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Resumen
La terapia génica es aquella en la que ocurre transferencia de material genético a una célula

eucariota, su efecto terapéutico depende de la expresion del transgén y para lograrlo se
emplean vectores que protegen al material genético y lo transportan a la célula o células
blanco.

Los vectores pueden clasificarse en dos grandes tipos: virales y no virales. Aunque los
vectores virales han sido empleados con mayor frecuencia debido a que naturalmente
transfectan a la célula, su empleo ha traido ciertas preocupaciones de salud, tales como la
inmunogenicidad o la posibilidad de reversibilidad de la patogenicidad y el riesgo de que
ocurra mutagénesis insercional. Como solucién al problema, se ha apostado por el empleo
de vectores no virales.

Existen diversos tipos de vectores no virales, aunque destacan los polimeros cationicos, ya
que, por su carga, interactan electrostaticamente con la carga negativa de los acidos
nucleicos para formar poliplejos. Un tipo de polimero catiénico es el quitosan (CS) cuyas
ventajas han sido demostradas y aprovechadas para el ensamblaje de nanoparticulas con
material genético a partir de diferentes métodos.

Para el ensamblaje de los poliplejos deben considerarse ciertos pardmetros como el peso
molecular (MW) y el grado de desacetilacion (DS) del CS, asi como el radio N/P
(Nitrégeno/Fésforo) (proporcion entre el quitosan y el material genético). Dichos parametros
tienen una influencia en el tamafio de particula, potencial zeta, indice de polidispersion y
morfologia; que, a su vez, tienen un efecto comprobado en la transfeccién en ensayos in
vitro.

Se han desarrollado diversas estrategias cuyo fin principal es el aumento de transfeccion
para nanoparticulas de vectores no-virales, entre ellas se encuentra el acoplamiento de un
ligando que mejore la interaccién entre el poliplejo y la membrana de la célula para
aumentar la endocitosis y, ademas, dirigir la terapia génica. Por otro lado, una estrategia
para mejorar la expresion del transgén es mediante la adicion de péptidos cariofilicos para
gue el DNA atraviese el poro nuclear con mayor probabilidad.

En el presente trabajo se ensamblaron nanoparticulas a base de quitosan (MW 20.6 kDa y
52.7 kDay DS =85%) con el pDNA pQBI25, que codifica para la proteina verde fluorescente,
mediante coacervacion compleja incluyendo dos péptidos cariofilicos diferentes (P1y P2),
utilizando relaciones N/P de 16 y 14 para los poliplejos ensamblados con P1 y con P2,

respectivamente.
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Se determinaron los tamafios de particula e indice de polidispersion (Pld) mediante
Dispersion Dinamica de Luz (DLS) y el Potencial Zeta (PZ) a partir de la Velocimetria por
Laser Doppler (LDV), se caracterizaron morfolégicamente por Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM) y se evaluo la funcionalidad bioldgica a partir de ensayos de transfeccién in
vitro en las lineas celulares SiHa y HeLa mediante la observacién de las preparaciones con
el microscopio de fluorescencia.

A partir de los resultados de la caracterizacién fisicoquimica y morfolégica, asi como la
funcionalidad bioldgica; se seleccion6 el MW bajo del CS y el P2.

Como segunda parte del trabajo, se realizé la estandarizacién del acoplamiento del ligando
GRP a las nanoparticulas CS-NPs P2 mediante el entrecruzador SPDP empleando una
metodologia modificada a partir de las reportadas por Hermanson, G. (2008) y Mao et. al
(2001). La eficiencia de transfeccion obtenida con la metodologia modificada tuvo una
media de 66.55% y la eficiencia de transfeccién reportada por Mao et al. (2001) fue de
32.7%; por lo que, ademas de obtener una eficiencia de reaccién mayor, las modificaciones
a la metodologia ahorraron tiempo y recursos con respecto a la original.

Tras el acoplamiento del ligando GRP a los poliplejos (CS-NPs GRP) se realiz6 la
caracterizacion fisicoquimica y se determin6é que el tamafio de particula (269. 23 + 40.49
mV), PZ (24.96 + 1.11 mV) y Pid (0.2 + 0.05) tuvieron valores significativamente menores
que la muestra control (sin péptidos cariofilicos ni ligando). Mientras que, en comparacion
con CS-NPs-P2 hubo una diferencia significativa solo para PZ y Pid. La caracterizacion
morfoldgica evidencié que las nanoparticulas son esféricas.

