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Introduccion. El quitosan es un copolimero cationico
lineal de N-acetilglucosamina y glucosamina de origen
natural. Tiene la capacidad de interactuar
electrostaticamente con DNA plasmidico formando
nanoparticulas para fines de terapia génica (1,2). El
grado de interaccidn estéa en funcion del peso molecular
de ambos componentes y la relacion molar de quitosan
con respecto al plasmido (3). La electroforesis ha sido
ampliamente utilizada para determinar la relacion molar
Optima plasmido : polimero catiénico para el ensamblaje
de nanoparticulas a través de la retenciébn en la
migracién del DNA plasmidico tras su interaccion con
concentraciones crecientes de polimero catiénico (2,4).
El objetivo del presente trabajo consistié en encontrar la
concentraciéon Optima de quitosdn de dos pesos
moleculares (20.6 y 57.5 kDa) para el ensamblaje de
nanoparticulas utilizando el plasmido pEGFP-N1
mediante retencion electroforética.

Metodologia. Se extrajo el plasmido pEGFP-N1 por lisis
alcalina a partir de un cultivo de E. coli DH5-a
transformada. Se realizaron soluciones de quitosan de
ambos pesos moleculares utilizando acido acético al 1%
como disolvente. Se obtuvieron diluciones utilizando
agua destilada para obtener diferentes concentraciones
de quitosan y se ajust6 el pH a 5.5. El plasmido (6 nM) y
las soluciones de quitosan (V=150uL) se acoplaron
electrostaticamente durante 30 min utilizando un voértex a
aprox. 3,500 rpm. Las muestras se corrieron en un gel de
agarosa al 1% durante 50 min a 120 V y se utiliz6 el
colorante GelRed para la tincién del DNA.

Resultados. Las bandas correspondientes a la
interaccion del plasmido pEGFP-N1 a una concentraciéon
constante (6 nM) con quitosan de dos pesos moleculares
diferentes (20.6 y 57.5 kDa) a relaciones molares
crecientes pEGFP-N1:quitosan (1:12 a 1:36), presentaron
una migracién electroforética comparable a la del Control
(plasmido sin quitosan) (Figura 1A). Con base en esto, se
evalué el ensamblaje de las nanoparticulas utilizando
concentraciones mayores de quitosan. En este caso, se
observa una retencion electroforética del DNA en los
pozos (Figura 2A). Esto sugiere que a estas
concentraciones, el quitosan (en el caso de ambos pesos
moleculares) interactia electrostaticamente con el
plasmido formando estructuras con un mayor grado de

compactacion y cuya carga se neutraliza por la accion del
polimero catiénico (4).
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Fig. 1. Electroforesis de la interaccion del plasmido pEGFP-N1 con
guitosan (pesos moleculares: 20.6 y 57.5 kDa) a diferentes
concentraciones. A) Interaccion de pEGFP-N1 6 nM con diferentes
relaciones molares de quitosan; B y C) Interaccion de pEGFP-N1 6 nM
con diferentes porcentajes de quitosan. Ctrl: pPEGFP-N1 sin quitosan.
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A partir de la concentracion de quitosan 0.1% no se
observa el pldsmido (Figura 1C). Esto sugiere que hay un
mayor grado de interaccion entre ambos componentes
generando neutralizacion de cargas y un estado de
supercompactacion en el plasmido que impide la tincién
del DNA por el GelRed.

Conclusiones. La concentracién optima de quitosan (de 20.6 y
57.5 kDa) para el ensamblaje de nanoparticulas con el
plasmido pEGFP-N1 y sugerida para estudios posteriores de
caracterizacion fisica y biolégica de las nanoparticulas es de
0.1%.
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