -16.5 + 0.153 

4 semanas 208.1 + 1.457 0.05 + 0.047 -18.7 + 0.529 

8 semanas 207.4 + 3.602 0.032 + 0.022 -20.3 + 0.451 

12 semanas 204.2 + 1.328 0.088 + 0.043 -18.3 + 0.057 

24 semanas 192 + 1.873* 0.047 + 0.028 -15 + 0.321 

B) Temp. amb    

Tiempo inicial 210.8 + 2.095 0.054 + 0.023 -18.5 + 0.153 

4 semanas 204.4 + 3.873* 0.032 + 0.023 -19.5 + 0.874 

8 semanas 199.2 + 1.721* 0.072 + 0.047 -18.1 + 0.651 

12 semanas 191.1 + 2.06* 0.055 + 0.024 -15.3 + 0.208 

24 semanas 190.3 + 2.417* 0.029 + 0.035 -11.3 + 0.289 

*p<0.05 

PLGA/PVA/Plx188 

C) 4 °C Talla (nm) PDI Potencial Z (mV) 

Tiempo inicial 223.4 + 3.811 0.058 + 0.008 -16.4 + 0.404 

4 semanas 226.5 + 5.074 0.031 + 0.03 -17.9 + 0.436 

8 semanas 221 + 7.016 0.048 + 0.031 -20.6 + 0.503 

12 semanas 217.2 + 4.359 0.079 + 0.037 -19.3 + 0.755 

24 semanas 205.7 + 2.723* 0.037 + 0.019 -14 + 0.379 

D) Temp. amb    

Tiempo inicial 215.4 + 4.153 0.05 + 0.029 -17.8 + 0.451 

4 semanas 217 + 3.009 0.046 + 0.038 -19 + 0.265 

8 semanas 214.2 + 2.084 0.034 + 0.016 -17.6 + 0.361 

12 semanas 205 + 1.992* 0.05 + 0.022 -19 + 2.46 

24 semanas 205.5 + 2.06* 0.057 + 0.021 -12.2 + 0.115 

*p<0.05 

18.4. Perfil de liberación de los nanoacarreadores funcionalizados 

Al igual que la liberación de la rapamicina a partir del nanoacarreador PLGA/PVA 

mencionado anteriormente, la liberación del fármaco desde los nanoacarreadores 

PLGA/PVA/Ps80/Rap y PLGA/PVA/Plx188/Rap, presentaron un comportamiento 
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bifásico en ambas formulaciones. La liberación de rapamicina a partir de 

PLGA/PVA/Ps80/Rap se muestra en la Figura 26A. Aquí cabe destacar que, después de 

0.5 h de iniciado el ensayo de liberación se logra liberar un 9.51 % + 3.3263; a las 1.5 h 

se ha liberado un 19.31 % + 3.4605 y a las 72 h se alcanza la liberación del 50.64 % + 

4.2945. Además, la eficiencia de entrampamiento fue del 34.7 %. 

Por otro lado, la liberación de rapamicina a partir de PLGA/PVA/Plx188/Rap logró la 

estabilidad de la pendiente elevada de liberación después de las 5 h, donde la liberación 

del fármaco empieza a tener una salida lenta y gradual (47.46 % + 0.6903 a las 7 h) hasta 

alcanzar un 82.25 % + 4.8266 a las 97 h (Figura 26B). De manera interesante, esta 

formulación presentó una mayor EE con un 43.64 %. 

 

Figura 26. Perfil de liberación de los nanoacarreadores funcionalizados. (A) Perfil de liberación de 

rapamicina y el porcentaje de entrampamiento de PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Perfil de liberación de 

rapamicina y el porcentaje de entrampamiento de PLGA/PVA/Plx188/Rap. 

18.4.1 Modelos matemáticos 

El modelo de predicción de la liberación del fármaco tanto para PLGA/PVA/Ps80/Rap 

como para PLGA/PVA/Plx188/Rap, se ajustó a la ecuación de Korsmeyer-Peppas (Figura 

27). Como se puede observar con PLGA/PVA/Ps80/Rap en la Figura 27A, el modelo 

matemático de Higuchi tiene un coeficiente de correlación (R2) de 0.92, pero un valor de 

0.97 para el modelo Korsmeyer-Peppas. 

En la Figura 27B, los valores de R2 para el modelo Higuchi y Korsmeyer-Peppas son muy 

similares (0.94 y 0.96) para PLGA/PVA/Plx188/Rap. El efecto “burst” mencionado 

anteriormente tiene una liberación lineal, por lo que, al analizar esa región con los 

modelos matemáticos, el modelo que mejor se ajustó fue al modelo orden cero. 
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Figura 27. Modelos matemáticos analizados para la liberación del fármaco a partir de los 

nanoacarreadores funcionalizados. (A) Modelos matemáticos analizados para la liberación de rapamicina 

a partir de PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Modelos matemáticos analizados para la liberación de rapamicina a 

partir de PLGA/PVA/Plx188/Rap. 

19. Internalización de los nanoacarreadores funcionalizados 

En el caso de las células MIO-M1, se observa la internalización de PLGA/PVA/Ps80/C6, 

la cual es comparable con el control que tiene sólo C6. En el caso de SH-SY5Y, se observa 

que incluso hay una mayor internalización de PLGA/PVA/Ps80/C6 que de C6, con lo que 

se concluye que los nanoacarreadores pueden internalizar a esta línea celular de manera 

más eficiente (Figura 28A y Figura 28B). 

Después del tratamiento con el nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/C6 durante 2 h, se 

comprobó la internalización exitosa en ambas líneas celulares (Figura 28C y Figura 28D). 

De manera interesante, en las células SH-SY5Y se observó una mayor internalización de 

la molécula C6 previamente encapsulada en el nanoacarreador que la molécula sola, lo 

cual sugiere que PLGA/PVA/Plx188 puede internalizar a las células y además con mayor 

eficacia que una molécula lipofílica. 

20. Citotoxicidad de los nanoacarreadores funcionalizados 

20.1 Morfología celular 

Después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVAPs80/Rap durante 72 h 

(Figura 29A) en las células MIO-M1, no se observan cambios morfológicos relevantes 

con excepción de las células tratadas con PLGA/PVAPs80/Rap a 150 µg/mL, donde las 

células tienen un ligero cambio morfológico, siendo éstas ligeramente más redondas. En 

el caso de las células SH-SY5Y (Figura 29B), no se ven cambios morfológicos aun 

después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80/Rap. 
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Figura 28. Internalización in vitro de los nanoacarreadores funcionalizados después del tratamiento con 

150 μg/mL durante 2.5 h. (A) Internalización de PLGA/PVA/Ps80/C6 en las células MIO-M1; (B) 

Internalización de PLGA/PVA/Ps80/C6 en las células SH-SY5Y; (C) Internalización de 

PLGA/PVA/Plx188/C6 en las células MIO-M1; (D) Internalización de PLGA/PVA/Plx188/C6 en las 

células SH-SY5Y. 
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Por otro lado, en las células MIO-M1 el tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 no parece 

tener un efecto negativo (Figura 29C). En el caso del tratamiento con 

PLGA/PVA/Plx188/Rap, se observa una ligera reducción en el tamaño de las células 

MIO-M1. En cambio, en las células SH-SY5Y (Figura 29D) no se observaron cambios 

morfológicos después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 y 

PLGA/PVA/Plx188/Rap. 

20.2 Efecto en la viabilidad celular después del tratamiento con nanoacarreadores 

funcionalizados 

El tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 en las células MIO-M1 durante 24 h no disminuyó 

la viabilidad celular, pero con el tratamiento de 72 h empezó a disminuir la viabilidad 

celular de manera estadísticamente significativa a partir de 500 μg/mL, alcanzando una 

disminución en la viabilidad celular hasta el ~70 % (Figura 30A). El tratamiento con 

PLGA/PVA/Ps80/Rap no disminuyó la viabilidad celular después del tratamiento durante 

72 h. En cambio, el tratamiento durante 24 h mostró una disminución en la viabilidad 

celular de manera estadísticamente significativa (Figura 30B). A pesar de que la 

disminución en la viabilidad celular se observó en mayor medida a altas concentraciones, 

para alcanzar una concentración terapéutica de la rapamicina se requiere una 

concentración de 30 μg/mL del nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80/Rap. El tratamiento 

con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap en la línea celular SH-SY5Y no 

disminuyó la viabilidad celular después de la exposición por 24 h ni 72 h (Figura 30C; 

Figura 30D). 