Finalmente, la evaluacion de la funcionalidad biol6gica mostré que el ligando GRP aument6
la fluorescencia observada para las lineas celulares HelLa y SiHa, ambas de cancer
cervicouterino, en comparacion con la muestra control y con las nanoparticulas
ensambladas con P1y P2.

Con los anteriores resultados, se concluyé que la presencia de péptidos cariofilicos
aumentan la expresion del transgén vy, en el caso de P2, aumenta la compactaciéon del
material genético. Ademas, las modificaciones realizadas a la metodologia de acoplamiento
del ligando a las nanoparticulas aumentaron la eficiencia de reaccion y las propiedades
fisicoquimicas se vieron mejoradas, asi como la transfeccion in vitro. Por otro lado, se
hipotetiza por primera vez la sobreexpresion del receptor para GRP en la linea celular SiHa
cuya confirmacion precisa de PCR de punto final como perspectiva. Lo anterior contribuye
a las estrategias de aumento de transfeccién por parte de vectores no virales y abre el

panorama a alternativas terapéuticas dirigidas y mas seguras.
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Introduccion
Terapia génica

La terapia génica se define como el tratamiento de una enfermedad mediante la
transferencia de material genético, DNA o RNA, a las células del paciente. EI material
genético transferido actia mediante alguna de las siguientes vias: a) permitiendo la
expresion del gen transferido, b) inhibiendo la expresion del gen blanco o mediante c)
moadificacion del gen blanco (Tang, & Xu, 2020).
La terapia génica es una opcion terapéutica para enfermedades genéticas o adquiridas y
actualmente se ha apostado como una alternativa en el tratamiento contra artritis,
enfermedades neurodegenerativas y cancer; de acuerdo con Wileys & Sons (2021) el
67.4% de los ensayos clinicos de terapia génica estan enfocados en el tratamiento contra
distintos tipos de cancer.
Se emplean diferentes estrategias segun la meta terapéutica y son clasificadas en tres
principales categorias: la entrega ex vivo, in situ e in vivo. La primera involucra la coleccion
de las células del paciente para que sean cultivadas, modificadas y trasplantadas de nuevo
al paciente; mientras que cuando se emplea una aproximacién in situ se administra el
material genético directamente a la célula o tejido blanco por lo que no es una aproximacion
ideal para desérdenes sistémicos; finalmente, la entrega in vivo emplea vectores virales o
no virales para que el material genético actlie sobre la célula o tejido blanco (Goswami, et
al., 2019).
Ademas, de acuerdo con el blanco celular o tisular, la terapia génica puede clasificarse en
terapia de linea germinal o somatica. La terapia génica de linea germinal involucra la
manipulaciéon de las células reproductivas para que los cambios puedan ser heredables,
mientras que en la terapia génica para células somaticas los cambios realizados a las

células no son heredables y, por lo tanto, se considera mas segura (Goswami, et al., 2019).

Vectores virales

Fueron los primeros vectores empleados en terapia génica, se incluyen
principalmente a los adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus y lentivirus; la ventaja
mas importante que presentan es la habilidad para invadir células e insertar su material
genético en ellas, ademas permiten la manipulacion de su genomayy la eliminacion de genes
virulentos sin que se pierda la habilidad de infectar células del hospedero (Goswami, et al.,
2019); sin embargo, ésta ultima también puede ser considerada como una desventaja ya

qgue, de acuerdo con Lukashev, et al. (2016), la eliminacion completa de la informacion
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genética de los adenovirus da lugar a los virus gutless que, aunque pierden su capacidad
de infectar, necesitan de lineas celulares especificas para su produccién lo que eleva su
costo; ademas, los vectores virales recombinantes necesitan una purificacién y
cuantificacion realizada tras la separacion de los componentes celulares por centrifugacion
por gradiente de densidad que, a nivel industrial, es costoso y dificil de realizar (Thomas, et
a., 2003). Otras de sus desventajas incluyen la respuesta inmune del hospedero,
mutaciones insercionales u oncogénesis por integracion de DNA viral al genoma del
hospedero, cantidad limitada de DNA para ser empacado, citotoxicidad, tropismo propio del
virus y la probabilidad de que ocurra reversién en la patogenicidad del vector (Santos-
Carballal, et al., 2018).