Por otro lado, el nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188 no disminuyó la viabilidad celular 

de las células MIO-M1 a concentraciones terapéuticas durante 24 h y 72 h, pero sí se 

observa una disminución en la viabilidad celular conforme aumenta la concentración de 

PLGA/PVA/Plx188, alcanzando una viabilidad celular del ~70 % y ~50 % para el 

tratamiento durante 24 h y 72 h, respectivamente (Figura 30E). En el caso del 

nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/Rap, la viabilidad celular se mantuvo en ~100 % 

incluso a altas concentraciones y durante 24 h y 72 h (Figura 30F). En las células SH-

SY5Y, la viabilidad celular disminuyó de manera estadísticamente significativa con el 

tratamiento de PLGA/PVA/Plx188 colocadas durante 72 h en comparación con el 

tratamiento durante 24 h (Figura 30G). En cambio, con PLGA/PVA/Plx188/Rap, la 

viabilidad se mantuvo por encima del 90 % con el tratamiento durante 24 h, pero 

disminuyó después de 72 h de tratamiento, aunque dicho cambio no fue estadísticamente 

significativo (Figura 30H). 
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Figura 29. Morfología celular con tinción de F-actina después del tratamiento con los nanoacarreadores 

funcionalizados con y sin fármaco. (A) Tinción de células MIO-M1 después del tratamiento con 

PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap a las concentraciones de 30 μg/mL y 150 μg/mL durante 72 h; 

(B) Tinción de células SH-SY5Y después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap 

a las concentraciones de 30 μg/mL y 150 μg/mL durante 72 h; (C) Tinción de células MIO-M1 después 

del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap a las concentraciones de 25 μg/mL y 

150 μg/mL durante 72 h; (D) Tinción de células SH-SY5Y después del tratamiento con 

PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap a las concentraciones de 25 μg/mL y 150 μg/mL durante 

72 h. 
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Figura 30. Citotoxicidad de los nanoacarreadores funcionalizados a concentraciones terapéuticas y altas 

concentraciones. (A) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Ps80 durante 24 h y 72 h; (B) 

Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Ps80/Rap durante 24 h y 72 h; (C) Tratamiento en 

células SH-SY5Y con PLGA/PVA/Ps80 durante 24 h y 72 h; (D) Tratamiento en células SH-SY5Y con 

PLGA/PVA/Ps80/Rap durante 24 h y 72 h.; (E) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Plx188 

durante 24 h y 72 h; (F) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Plx188/Rap durante 24 h y 72 

h; (G) Tratamiento en células SH-SY5Y con PLGA/PVA/Plx188 durante 24 h y 72 h. (H) Tratamiento en 

células SH-SY5Y con PLGA/PVA/Plx188/Rap durante 24 h y 72 h. (Prueba t-student; α = 0.05). 
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20.3 Efecto en apoptosis después del tratamiento con los nanoacarreadores 

funcionalizados 

20.3.1 Activación de apoptosis de inicio temprano y tardío en células MIO-M1 

Después del tratamiento con los nanoacarreadores con fármaco y sin fármaco a 2 

concentraciones durante 72 h, se puede concluir que PLGA/PVA/Ps80 y 

PLGA/PVA/Ps80/Rap (Tabla 8A), así como PLGA/PVA/Plx188 y 

PLGA/PVA/Plx188/Rap (Tabla 8B), no causan apoptosis, es decir que son inocuas en las 

células MIO-M1. 

Tabla 8. Ensayo de apoptosis con la marca anexina V y 7-AAD en células MIO-M1 

A) Células MIO-M1 con tratamiento PLGA/PVA/Ps80 o PLGA/PVA/Ps80/Rap 

Tratamiento 

(μg/mL) 

Vivas  

(%) 

Apoptosis 

temprana (%) 

Apoptosis 

tardía (%) 

Muertas 

(%) 

DMEM 99.18 0.02 0.40 0.40 

Estaurosporina (2 μM) 24.15 4.95 50.15 20.75 

PLGA/PVA/Ps80 (30) 91.80 8.20 0 0 

PLGA/PVA/Ps80 (150) 94.55 5.35 0.10 0 

PLGA/PVA/Ps80/Rap (30) 92.65 7.30 0.05 0 

PLGA/PVA/Ps80/Rap (150) 89.35 10.60 0.05 0 

 

B) Células MIO-M1 con tratamiento PLGA/PVA/Plx188 o PLGA/PVA/Plx188/Rap 

Tratamiento 

(μg/mL) 

Vivas  

(%) 

Apoptosis 

temprana (%) 

Apoptosis 

tardía (%) 

Muertas 

(%) 

DMEM 99.18 0.02 0.40 0.40 

Estaurosporina (2 μM) 24.15 4.95 50.15 20.75 

PLGA/PVA/Plx188 (25) 90.55 9.40 0.05 0 

PLGA/PVA/Plx188 (150) 89.95 9.75 0.25 0.05 

PLGA/PVA/Plx188/Rap (25) 88.25 11.55 0.20 0 

PLGA/PVA/Plx188/Rap (150) 87.55 12.20 0.25 0 

20.3.2 Activación de la caspasa-3 y caspasa-9 después del tratamiento con los 

nanoacarreadores funcionalizados en las células MIO-M1 

En la Figura 31A y Figura 31B se puede corroborar que no hay activación de la caspasa-

3 después del tratamiento con ambos nanoacarreadores con y sin rapamicina en las células 

MIO-M1, concluyendo que ambas formulaciones son eficaces como vehículo del fármaco 

rapamicina, ya que no causan citotoxicidad. 

Además, después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap, se 

buscó la presencia de caspasa-9 como indicador de apoptosis de inicio temprano. En la 

Figura 31C se observa que después de 72 h de tratamiento con los nanoacarreadores, no 

hay activación de caspasa-9 incluso a altas concentraciones. Todos los controles (+) 

muestran la activación de caspasas por la inducción con estaurosporina, mostrando la 

presencia de caspasas activas. 
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Figura 31. Caspasa-3 y caspasa-9 después del tratamiento con nanoacarreadores funcionalizados a 

concentración terapéutica y alta concentración en línea celular MIO-M1 durante 72 h. (A) Caspasa-3 

después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Caspasa-3 después del 

tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap; (C) Caspasa-9 después del tratamiento 

con PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap. 

21. Validación del modelo celular inducible para SCA7 

Hasta este punto, se probó que los nanoacarreadores funcionalizados no son tóxicos y son 

adecuados para su potencial uso para el tratamiento de la enfermedad SCA7. A 

continuación, se seleccionó al sistema PLGA/PVA/Plx188/Rap para el tratamiento del 

modelo celular inducible de SCA7 debido a que presentó una mayor EE y además se pudo 

cuantificar casi el 100 % de la rapamicina liberada casi a los 4 días, convirtiendo a este 

nanoacarreador el más prometedor para probar el efecto terapéutico en el tratamiento de 

SCA7 en un modelo in vitro. 

21.1 Determinación de la concentración óptima de doxiciclina para la inducción del 

modelo in vitro 

En la Figura 32 se muestra la curva de doxiciclina para la inducción del transgen de 

ATXN7. A muy bajas concentraciones de doxiciclina (0.25 μg/mL) no se observó la 

formación de agregados en el modelo que contiene el transgen ATXN7/Q10 y con el 

transgen de ATXN7/64Q apenas se logró ver un agregado en la imagen representativa. 

Debido al número de agregados proteicos, se seleccionó la concentración de doxiciclina 

de 1 μg/mL, ya que resultó ser la más reproducible para analizar el efecto de las células 

con SCA7. 
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Figura 32. Curva de doxiciclina para la inducción del transgen ATXN7. (A) Modelo celular con transgen 

ATXN7/Q10; (B) Modelo celular con transgen ATXN7/Q64. La inducción para la expresión del transgen 

se realizó con doxiciclina en un rango de 0.25-1 μg/mL. La inmunofluorescencia con el anticuerpo α-

ataxina-7 mostró los agregados de ataxina-7 formados (flechas). 

21.2 Validación del modelo celular inducible 

En la Figura 33 se muestra el modelo celular inducible con los genes de interés 

ATXN7/Q10 o ATXN7/Q64. En la figura se comprueba que, al no realizar la inducción 

con doxiciclina, no se lleva a cabo la expresión del transgen ATXN7. En cambio, después 

de la inducción con doxiciclina, se observa la expresión de ATXN7. La señal de c-Myc, 

la cual colocaliza con ATXN7, indica que la presencia de ATXN7 es la inducida por 

doxiciclina, es decir la exógena. Cabe resaltar que, en la caracterización del modelo 

celular inducible, se verificó un aumento en la expresión de ATXN7 a través de qRT-PCR 

a nivel de transcrito, así como de la presencia de la proteína normal y mutante a través de 

inmunoblot. 

 

Figura 33. Modelo celular inducible con la mutación ATXN7-Q64 o ATXN7-Q10. A) Modelo celular 

inducible con ATXN7/Q10 sin inducir o con 1 µg/mL de doxiciclina; B) Modelo celular inducible con 

ATXN7/Q64 sin inducir o con 1 µg/mL. La marca c-Myc nos indica la presencia de la proteína de ataxina-

7 exógena. 
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21.2.1 Apoptosis en modelo celular inducible 

En la Figura 34 se presenta el WB realizado con los extractos proteicos del modelo celular 

con diferentes tiempos de inducción. En la Figura 34, la procaspasa-9, enzima inactiva, 

está presente en todos los carriles con un peso de 48 kDa. En cambio, en el carril d) se 

observa la presencia de caspasa-9, enzima activa, con los pesos de 34 kDa y 37 kDa. 

 

Figura 34. Apoptosis en modelo celular inducible con la mutación ATXN7-Q64 o ATXN7-Q10. A) WB 

con proteína del modelo celular inducible con 10Q y 64Q, sin Dox y con Dox, con el anticuerpo α-

caspasa3; B) WB con proteína del modelo celular inducible con 10Q y 64Q, sin Dox y con Dox, con el 

anticuerpo α-caspasa9. 

22. Eficiencia Terapéutica del nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/Rap en 

el modelo celular inducible 

22.1 Efecto del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap en el modelo celular inducible 

Posterior a la verificación de que la inducción del modelo celular con 1 µg/mL de 

doxiciclina durante 24 h forma agregados proteicos de ataxina-7 en la clona que contiene 

64Q (Figura 33), se decidió analizar el efecto del sistema nanoacarreador 

PLGA/PVA/Plx188/Rap.  

A continuación, se probó el tratamiento con el nanoacarreador de 

PLGA/PVA/Plx188/Rap, utilizando la concentración terapéutica de 25 μg/mL en el 

modelo celular inducible con 64Q, el cual tiene presencia de agregados proteicos. 

22.1.1 Activación del sistema de autofagia a través de la administración de 

PLGA/PVA/Plx188/Rap 

Con la finalidad de evaluar la actividad autofágica en el modelo celular inducible de MIO-

M1 (Q64) tras la aplicación los tratamientos con los nanoacarreadores 

PLGA/PVA/Plx188, PLGA/PVA/Plx188/Rap o rapamicina sola (control positivo de la 

inducción de la actividad autofágica), inhibimos la autofagia con cloroquina (CQ) para 

bloquear la fusión de los autofagosomas con los lisosomas y teñimos los autofagosomas 

con anticuerpos contra la proteína LC3 (marcador de autofagosomas) para la evaluación 

de su acumulación mediante ensayos de inmunofluorescencia. En el modelo celular 

inducible con el transgen ATXN7-Q64, posterior al tratamiento con cloroquina junto con 
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la administración de PLGA/PVA/Plx188/Rap o rapamicina, fue muy evidente la señal 

obtenida de activación de autofagia por la sonda GFP-LC3-RFP-LC3ΔG, en comparación 

con el sistema vacío. Esto verifica que tanto la rapamicina sola como el sistema 

nanoacarreador pueden activar el sistema de autofagia con la finalidad de disminuir 

agregados proteicos anormales (Figura 35). 

 

Figura 35. Inducción de autofagia. Pretratamiento con cloroquina en las células con el transgen ATXN7-

Q64 y su posterior tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap o rapamicina resultó en la recuperación del 

sistema de autofagia previamente inhibido con cloroquina. Se utilizó la sonda GFP/LC3/RFP/(LC3ΔG), 

la cual libera la proteína GFP en presencia de autofagia. Se realizó una co-tinción con faloidina (Ph). 

22.1.2 Eliminación de agregados proteicos 

En la Figura 36A se muestra el tratamiento en el modelo celular inducible con 64Q. 

Después del tratamiento con el sistema nanoacarreador vacío (PLGA/PVA/Plx188) se 

observan agregados proteicos nucleares. Por otro lado, claramente se ve que después del 

tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap, disminuyen significativamente los agregados 

de ataxina-7. De manera interesante, la rapamicina sola presenta también la eliminación 

los agregados de ataxina-7, sin embargo, prácticamente en todos los campos analizados, 

las células presentaron micronúcleos y núcleos deformes posiblemente como efecto 

tóxico de la rapamicina. Así mismo, las células tratadas con rapamicina presentaron 

mayores niveles de citotoxicidad (datos no mostrados). 

La Figura 36B representa la cuantificación de los agregados proteicos de ataxina-7. El 

modelo celular tratado con PLGA/PVA/Plx188/Rap tiene más del 50 % de células con 

menos de 5 agregados cada una y alrededor de un 20 % de células entre 6 y 10 agregados 

cada una. De manera importante, las células que cuentan con más de 11 agregados por 

célula son mínimas. 
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Figura 36. Eliminación de agregados proteicos en modelo celular inducible con la mutación ATXN7-Q64. 

A) Modelo celular inducido con 1 μg/mL durante 24 h y su tratamiento con PLGA/PVA/Plx188, 

PLGA/PVA/Plx188/Rap o rapamicina durante 24 h; B) Cuantificación de los agregados proteicos en las 

células después del tratamiento con el nanoacarreador. 

22.1.3 Recuperación de la forma activa de caspasa-9 después del tratamiento con el 

nanoacarreador  

El modelo celular con el transgen ATXN7-Q64 fue tratado con PLGA/PVA/Plx188 o 

PLGA/PVA/Plx188/Rap. Después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 se observó 

ligeramente la presencia de caspasa-9, mientras que después del tratamiento con 

PLGA/PVA/Plx188/Rap, no se observó su activación, mostrando una recuperación de los 

mecanismos de muerte celular programada, concluyendo que el tratamiento logró 

disminuir la muerte celular por apoptosis ocasionada por la mutación (Figura 37A). En la 

Figura 37B se realizaron las mismas condiciones de tratamiento, pero en ninguna 

condición se observó caspasa-3 activada, por lo que después del tratamiento, las células 

bajo ninguna condición se encontraban en el proceso de apoptosis tardía, con excepción 

del control positivo que fue tratado previamente con estaurosporina. 
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Figura 37. Tratamiento del modelo celular con el transgen ATXN7-Q64. El tratamiento se realizó durante 

72 h con PLGA/PVA/Plx188 o PLGA/PVA/Plx188/Rap. Los signos (-) y (+) indican si hubo inducción o 

no con doxiciclina. La inducción con doxiciclina se realizó durante 72 h. A) Caspasa-9; B) Caspasa-3. 
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VIII. DISCUSIÓN 

El uso experimental de nanotransportadores para la administración de fármacos ha 

aumentado en los últimos años, debido a que es posible proteger un fármaco para que no 

sea metabolizado, aumente su tiempo de vida media e incluso, pueda actuar como un 

sistema de liberación controlada y/o tejido específico, logrando disminuir los efectos 

secundarios. Por esto, la aparición de la nanotecnología farmacéutica ha sido de gran 

importancia. El tamaño nanométrico del transportador, la solubilización del fármaco, el 

aumento en la eficiencia en la encapsulación del fármaco y su internalización en las 

células, la liberación controlada, así como la protección del fármaco del microambiente, 

son algunas de las tantas ventajas de este medio innovador de administración de fármacos 

[79]. Además, el escape del sistema reticuloendotelial (RES) permite una mejor 

administración de los fármacos evitando ser opsonizado, y con ello, evitar su endocitosis 

por el sistema inmunológico (Capítulo 8 de [117]). 

22. El reto de la elaboración de los nanoacarreadores 

La metodología seleccionada para la elaboración de los nanoacarreadores poliméricos fue 

emulsificación-difusión. Este método tiene la ventaja de que usa infraestructura de fácil 

acceso, es eficiente, versátil, altamente reproducible y es de fácil escalamiento. La 

distribución del tamaño obtenido es estrecha y tiene un mínimo estrés físico al no requerir 

altas temperaturas [118,119]. Además, los solventes que se utilizan no son tóxicos a 

diferencia de otros métodos como el método emulsificación-evaporación, el cual usa 

disolventes orgánicos potencialmente tóxicos como cloroformo [120] o diclorometano 

[121]. Existen otras metodologías como nanoprecipitación, en la cual se precipitan los 

nanoacarreadores mediante una gota que se va dejando caer en la solución, pero su 

desventaja es que tiene una baja eficiencia en la formación de estos nanoacarreadores y 

baja eficiencia de entrampamiento del fármaco [122]. 

Los excipientes que fueron utilizados para la elaboración de los nanoacarreadores fueron 

seleccionados debido a que se ha demostrado que son materiales inocuos y 

biodegradables, incluso todos los excipientes están aceptados por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos de América. El PLGA es un 

polímero sintético altamente utilizado en el área médica, el cual está formado por la 

polimerización del ácido láctico con el ácido glicólico mediante enlaces éster. Su alta 

biocompatibilidad se debe a los productos obtenidos por la hidrólisis, ácido láctico y ácido 

glicólico, los cuales son convertidos en metabolitos o eliminados a través del ciclo de 

Krebs sin alterar la viabilidad celular [97,123]. El PVA es generalmente seleccionado por 

excelencia para la obtención de un tamaño nanométrico y homogéneo de los 

nanoacarreadores, por lo que el sistema base nanoparticulado lo hace susceptible a la 

manufactura de estas entidades con una posibilidad de ser utilizado en sistemas biológicos 

[98].  

Por otro lado, se seleccionó el fármaco modelo “rapamicina” con capacidad de inducir el 

sistema de autofagia, con la finalidad de eliminar agregados proteicos presentes en 

enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y algunas ataxias 

espinocerebelosas (SCAs). El efecto de este fármaco ha sido ampliamente documentado 



 

65 
 

en estudios in vitro degradando agregados proteicos anormales. Sin embargo, las 

características fisicoquímicas de este fármaco hidrofóbico han limitado su uso a nivel 

sistémico, por lo que su biodisponibilidad es limitada [90,124–127]. 

Como se observó en la primera fase del proyecto, se desarrollaron nanoacarreadores 

basados en estos polímeros y se determinó que sí se podían estructurar condiciones 

fisicoquímicas compatibles para su uso en un sistema in vivo. Las micrografías de las 

formulaciones PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap demostraron tener una superficie lisa y 

esférica (Figura 13), lo cual es adecuado porque con estas características son propensos a 

fluir y no haya riesgo de que se aglomeren, además de tener una menor superficie de 

contacto, lo que disminuye su unión a proteínas plasmáticas [78,91]. 

Como se observa en la Tabla 3, el tamaño de los nanoacarreadores se encuentra por debajo 

de los 250 nm, dicha evaluación realizada a través de DLS, lo que nos proporciona el 

tamaño hidrodinámico con alta sensibilidad, el cual considera el revestimiento del 

estabilizante en el solvente (en este caso el agua) de la formulación [128]. El tamaño en 

particular es de gran relevancia, ya que se ha demostrado que, en conjunto con su 

morfología y estructura, esta formulación es adecuada para el transporte de fármacos 

[129,130]. Sathya y col. probaron en el 2020 una formulación de PLGA con un tamaño 

de 177 + 5.9 nm que transportaba el fármaco fitol, la cual al ser administrada a ratas 

Wistar través de la comida, logró atravesar la BHE y disminuir los efectos tóxicos sin 

necesidad de estar previamente funcionalizada.  

Adicionalmente, se ha descrito que nanoacarreadores menores a 300nm logran llegar al 

SNC, además de tener una amplia movilidad vía torrente sanguíneo a través de capilares 

de bajo calibre, lo que elimina la probabilidad de formar trombos en los conductos 

sanguíneos [93,131]. 