Debido a los riesgos que implica el uso de vectores virales, se han empleado vectores no
virales que poseen una mayor bioseguridad y una capacidad de empaquetamiento del
material genético aumentada y se estan desarrollando estrategias que aumenten su
eficiencia de transfeccién, lo cual agrega una ventaja a este tipo de vectores (Santos-
Carballal, et al., 2018).

Vectores no virales

Comparados con los vectores virales, los vectores no virales presentan una menor
citotoxicidad, inmunogenicidad, y mutagénesis; ademas presentan una mayor capacidad
de empaquetamiento del material genético y su produccion es mas econémica y escalable.
Por otro lado, su principal desventaja radica en que su eficiencia de transfeccién depende
del material utilizado y las caracteristicas fisicoquimicas del complejo formado, y
generalmente la eficiencia de transfeccién es superada por aquella alcanzada con vectores
virales; otra de sus desventajas es la probleméatica frente a la falta de estandarizacion
debido a la heterogeneidad de los vectores, caracterizacion fisicoquimica de los complejos,
metodologias para la evaluacion de la transfeccion, entre otras (Helal, et al., 2017).
Existen dos tipos de vectores no-virales: fisicos y quimicos. En términos generales, los
métodos fisicos emplean una fuerza fisica para incrementar la permeabilidad de la
membrana celular para lograr la entrega del material genético; mientras que los métodos
quimicos emplean vehiculos naturales o sintéticos para llevar a cabo la misma tarea. Como
ejemplo de los métodos fisicos se incluyen la electroporacion, microinyeccién, sonoporacion
y pistola de genes (Oliveira, et al., 2017), mientras que, como ejemplo de los métodos
quimicos se encuentran los lipidos, péptidos, polimeros catidnicos, particulas inorgénicas y

combinaciones entre éstos (Tabla 1).
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Tabla 1. Cuadro comparativo de ventajas y desventajas principales de los vectores no virales mas

comunes.

Elaboracién propia a partir de Zu, et al. (2021), Helal, et al. (2017), Santos-Carballal et al. (2018) y Al-Dosari,

& Xiang (2009).

Tipo de vector
no viral

Ejemplo

Ventajas

Desventajas

Polimeros
cationicos no
biodegradables

Polietilenimina
(PEI)

Escape endosomal por efecto de
esponja de protones
Elevada capacidad de buffer

Citotoxicidad por
acumulacion

Formacion de agregados
Induccién de citocinas

Polimeros
cationicos
biodegradables

Quitoséan (CS)

Elevada biocompatibilidad
Biodegradable

No toxico

Su superficie puede modificarse
para potenciar el grado de
transfeccion y dirigirla de manera
especifica

Tiene la habilidad de interrumpir
las uniones estrechas
intercelulares

Baja transfeccion

Escape endosomal sujeto
a peso molecular (MW) y
grado de desacetilacion
(DA)

Biodegradables
Produccién no es costos

Poca estabilidad
Generacion de respuesta

Lipidos . - . :
- A e Pueden convertirse especificos inflamatoria
Lipidos cationicos Y : .
de sitio facilmente ¢ Citotoxicidad
¢ Reduccion de vida media
con lipidos catiénicos
¢ Interaccion especifica con e Citotoxicidad de acuerdo
receptores de la membrana con el grado de
Poli-L-lisina celular polimerizacién en el caso
- (PLL), e Biocompatibles de PLL
Péptidos . . D
protamina, entre | ¢ Biodegradables ¢ Baja eficiencia de
otros * Aquellos cati6nicos pueden transfeccion
condensar eficazmente al
material genético
e Preparacion y funcionalizacion ¢ Interaccion con proteinas
sencilla, estables en condiciones séricas disminuye la
. Fosfato de . -
Moléculas PSR de almacenamiento transfeccion
. P calcio, silice, , . ) o ,
inorganicas e Pueden atravesar facilmente la ¢ Citotoxicidad y seguridad