Por otro lado, la técnica DLS usa el movimiento browniano de las partículas para 

determinar su tamaño en función de la velocidad a la que se mueven, dando como 

resultado una distribución de tamaños de una población de nanoacarreadores en 

suspensión, proporcionando un diámetro hidrodinámico promedio [132]. Conforme a 

nuestros resultados, los tres sistemas nanoacarreadores diseñados presentaron valores 

considerablemente menores que 0.1, indicando que la formulación es altamente 

homogénea, lo cual nos permite tener una mejor caracterización de la formulación para 

la liberación del fármaco y en el mecanismo de internalización en la célula. 

Finalmente, un potencial Z relativamente elevado es lo ideal para obtener una alta 

estabilidad de la formulación. El potencial Z es la carga total que una partícula adquiere 

en un medio particular y este depende de la química de la superficie y del dispersante. 

Para dispersiones estabilizadas electrostáticamente, a mayor valor de potencial Z, mayor 

estabilidad en la dispersión [133]. En el caso de las formulaciones aquí presentadas, el 

PVA estabiliza la formulación porque una fracción del PVA permanece asociada al 

nanoacarreador formando una red interconectada con el polímero en la interfase, por lo 

que estabiliza a la formulación de forma electrostática [98]. 

Conforme a las características analizadas en los sistemas, fue factible acoplar un fármaco 

hidrofóbico (rapamicina) mediante su encapsulación. La eficiencia de entrampamiento 

fue del 43.7 %, es decir que la concentración equivalente de rapamicina fue de 9.4 ng 

Rap/μg de nanopartículas. Además, el perfil de liberación de la rapamicina mostró una 
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liberación bifásica y prolongada que duró hasta los 7 días. Estas características 

determinaron que un sistema nanoacarreador basado en PLGA, puede transportar un 

fármaco hidrofóbico mediante una liberación controlada, lo cual favorece la 

biodisponibilidad y el efecto de éste. 

23. Un método de esterilización confiable 

Un sistema nanoacarreador tiene que cumplir con características de un producto 

farmacológico, por lo que un punto de preocupación era determinar un método efectivo 

de esterilización que no afecte las características fisicoquímicas del producto y que pueda 

ser de fácil escalamiento, ya que los sistemas están planteados para ser utilizados de 

manera periférica en un sistema in vivo y para que sean dirigidos al SNC [134]. 

Las formulaciones con implicaciones médicas para su administración in vivo requieren 

condiciones de manufactura estériles [135]. Sin embargo, el ambiente estéril no siempre 

es posible, por lo que el uso de métodos de esterilización sería la forma más eficaz cuando 

se requiere un control más riguroso de posibles contaminantes. Cabe destacar que de 

acuerdo con la Farmacopea de Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés), las 

formulaciones deben ser estériles, sin embargo, aún no hay suficiente investigación sobre 

diferentes condiciones y métodos de esterilización. 

Existen diversos métodos de esterilización como los métodos químicos, calor, filtración 

y energías ionizantes, pero es necesario investigar qué metodología no afecta las 

propiedades fisicoquímicas de los nanoacarreadores. Se sabe que los métodos de 

esterilización mencionados son eficaces, pero pueden causar alteraciones en los 

nanoacarreadores poliméricos [136,137]. En particular, la esterilización con calor, 

radiación γ y filtración han sido analizadas en nanoacarreadores poliméricos con 

diferentes surfactantes en su superficie y como es de esperar, todos los métodos han 

afectado alguna propiedad fisicoquímica (tamaño, PDI y/o potencial Z) de los 

nanoacarreadores de una forma u otra excepto la filtración. Sin embargo, la filtración 

requiere que el tamaño de los nanoacarreadores sea menor que 200 nm y en fluidos no-

viscosos [138]. 

El tamaño obtenido en los nanoacarreadores formulados en este proyecto fueron mayores 

que 200 nm. Incluso la formulación PLGA/PVA/Plx188/Rap se encuentra en el límite de 

esterilización por filtración por tener una talla de 211.86 + 4.037 nm, por lo que existiría 

el riesgo de que algunas partículas no logren atravesar el filtro por la distribución de 

tamaño y/o que se deformen. 

Por lo tanto, se decidió analizar algunas alternativas como la radiación γ porque tiene la 

capacidad para atravesar superficies y sin aumentar la temperatura en la muestra. 

Nosotros propusimos el uso de 2 dosis diferentes, 5 kGy y 10 kGy, ya que a partir de 

25kGy se han observado afectaciones como el aumentó en el peso molecular de los 

polímeros por la formación de radicales y el entrecruzamiento entre las cadenas 

poliméricas e incluso entre las cadenas de surfactante y polímero. Además, posterior a la 

esterilización, se ha reportado que puede ser complicada la obtención de una dispersión 

homogénea y la liberación del fármaco puede ser influenciado negativamente [139–141]. 
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Mientras tanto, existe evidencia reciente en el tratamiento de esterilización a través de 

radiación UV en sistemas de nanotubos y partículas metálicas, demostrando ser eficaz 

para eliminar microorganismos y sin afectar las características fisicoquímicas ni a la 

corona proteica que recubre dichos nanoacarreadores [142,143]. Nosotros decidimos 

utilizar 2 h como tiempo de exposición con radiación UV para evitar los posibles efectos 

negativos ocasionados por la alta dosis de radiación [144]. Cabe resaltar que la radiación 

UV es de fácil acceso y escalamiento. Actualmente hay industrias de alimentos y 

farmacéuticas donde la radiación UV provee un método de esterilización seguro y 

efectivo. Esta radiación mata virus, bacterias, levaduras y hongos en cuestión de 

segundos, por lo que puede extender el tiempo de almacenamiento y valor nutricional 

[144].  

Las formulaciones de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap fueron minuciosamente 

caracterizadas fisicoquímica y biológicamente antes y después de la esterilización con 

radiación UV y radiación γ. Después de la esterilización del sistema PLGA/PVA con 

radiación UV, no se observaron cambios estadísticamente significativos en tamaño, PDI 

ni potencial Z (Tabla 3). En cambio, la radiación γ provocó ciertos efectos. Después de la 

esterilización a 5 y 10 kGy, éste nanoacarreador sufrió un cambio estadísticamente 

significativo en el tamaño (209.6 + 1.95 nm y 217.0 + 1.96 nm, respectivamente) (Tabla 

3) posiblemente debido a la escisión de las cadenas del polímero ocasionada por la energía 

a la que fue expuesta la formulación [144]. Además, el índice de polidispersión se redujo 

posiblemente por la misma escisión de cadenas mencionada anteriormente (para mayor 

detalle, el lector es dirigido a [144,145]. Por otro lado, el potencial Z se hizo más negativo 

después de la esterilización. Como el tamaño del nanoacarreador disminuyó después de 

la radiación posiblemente por efecto de escisión de cadenas, al sufrir esta ruptura, la 

medición del potencial Z está más cerca del núcleo del nanoacarreador, donde los iones 

están más concentrados [146], entonces al romper las cadenas del PVA, disminuye el 

tamaño y aumenta la carga. 

Aunque el nanosistema PLGA/PVA irradiado con radiación γ no mostró ninguna 

modificación química aparente después del análisis con FTIR, interesantemente a partir 

del análisis de TGA, se observó menor temperatura de degradación que en los excipientes 

(Figura 16 y [144]). Esto posiblemente fue debido a que el nanoacarreador posee una 

mayor área de superficie por su tamaño nanométrico, haciéndolo más reactivo que los 

excipientes.  

Por último, estudiamos el efecto biológico en células del SNC. El tratamiento con el 

nanoacarreador esterilizado con radiación γ a 5 kGy y 10 kGy (200 μg/mL), provocó 

cambios morfológicos de las células. Se observó un incremento en el área celular y la 

presencia de regiones menos densas, principalmente en el centro. Dicho efecto fue similar 

al control de estrés celular tratado con H2O2 (Figura 20) [144]. El efecto observado 

después del tratamiento con el nanoacarreador esterilizado es común en fibroblastos de 

humano, los cuales después de ser expuestos a un microambiente con especies reactivas 

de oxígeno, cambian su morfología a una forma expandida, aplanada e irregular, lo que 

causa un estado de senescencia celular [147,148]. Con estos resultados concluimos que a 

pesar de que el efecto de la esterilización no fue observado en el análisis químico, su 

efecto tóxico sí se observa a nivel celular, generando alteraciones significativas a este 

nivel.  
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La misma evaluación fisicoquímica se realizó en los nanoacarreadores funcionalizados 

después de ser esterilizados con radiación UV y γ. En la Tabla 6 se mostraron los efectos 

físicos ocasionados después de la esterilización, concluyendo que no hubo cambios 

significativos tras la radiación UV. Mientras que después de la radiación γ, se observaron 

cambios significativos en el tamaño, PDI y potencial Z (resultados no mostrados).  

Dado que la radiación γ provocó cambios físicos en los nanoacarreadores y a su vez estos 

nanoacarreadores provocaron cambios morfológicos en las células utilizadas, se 

seleccionó la radiación UV por 2 h como técnica adecuada para lograr una completa 

esterilización que no provoca ningún cambio significativo en el nanoacarreador ni en las 

células (para mayor detalle consultar [144]. Además, es una técnica conveniente por su 

rapidez, accesibilidad y seguridad, cuyo funcionamiento es debido a que la radiación 

electromagnética con alta energía es absorbida por los ácidos nucleicos de las células, 

produciendo dímeros de timina que pueden matar o inactivar bacterias, virus y 

protozoarios [149].  

24. Estabilidad química de los componentes del nanosistema 

El análisis de FTIR de todas las formulaciones funcionalizadas mostró que todos los 

excipientes tuvieron su espectro previamente reportado en la literatura. De manera 

interesante, no todos los picos característicos de rapamicina se observan en 

PLGA/PVA/Ps80/Rap ni en PLGA/PVA/Plx188/Rap como 1714 cm-1, con lo que 

podemos concluir que el fármaco se encuentra en el interior de los nanoacarreadores 

molecularmente disperso. 

Además, el patrón de PLGA/PVA/Ps80 únicamente se parece al de PLGA, lo cual pudiese 

significar que el arreglo del PVA en PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap es 

diferente, sin embargo, el objetivo es que los nanoacarreadores funcionen como un 

transportador de la rapamicina y que ésta se encuentre dispersa. Dado que no hay nuevos 

picos formados en el FTIR, se concluye que la rapamicina no formó enlaces con el 

nanoacarreador ni se cristalizó. En cambio, comparando los espectros entre 

PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap, éstos son prácticamente idénticos, por lo 

que el principal componente del nanoacarreador es el PLGA. 

Finalmente, se puede concluir que durante la elaboración de los nanoacarreadores 

funcionalizados, no hubo formación de nuevos enlaces y que la rapamicina no interactuó 

químicamente con los polímeros que conforman a las formulaciones. Una interacción 

deseable del fármaco con los nanoacarreadores es la formada mediante enlaces tipo Van 

der Waals debido a su debilidad. Esta encapsulación de la rapamicina es benéfica debido 

a la protección del fármaco de una posible degradación. 

Para las formulaciones funcionalizadas, en comparación con los excipientes, la 

temperatura de degradación de las formulaciones fue menor (Figura 24). Esto ocurrió 

posiblemente porque el nanoacarreador, al tener un tamaño nanométrico, presentan una 

mayor superficie de contacto y por lo tanto tienen una mayor reactividad que los 

componentes puros. Entonces, la transmisión de calor es más eficiente en los 

nanoacarreadores, degradándose antes. 
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Por otro lado, en los termogramas de las formulaciones funcionalizadas, no presentaron 

cambios en sus temperaturas de fusión ni temperaturas de transición vítrea antes y después 

de la incorporación de la rapamicina, indicando una encapsulación exitosa y 

entrampamiento homogéneo del fármaco en estado amorfo, lo cual refuerza los resultados 

observados en FTIR [158]. Dado que la temperatura de fusión de la rapamicina es más 

alta que la del PLGA, la rapamicina cristalina podría disolverse en el PLGA fundido 

durante el análisis de DSC y, por lo tanto, cambiar a una forma amorfa [159]. 

25. Estabilidad del sistema y vida de anaquel 

La estabilidad se realizó siguiendo la NOM-073-SSA1-2005 sobre la estabilidad de 

fármacos y medicamentos, en la cual se pide el análisis de la estabilidad de la forma 

farmacéutica en las condiciones en las que se recomienda su almacenamiento y bajo 

condiciones aceleradas. 

Los nanoacarreadores funcionalizados y almacenados a 4 °C mantuvieron su estabilidad 

hasta las 12 semanas (Tabla 7). Las formulaciones almacenadas a temperatura ambiente 

(condición acelerada) mantuvieron su tamaño estable hasta por 8 semanas (Tabla 7), pero 

dichos cambios aun no son estadísticamente significativos.  

La disminución en el tamaño que se observa en todas las condiciones podría estar 

relacionado a la degradación esperada de los nanoacarreadores, con lo que se empieza a 

liberar el fármaco. Así, cuando la formulación es hidratada, el agua induce el 

hinchamiento del polímero, seguido de la hidrólisis y finalmente provoca la erosión del 

nanoacarreador [160]. Tal como se esperaba, las formulaciones almacenadas a 

temperatura ambiente sufrieron un cambio en el tamaño más rápido que aquellas 

almacenadas a 4 °C. Esto ocurrió porque a condiciones aceleradas de almacenamiento, es 

decir que, a una mayor temperatura, la reacción de hidrólisis está acelerada [161]. 

El potencial Z también disminuyó en ambas formulaciones durante el tiempo en 

dispersión, pero con la condición acelerada la disminución fue mayor. La disminución 

del potencial Z posiblemente ocurrió por la desorción y/o ruptura de las cadenas de los 

surfactantes de cada formulación ocasionada por la hidrólisis.  

Los surfactantes utilizados en este trabajo (PVA, Ps80 y Plx188) no tienen carga, es decir 

que son no iónicos [98]. Se ha sugerido que el pH en el microambiente lleva a una catálisis 

ácida y básica del PLGA [161], por lo que es posible que aparte de la ruptura y/o desorción 

de las cadenas de los surfactantes por la hidrólisis durante el ensayo de estabilidad de las 

formulaciones en dispersión, el potencial Z haya disminuido por el cambio en el pH del 

microambiente. 

Los mecanismos que afectan la estabilidad de la dispersión son la repulsión electrostática 

y repulsión estérica. Ante esta premisa, es importante mencionar que todos los sistemas 

elaborados se mantienen en liofilización, es decir que de esa forma se mantienen en 

anaquel, por lo que son altamente estables y no hay presencia de hidrólisis. Cuando estas 

formulaciones son hidratadas, son estables por lo menos las primeras 8 semanas, siendo 

un tiempo de estabilidad adecuado [162].  
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26. Liberación del fármaco 

La liberación del fármaco en todas las formulaciones ocurrió en 2 fases, primero una 

liberación aumentada (“burst effect”) para luego mantener una liberación controlada y 

sostenida. En cuanto a PLGA/PVA/Ps80/Rap, el “burst effect” de rapamicina ocurrió 

aproximadamente las primeras 4 horas, tiempo en el que se había liberado el 29.01 % de 

la rapamicina y a las 72 h el 50.64 % (Figura 26). En esta formulación se alcanzó muy 

rápido la meseta de la liberación del fármaco y apenas a las 200 h se había alcanzado casi 

el 60 %, pero después de ese tiempo, ya no se observó liberación (datos no mostrados). 

Esto ocurrió posiblemente porque los nanoacarreadores se adsorbieron a la bolsa de 

microdiálisis, evitando que se liberara todo el contenido de la bolsa. Lo anterior 

mencionado ya se ha reportado en la literatura. Venkateswarlu y col., elaboraron 

nanoacarreadores lipídicos sólidos con diferentes triglicéridos, lecitina de soya, Plx188 y 

el modificador de carga estearilamina para encapsular el fármaco lipofílico clozapina. 

Con la liberación in vitro, ellos reportaron la retención de nanoacarreadores en la 

membrana de diálisis, aunque aun así reportaron una liberación del fármaco de hasta 

27.83-50.91 % después de 48 h [163]. 

Por otro lado, Lu y col. usaron nanoacarreadores de PLGA para la liberación del fármaco 

paclitaxel. La liberación alcanzada después de 2 h fue del 66.9 % y la liberación 

acumulada alcanzó el ~80 % a las 50 h. Para disminuir el “burst effect”, agregaron 

quitosán a la formulación, cambiando el potencial Z de -20.8 + 1.1 mV a 25.6 + 0.6 mV, 

con lo cual disminuyeron el “burst effect” a 14.3 % a las 2 h [164]. 

Es posible que en nuestra formulación PLGA/PVA/Ps80/Rap, el surfactante Ps80 de 

alguna forma se haya unido a la rapamicina y que por eso no hayamos podido cuantificarla 

por completo durante su liberación. En caso de que esa haya sido la situación, eso sería 

contraproducente para el objetivo de usar esa formulación como nanoacarreador, ya que 

podría ser que no permita la actividad de la rapamicina por estar unida al Ps80. 

Previamente, se ha reportado que el recubrimiento de nanoacarreadores con 1 % de Ps80 

disminuye la liberación del fármaco de los nanotransportadores [157]. 

Finalmente, la formulación PLGA/PVA/Plx188/Rap presentó una liberación aumentada 

las primeras 7 h, donde se liberó el 47.46 % y hasta las 160 h se alcanzó una liberación 

casi del 90 % (Figura 26). La adsorción del fármaco a la bolsa de microdiálisis podría 

explicar en parte por qué no se logró cuantificar el 100 % del fármaco. 

La EE de cada formulación es muy importante, ya que, a mayor cantidad de fármaco 

entrampado, menor cantidad de nanoacarreador será utilizado y menor riesgo de 

citotoxicidad. Para la formulación PLGA/PVA/Rap, hubo una EE del 43.7 %, pero al 

funcionalizar la formulación con Ps80, la EE disminuyó hasta un 34.7 %. Dicha 

disminución en el entrampamiento del fármaco también fue reportada por Wilson y col., 

donde tras recubrir los nanoacarreadores con 1 % de Ps80, se redujo ligeramente la carga 

del fármaco, argumentando que esta disminución en la carga del fármaco pudo deberse al 

escape del fármaco en el medio durante el proceso de recubrimiento [157]. 

PLGA/PVA/Plx188/Rap presentó una EE muy similar a la de PLGA/PVA (43.64 %), por 

lo que el Plx188 parece no tener interferencia al momento de la encapsulación del fármaco 

durante la formación del nanoacarreador. Es conveniente que la carga del fármaco dentro 
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de cualquier transportador sea alta para minimizar la cantidad del sistema de entrega 

usado por mililitro de solvente. Aquí, PLGA/PVA/Plx188/Rap demostró tener una 

capacidad de carga de fármaco mayor que PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 26). 

Después de analizar los perfiles de liberación, las 3 formulaciones se ajustaron al modelo 

matemático sobre liberación de fármacos de Korsmeyer-Peppas. Este modelo matemático 

generalmente es el que explica la liberación de las formulaciones de nanoacarreadores 

poliméricos y/o cuando hay más de un fenómeno de liberación involucrado [162,165]. El 

coeficiente “n” de la ecuación nos dice si la liberación sigue la ley de Fick, es decir que 

está gobernada por la difusión del fármaco (n<0.5), que sigue la Ley de Fick pero que 

está gobernada por la difusión y el hinchamiento del polímero (0.5 < n < 1), o que el 

mecanismo no sigue la Ley de Fick (n = 1). 

En todos los casos, el coeficiente n (Tabla 5, Figura 27) mostró que la liberación de la 

rapamicina de las 3 formulaciones está gobernada únicamente por la difusión del fármaco. 

Brevemente, al ser hidratadas las formulaciones, el agua puede entrar al nanoacarreador 

haciendo que el PLGA se hinche e inicie su hidrólisis, durante lo cual la rapamicina se va 

difundiendo hacia el medio externo [166]. 

Sharma y col. elaboraron unos nanoacarreadores de PLGA para una administración 

intranasal de lorazepam. La mejor formulación demostró tener un tamaño de 176 + 0.5 

nm y DL de 83 + 0.5 %. La liberación de lorazepam se ajustó al modelo Korsmeyer-

Peppas, obteniendo un valor n menor a 0.5, sugiriendo que la liberación de lorazepam 

sigue la ley de Fick (difusión) [167]. De manera similar, Saqib y col. elaboraron unos 

nanoacarreadores poliméricos de poli-ε-caprolactona cargadas con anfotericina B. El 

tamaño obtenido fue de 183 nm con EE del 85 %, cuya liberación se ajustó al modelo de 

Korsmeyer-Peppas, aunque en este caso, la liberación del fármaco estuvo controlada por 

transporte anómalo (no sigue la Ley de Fick) [168]. 

La ventaja de la liberación lenta de los fármacos es para disminuir las veces de 

administración y para que haya menos efectos secundarios. En la actualidad hay interés 

en disminuir el “burst effect” de los nanoacarreadores porque la liberación inicial del 

fármaco es mayor a la concentración terapéutica recomendada y podría causar toxicidad 

celular. Cuando el nanoacarreador del fármaco paclitaxel fue modificado con quitosán 

para disminuir el “burst effect”, también lograron disminuir la citotoxicidad [164]. 

27. Un sistema nanoacarreador funcionalizado para la entrega 

farmacológica en el SNC 

El conocer que nuestro sistema nanoacarreador basado en PLGA/PVA puede ser viable 

como un vehículo farmacológico, así como la implementación sencilla de un método de 

control de esterilización compatible con el sistema, nos llevó a tratar de estructurar un 

vehículo capaz de llegar al SNC. Dado que la accesibilidad al SNC está ampliamente 

limitada por la BHE, fue importante funcionalizar los sistemas nanoparticulados con la 

finalidad de “enmascarar” al acarreador farmacológico para lograr atravesar hacia el 

microambiente del cerebro.  

Para esto, se seleccionaron los surfactantes no iónicos Ps80 y Plx188 para ser analizados 

de manera independiente. Los surfactantes comúnmente son utilizados para reducir la 
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tensión superficial de la interfase entre la solución orgánica que contiene al polímero y la 

fase acuosa. Además, promueven la formación de los nanoacarreadores y su 

estabilización, mientras alteran la interacción entre la nanoformulación y las células 

[150]. En este sentido, se ha demostrado que el Ps80 puede aumentar la acumulación de 

nanoacarreadores en el cerebro mediante la adsorción de ApoB o ApoE al nanoacarreador 

cuando se encuentra en el torrente sanguíneo, por lo que, al llegar a la BHE, estos 

nanoacarreadores son reconocidos por el receptor de LDL de las células endoteliales de 

la BHE. Por lo tanto, los nanoacarreadores se internalizan hacia el cerebro mediante 

endocitosis dependiente de receptor [109]. Mientras tanto, el Plx188 tiene la capacidad 

de inhibir la proteína de eflujo P-gp para permanecer dentro de la célula [151]. En general, 

la presencia de surfactantes no iónicos permite un decremento en el depósito de proteínas 

en la superficie, incrementando el tiempo de circulación [98]. 

El transporte de fármacos a través de la BHE involucra diferentes rutas, por lo que el 

diseño de nanotransportadores recubiertos con diferentes surfactantes les confiere la 

habilidad de atravesar la BHE usando el transporte activo o pasivo. Debido a que el 

transporte pasivo no requiere ligandos específicos, sino el efecto de mayor permeabilidad 

y retención (efecto EPR, por sus siglas en inglés), además de los parámetros críticos que 

son tamaño, potencial Z y tiempo de vida en la circulación sanguínea, los cuales pueden 

ser modulados mediante el recubrimiento con polímeros hidrofílicos, en el presente 

trabajo, se decidió favorecer el transporte activo, ya que facilita la captación de los 

nanoacarreadores por las propias células, de manera más sensible y específica.  

El transporte activo está clasificado en 3 subcategorías: transcitosis mediada por 

transportador, la mediada por adsorción y la mediada por receptor [152]. La transcitosis 

mediada por transportador implica el transporte de un sustrato selectivo, en la que se lleva 

a cabo la internalización de pequeñas biomoléculas hacia el cerebro. La transcitosis 

mediada por adsorción es un proceso no específico que involucra la interacción de 

péptidos o proteínas con carga positiva y microdominios con carga negativa en la 

membrana de células endoteliales cerebrales. La transcitosis mediada por receptor es un 

transportador altamente selectivo y específico relacionado con la unión entre ligandos 

blanco y receptores expresados en las células endoteliales cerebrales [153,154]. 

El transporte activo mediado por receptor se basa en el uso de los receptores de 

transferrina con el ligando lactoferrina o transferrina, receptor LDL con el ligando LDL 

o ApoE y el receptor de glutatión con el ligando glutatión. Este mecanismo, que es el que 

seleccionamos, es el más prometedor para el transporte de fármacos hacia el cerebro [44].  

Kreuter y col. fueron de los pioneros en utilizar el Ps80 como surfactante para recubrir el 

nanoacarreador PBCA cargado con los fármacos dalargina o loperamida. Después de la 

administración vía sanguínea, estos nanoacarreadores adsorben las Apo B y E, por lo que 

son capaces de atravesar la BHE al imitar a las lipoproteínas, las cuales pueden ingresar 

a las células endoteliales de los capilares cerebrales mediante endocitosis vía receptor 

[109]. Bajo esta evidencia, el mecanismo de internalización de los surfactantes utilizados 

en el presente estudio es mediante transporte activo.  

Un punto importante para considerar antes de utilizar un nanoacarreador farmacológico 

hacia el SNC son sus características fisicoquímicas. Los nanoacarreadores 

funcionalizados, a diferencia de PLGA/PVA, al incorporarles el fármaco en la 

formulación, el tamaño aumentó de 201.96 + 1.343 nm a 231.5 + 2.967 nm en 
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PLGA/PVA/Ps80 (Tabla 6). El aumento en el tamaño después de cargar el fármaco no 

ocurre en todas las formulaciones y no necesariamente está relacionado con la carga del 

fármaco. Sathya y col. elaboraron unos nanotransportadores de PLGA usando como 

surfactante al PVA y fitol como fármaco. El nanotransportador con fármaco tuvo un 

tamaño de 177 + 5.9 nm, mientras que la formulación sin fármaco fue considerablemente 

más pequeña con 91.1 + 1.9 nm. En este ejemplo hay que considerar que para el gran 

aumento en el tamaño pudo deberse a la eficiencia de entrampamiento, la cual mencionan 

que fue del 92.14 + 0.29 % [121]. 

De manera interesante para el nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188, el tamaño obtenido 

antes y después de incorporar el fármaco se mantuvo estable (212.73 + 4.87 nm contra 

211.86 + 4.037 nm, respectivamente) (Tabla 6). El tamaño ideal para un nanoacarreador 

depende de la aplicación y la capacidad de carga de fármaco deseada. En general, los 

nanotransportadores deberían tener un tamaño menor a 400 nm para prevenir el 

reconocimiento de RES y su posterior eliminación por el sistema inmune. Además, su 

tamaño determina su distribución in vivo. Por ejemplo, en el caso de cáncer, su tamaño 

debería ser idealmente menor a 100 nm para beneficiarse del efecto mejorado de 

permeabilidad y retención para la extravasación en tumores, en cambio, para 

enfermedades neurodegenerativas, el uso de nanotransportadores con un tamaño 

alrededor de 200 nm hace que haya una disminución en la carga del fármaco, requiriendo 

mayor cantidad del nanotransportador para alcanzar una eficacia terapéutica, lo cual no 

sería deseable. En un artículo de Utreja y col., en el 2020, hicieron una revisión 

bibliográfica sobre los nanoacarreadores en medicina y sus diferentes usos. En ese 

artículo se pueden apreciar los diversos tamaños de los nanoacarreadores según su 

aplicación deseada [98,131]. 

Las formulaciones funcionalizadas presentaron un potencial Z similar al de PLGA/PVA 

y además no hubo cambio en dicha carga al incorporar el fármaco (Tabla 6). Por lo tanto, 

los nanoacarreadores funcionalizados tienen todas las características físicas necesarias 

para tener buena estabilidad, en especial en dispersión [144,155,156].  

Cabe destacar que la presencia de los surfactantes, Ps80 y Plx188, podrían “ocultar” la 

carga negativa de los nanoacarreadores, ya que las cadenas de los surfactantes parecen 

cubrir la superficie de estas formulaciones, por lo que el potencial Z real podría ser mayor. 

Aunado a lo anterior mencionado, en el caso del Plx188, éste no solo provee una 

estabilidad electrostática, como ocurre con las formulaciones con potencial Z de 

moderado a alto, sino que la repulsión estérica también funciona para la estabilidad de los 

nanoacarreadores, donde el Plx188 actúa como un resorte alejando a los nanoacarreadores 

cercanos [91]. La ventaja de la estabilidad por repulsión estérica es que no se ve afectada 

con el pH del medio de dispersión como con la estabilidad electrostática, donde algunas 

moléculas pueden cambiar incluso su carga de positivo a negativo [157]. 

Con esto podemos concluir que las formulaciones PLGA/PVA/Plx188 y 

PLGA/PVA/Plx188/Rap son doblemente estables por la carga y la repulsión estérica. 

Además, el tamaño y potencial Z obtenido en las formulaciones funcionalizadas con Ps80 

o Plx188 son adecuados como nanotransportador para el SNC y sin que provoquen 

neurotoxicidad. 



 

74 
 

28. Internalización del sistema funcionalizado en SNC 

La formulación PLGA/PVA/C6 (Figura 19) logró internalizar en mayor medida a las 

células MIO-M1 que la C6 sola, lo cual significa que estos nanoacarreadores son 

eficientes para internalizar a las células y ser usadas como nanotransportadores. Así 

mismo, las formulaciones funcionalizadas fueron analizadas en las líneas celulares MIO-

M1 y SH-SY5Y por ser células de origen glial y neuronal, respectivamente.  

La formulación PLGA/PVA/Ps80/C6 internalizó de igual manera a las células MIO-M1 

que C6, pero se observó una mayor internalización en las células SH-SY5Y que C6, 

comprobando su eficacia como nanoacarreador (Figura 28). Esta formulación internalizó 

más en las células SH-SY5Y posiblemente porque esta formulación presentó una 

liberación de explosión alta, en la que las primeras 5 horas de liberación, alcanzó a liberar 

más del 30 % del fármaco. 

En el caso de PLGA/PVA/Plx188/C6 se observó una internalización similar entre la 

formulación y C6 libre en las células MIO-M1, pero claramente hubo una mayor 

internalización en las células SH-SY5Y usando el nanoacarreador (Figura 28). 

Finalmente, cabe resaltar que el polímero base de PLGA ya dentro del SNC, puede 

favorecer la internalización celular vía clatrina dependiente, lo que facilita la pinocitosis 

en este tejido, ya que las células cerebrales solo presentan vías de internalización clatrina-

dependiente [169]. 

29. Los sistemas nanoacarreadores mostraron una baja citotoxicidad 

29.1 Efecto de los nanoacarreadores en la morfología de las células 

La formulación PLGA/PVA/Ps80/Rap a 150 µg/mL presentó un ligero cambio 

morfológico en las células MIO-M1 ocasionado posiblemente por la alta concentración 

de rapamicina, ya que la concentración de 30 µg/mL corresponde a la concentración 

terapéutica de la rapamicina (Figura 29).  

Existen antecedentes sobre cambios morfológicos ocasionados por la rapamicina. 

Romero y col. observaron que el tratamiento con 109 nM de rapamicina en el hongo 

Ustilago maydis no alteró su crecimiento, pero ocasionó un mayor tamaño y modificó la 

morfología celular, caracterizada por la presencia de estructuras celulares con varios 

septos y núcleos. Esto sugiere que la rapamicina tiene un papel en la morfología celular 

y metabolismo lipídico en U. maydis mediante TORC1 [170].  

Al igual que Aguilar y col. y que PLGA/PVA/Ps80/Rap, después del tratamiento con 

PLGA/PVA/Plx188/Rap a una concentración de 150 µg/mL, se observa un ligero cambio 

morfológico en las células MIO-M1 en comparación con las células tratadas con 

PLGA/PVA/Plx188 (Figura 29). Este efecto también es probable que haya ocurrido por 

efecto de la rapamicina. En este sentido, se ha reportado que fuertes inductores de 

autofagia también activan la nucleofagia, por lo que se empiezan a degradar componentes 

importantes de la envoltura nuclear como la lámina B1, produciendo un efecto tóxico 

[171]. 
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A pesar de los cambios morfológicos que fueron observados después de poner tratamiento 

a alta concentración, éstos fueron muy ligeros. En cambio, en el control positivo con 

estaurosporina, los cambios morfológicos observados fueron más parecidos a los 

ocurridos durante un proceso apoptótico como disminución en el tamaño, fragmentación 

nuclear y desprendimiento de las células del cubreobjeto. 

Por lo tanto, basándonos en que hubo ausencia de estos indicadores apoptóticos en las 

células tratadas con estas formulaciones, nuestros resultados sugieren un bajo potencial 

de toxicidad para las líneas celulares utilizadas. 

29.2 Efecto de los nanoacarreadores sobre la viabilidad celular 

El tratamiento con PLGA/PVA no mostró disminución en la viabilidad celular, con y sin 

fármaco, en ambas líneas celulares (Figura 21). En cambio, después del tratamiento con 

PLGA/PVA/Ps80, ocasionó una reducción en la viabilidad celular a altas concentraciones 

y PLGA/PVA/Ps80/Rap no causó toxicidad en las células MIO-M1. Además, ningún 

tratamiento en las células SH-SY5Y provocó disminución en la viabilidad celular (Figura 

30). Esto posiblemente ocurrió a causa del surfactante Ps80. Se ha reportado que algunos 

estabilizantes o surfactantes utilizados en la elaboración de nanoacarreadores poliméricos 

pueden ocasionar cierto grado de toxicidad [172]. Sin embargo, el Ps80 es un surfactante 

que ha sido ampliamente estudiado y es probable que estos nanoacarreadores no 

ocasionen toxicidad cuando sean aplicadas a concentraciones terapéuticas. 

Después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188, se observó cierto grado de 

citotoxicidad con comportamiento dosis-dependiente en las células MIO-M1 (Figura 

30E), pero dicho fenómeno está ausente en PLGA/PVA/Plx188/Rap (Figura 30F). Estos 

resultados posiblemente se deban a la presencia del surfactante Plx188 y que cuando se 

usa el nanoacarreador con rapamicina, éste ayude a mejorar la viabilidad celular, aunque 

hacen falta más estudios antes de realizar cualquier conclusión. En cambio, en las células 

SH-SY5Y se observó una disminución en la viabilidad celular estadísticamente 

significativa al comparar el tratamiento con PLGA/PVA/Plx188 durante 24 h y 72 h, 

posiblemente por consecuencia de la hidrólisis del nanoacarreador y por acidificación del 

medio de cultivo. De manera importante, el tratamiento de las células SH-SY5Y con 

PLGA/PVA/Plx188/Rap no afectó de manera estadísticamente significativa la viabilidad 

celular después del tratamiento por 72 h (Figura 30H), por lo que la administración de la 

rapamicina mediante este nanoacarreador no parece ser tóxica. 

29.3 Efecto de los nanoacarreadores sobre la apoptosis 

La ausencia de apoptosis analizada mediante la marca de Anexina V se muestra en la 

Tabla 8. Grabowski y col. usaron nanoacarreadores de PLGA de ~200 nm y diferentes 

estabilizantes (PVA, Plx188 y quitosán) en macrófagos THP-1 de humano. Ellos 

observaron que a concentraciones terapéuticas (hasta 0.1 mg/mL) no hubo toxicidad con 

excepción de los nanoacarreadores con quitosán [172]. Aquí podemos observar que 

PLGA/PVA/Plx188 y PLGA/PVA/Plx188/Rap son totalmente inocuas hasta 150 µg/mL 

en las células MIO-M1, cuyo resultado es consistente con la literatura previamente 

reportada. 
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De manera adicional al ensayo de anexina V, se buscó la presencia de caspasa-3 y 

caspasa-9 activada en las células MIO-M1 tratadas con las formulaciones funcionalizadas 

durante 72 h (Figura 31), debido a que se han reportado diversos nanoacarreadores 

(metálicos, poliméricos, lipídicos, dendrímeros, basadas en proteínas, entre otras) que 

podrían ocasionar algún tipo de toxicidad. Los nanoacarreadores podrían provocar la 

generación de ROS, podrían dañar físicamente la membrana plasmática causando ruptura 

en la membrana o unirse a proteínas de membrana como NADPH oxidasa, canales de 

Ca2+ y receptores de membrana, por lo que pueden inducir una señalización oxidativa 

mediante el incremento de los niveles de Ca2+ intracelular y activación de cascadas de 

segundos mensajeros [173].  

De manera exitosa, logramos corroborar la ausencia de apoptosis en las células MIO-M1 

después del tratamiento con los nanoacarreadores funcionalizados. 

30. Validación Terapéutica 

Para la validación terapéutica, la formulación PLGA/PVA/Ps80/Rap fue descartada 

porque no cumplió con nuestros requerimientos buscados para el ensayo de efectividad 

terapéutica. La formulación PLGA/PVA/Plx188/Rap tuvo una mayor EE y además se 

pudo cuantificar casi el 100 % de la rapamicina liberada, la cual ocurrió aproximadamente 

a los 4 días. La liberación del fármaco de PLGA/PVA/Plx188/Rap se analizó también en 

la región inicial, es decir en la zona del “burst effect” (Figura 27B). Dicha región se ajustó 

mejor al orden cero, es decir que la liberación inicial es independiente de la concentración, 

pero sí es dependiente del tiempo. Este dato puede ser importante, ya que significa que 

aunque tengamos una concentración muy alta o baja de rapamicina en un inicio, la 

liberación será dependiente del tiempo y pasado el efecto de explosión, la liberación será 

prolongada (que el fármaco se libera en un tiempo diferente del administrado), sostenida 

(que controla la liberación pero sin controlar la concentración del fármaco), controlada 

(que mantiene la concentración en plasma constantes y predecibles) y únicamente 

dependiente de la difusión de la rapamicina.  

30.1 Validación del modelo celular inducible MIO-M1 

Para este proyecto, nosotros seleccionamos un modelo celular inducible en lugar de uno 

estable debido a que la proteína con la mutación es altamente tóxica para la célula, por lo 

que en un modelo estable sería más complicada su evaluación por tener un mayor número 

de variables a considerar. Con el modelo celular inducible con el sistema Tet-On, se pudo 

reproducir exitosamente la formación de agregados proteicos de ataxina-7, considerados 

la principal causa patogénica de la enfermedad, así como la toxicidad ocasionada por los 

mismos agregados proteicos. 

El sistema Tet-On permite la modulación del gen de interés mediante la administración 

de tetraciclinas (doxiciclina). Es por eso que es un sistema altamente confiable que ayuda 

a reproducir las enfermedades de manera más específica. Además, como el sistema 

regulador permite la activación de la expresión génica mediante la adición de la 

doxiciclina, se puede usar el mismo modelo como control negativo, disminuyendo el 

fondo ocasionado por el uso de diferentes células. Además, es una ventaja que para 

reproducir los marcadores descritos en la enfermedad de SCA7, se requiera la adición de 
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doxiciclina, ya que de esta forma las células no están en constante estrés debido a la 

presencia continua de doxiciclina, como es el caso del sistema Tet-Off [175]. 

La determinación de la concentración óptima de doxiciclina para iniciar la expresión del 

transgen de ATXN7-Q10 o ATXN7-Q64 (Figura 32) sirvió para obtener la mayor cantidad 

de agregados proteicos con la menor concentración de doxiciclina. En la Figura 33 se 

comprobó la presencia de estos agregados proteicos en la clona con el gen mutado y no 

se observa señal de la proteína ataxina-7 en ausencia de doxiciclina, con lo que se 

corrobora que el modelo celular inducible funciona adecuadamente. 

Además, en la Figura 34 se mostró que, a partir del modelo celular inducible, la clona con 

el gen mutado presenta activación de caspasa-3, indicador de apoptosis. Wang y col., 

usaron un modelo para la enfermedad de SCA7 que consistió en la expresión de ataxina-

7/Q75 en un cultivo neuronal primario de cerebelo. A los 6 días de haber infectado las 

células, se observó muerte neuronal ocasionada por la proteína mutante. Posteriormente, 

se comprobó que la muerte ocurrió por apoptosis mediante la inducción de la formación 

de caspasa-3 y caspasa-9 sin activar a la caspasa-8, es decir que la apoptosis fue iniciada 

por la señalización de la mitocondria mediante la liberación de citocromo C y Smac [68]. 

Con estos resultados podemos concluir que nuestro modelo logró reproducir exitosamente 

la formación de agregados proteicos y la apoptosis que es ocasionada por la presencia de 

la proteína mutante de ataxina-7. 

30.2 Efecto del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap en el modelo celular inducible 

El nanoacarreador PLGA/PVA/Plx188/Rap fue evaluado para conocer su potencial 

terapéutico en la reversión del fenotipo del modelo in vitro. La sonda fluorescente GFP-

LC3-RFP-LC3ΔG es útil para observar el flujo autofágico, la cual es escindida por las 

proteasas endógenas ATG4, por lo que GFP-LC3 es degradado mediante la autofagia 

[176]. En la Figura 36 se muestra el tratamiento en el modelo celular inducible con el 

transgen ATXN7-Q64. De manera inicial, se colocó un pretratamiento con cloroquina para 

detener la autofagia [177] y se observa que tanto el tratamiento con 

PLGA/PVA/Plx188/Rap como con rapamicina, aumentó considerablemente el flujo 

autofágico a pesar de que éste había sido inhibido con la cloroquina. De esta manera 

comprobamos que el tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap aumenta la autofagia y, 

por lo tanto, mediante este mecanismo, se lograron eliminar los agregados proteicos de 

ataxina-7 mutante (Figura 35). 

Anteriormente ha sido reportado en la literatura que la mutación de SCA7 provoca la 

muerte de las células por apoptosis [61,178]. Dada la ausencia de caspasa-3 y caspasa-9 

después del tratamiento con PLGA/PVA/Plx188/Rap, podemos concluir que la 

eliminación de los agregados proteicos por el tratamiento con rapamicina demostrada en 

la Figura 35, ayudó a disminuir la toxicidad ocasionada por dichos agregados, 

disminuyendo la muerte celular.  

Se ha sugerido y observado que la presencia de agregados proteicos dentro de las células 

es citotóxica. Wang y col., en el 2005 usaron la proteína ataxina-7Q65 y la transfectaron 

en un cultivo neuronal primario de cerebelo con adenovirus recombinante. Su hipótesis 

inicial fue que, si la proteólisis específica es requerida para la muerte neuronal inducida 

por mATXN7, entonces debe de haber fragmentos de ataxina-Q75 en neuronas 
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cerebelares. Sin embargo, tras 2 a 6 días de transfección, el estudio reveló que FL-

mATXN7 también causa toxicidad y muerte neuronal en cerebelo [68]. 

Aquí es importante destacar que a pesar de que los nanoacarreadores con rapamicina y la 

rapamicina sola ayudaron a disminuir los agregados proteicos, las células tratadas con la 

rapamicina sola presentaron micronúcleos y núcleos deformes (Figura 35A). Esto 

posiblemente se deba a que, al ser un fuerte inductor de autofagia, también activa la 

nucleofagia, degradando componentes importantes de la envoltura nuclear, produciendo 

un efecto tóxico. La rapamicina, aparte de inducir autofagia, la inactivación de TORC1 

desencadena la nucleofagia a través del eje Nem1/Spo7- Pah1, que localiza 

adecuadamente el componente de micronucleofagia Nvj1 y el receptor de nucleofagia 

[179]. Además, se ha sugerido que la falla en la nucleofagia puede ser la causa de gran 

variedad de enfermedades con cuerpos de inclusión nucleares, en donde la acumulación 

de proteínas mutantes como huntingtina y ataxina causan la enfermedad de Huntington y 

SCAs, respectivamente [171]. Esto nos sugiere que la concentración terapéutica de 

rapamicina necesaria para eliminar los agregados proteicos provocó cierto grado de estrés 

celular, pero la rapamicina internalizada en un nanoacarreador deja de producir efectos 

adversos en las células por la propiedad que tienen estos nanoacarreadores para la 

liberación lenta y prolongada del fármaco y, por ende, la activación paulatina de los 

sistemas de autofagia, lo que lo hace mucho más eficaz. 

La liberación prolongada es un objetivo muy buscado en tecnología farmacéutica por sus 

diversas ventajas. Din y col., usaron una nueva vía de administración del fármaco 

anticancerígeno irinotecán mediante una formulación modificada a partir de 

nanoacarreadores lipídicos sólidos. Con esa nueva formulación, lograron disminuir los 

efectos secundarios ocasionados por el fármaco como pérdida de peso y daño en la zona 

de administración, además de haber logrado una concentración en plasma a un nivel 

relativamente bajo hasta por 60 h en ratas [180]. Incluso hay estudios en los que buscan 

disminuir el “burst effect” con la finalidad de que el efecto sea lo más noble posible 

mediante una liberación lenta y sostenida [180–183]. El “burst effect” ocurre por el 

fármaco que quedó entrampado cerca de la superficie de las partículas o por un pobre 

entrampamiento, por lo que fácilmente de difunde fuera del nanotransportador durante el 

contacto inicial con el fluido biológico [181]. 

Con lo anterior mencionado comprobamos la importancia e interés del uso de los 

nanoacarreadores como vehículo para la administración de fármacos. En el caso de 

PLGA/PVA/Plx188/Rap, el “burst effect” de la rapamicina no afectó la morfología de las 

células, sugiriendo que la concentración liberada en las primeras horas no alcanzó 

concentraciones tóxicas o de estrés para la célula. Además, dado que pudimos eliminar 

de manera significativa los agregados proteicos formados dentro del modelo celular 

inducible, la formulación de PLGA/PVA/Plx188/Rap es un potencial candidato como 

tratamiento de la enfermedad de SCA7 en un modelo in vivo. 

IX. CONCLUSIONES 

A) Al terminar este trabajo podemos concluir que los nanoacarreadores elaborados 

tienen las características fisicoquímicas adecuadas para ser probadas en un 

modelo in vivo de la enfermedad de SCA7. 
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B) Se determinó un método de esterilización eficaz de los nanoacarreadores 

funcionalizados, el cual resultó ser eficiente en la eliminación de microorganismos 

viables, sin alterar las características fisicoquímicas de los sistemas. 

C) Los sistemas funcionalizados resultaron ser inocuos para modelos celulares de 

SNC, tanto para células humanas neuronales como gliales. 

D) Los sistemas funcionalizados tienen alta capacidad de entregar el fármaco modelo 

en células de SNC. 

E) La formulación PLGA/PVA/Plx188/Rap fue probada de manera exitosa en un 

modelo celular patológico de SCA7. Hasta el momento se comprobó que este 

nanoacarreador protege y transporta la rapamicina de manera adecuada con el 

tratamiento durante 24 h y es capaz de eliminar los agregados anormales de 

ataxina-7 mutada mediante la activación de la autofagia. 

 

En resumen, dado que todos los genes alterados en las ataxias cerebelosas dominantes 

parecen funcionalmente diferentes, pero operan en rutas compartidas incluyendo mal-

plegamiento proteico y agregación, daño en el sistema de control de calidad de proteínas, 

desregulación de la transcripción génica, toxicidad de RNA y alteraciones en la 

transmisión sináptica, estos nanoacarreadores también podrían servir como un potencial 

tratamiento contra otras SCAs. 

X. PERSPECTIVAS 

1. Valorar el efecto de la disminución de la apoptosis en el modelo celular inducible 

posterior a la administración del sistema nanoacarreador farmacológico. 

2. Determinar si el sistema es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica 

mediante el uso de un modelo de barrera hematoencefálica.  

3. Evaluar el sistema PLGA/PVA/Plx188/Rap en el modelo murino knock in 

(SCA7140Q/5Q). 

4. Determinar la vía y forma farmacéutica de administración del nanoacarreador en 

un modelo in vivo. 
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