oro, magnéticas

membrana celular

sujeta a la molécula
empleada

Regulacion de la terapia génica

En Estados Unidos (E.E.U.U.) la terapia génica esta sujeta a la vigilancia de dos

agencias federales dentro del Departamento de Salud y Servicios Humanos (HSS, por sus

siglas en inglés): Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en

inglés) y la Oficina de Actividades Biotecnolégicas (OBA). La FDA tiene la autoridad legal
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para regular la terapia génica bajo la aplicacion del programa Investigational New Drug
(IND), los productos de terapia génica contra cancer (CGT) son evaluados por la OCTGT
(Oficina de Terapia Celular, tisular o Génica). Los objetivos de la FDA se basan en la
revision de la seguridad, calidad y efectividad de los CGT. Por su parte, el Foro Regulatorio
Internacional de la Terapia Celular Humana promueve la compaginacion de los requisitos
en materia de regulacion de la terapia génica (Husain, et al., 2015).

Los productos medicinales terapéuticos avanzados (ATMPS, por sus siglas en inglés)
incluyen a los productos de terapia génica, cuya eficacia y seguridad deben probarse en el
o los modelos animales que mas mimetice la respuesta del ser humano después de la
investigacion basica en el laboratorio. Una vez probadas estas caracteristicas, los procesos
de manufactura deben apegarse a lo establecido por las normas relacionadas con las
Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) (Gastelurrutia, et al., 2021). La vigilancia post-
comercializacién es obligatoria; ademas, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
demanda la realizacion de Plan de Manejo de Riesgo para todos los ATMPS como requisito
de post-comercializacién (Burrow, 2017).

En México, la NOM-257-SSA1-2014 “En materia de medicamentos biotecnolégicos”
establece los lineamientos para la evaluacion de la informacion técnica y cientifica de
medicamentos biotecnoldgicos, criterios de regulacién, especificaciones de la fabricacion
de dichos medicamentos y el procedimiento para la autorizacién de protocolos de ensayos

clinicos de los medicamentos biotecnol6gicos (Diario Oficial de la Federacion, 2014).

Antecedentes

Retos para el desarrollo de vectores no virales

Las barreras que deben ser superadas para lograr exitosamente la entrega del material
genético pueden clasificarse en 4 niveles cuando se trata de DNA. El primero es la sangre
debido a que la presencia de nucleasas séricas puede degradar los acidos nucleicos si
carecen de la proteccién de un vector; por otro lado, las proteinas séricas pueden formar
complejos con el vector no viral para ser fagocitados. La siguiente barrera ocurre por la
interaccion a nivel tisular no especifica que puede verse influida por el tamafio de la
particula (Helal, et al., 2017).

En tercer lugar, se encuentra el nivel celular que en un principio favorece a los vectores
catiénicos debido a la interaccién electrostatica con la membrana celular. Cuando la

nanoparticula carece de ligandos especificos, interacciona con los glucosaminoglicanos
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(GAGSs) presentes en la membrana plasmética que desencadenan la activacion de otros
receptores para comenzar con la sefalizacion responsable de la internalizacion del
complejo; sin embargo, nanoparticulas catiénicas pueden sufrir procesos de opsonizacion
para ser eliminados de la circulacién sistémica y, al carecer de ligando, puede ocurrir
internalizacion en otros tipos celulares ademas del deseado (Pérez Ruiz de Garibaray,
2016).

Una vez que el vector ha interactuado con la célula, el siguiente paso es la internalizacién
que se lleva a cabo mediante endocitosis e involucra la invaginacién de la membrana celular
y la formacién de vesiculas; dicho proceso puede clasificarse como macropinocitosis,
fagocitosis y endocitosis mediada por receptor que, a su vez, se clasifica en dependiente e
independiente de clatrina. La fagocitosis ocurre en células inmunes especializadas como
los monocitos, macrofagos y neutrofilos; mientras que la macropinocitosis se caracteriza
por interacciones electrostéaticas con el proteoglicano presente en la membrana celular. Sin
embargo, la via de internalizacion de los complejos mas comun es la endocitosis y la via
depende de la estructura, composicion, tamafio del vector, asi como el tipo celular (Silva,
2017).

En tercer lugar, debe ocurrir el escape endosomal para que la nanoparticula pueda
continuar hacia su destino, ya sea el citoplasma o el nucleo. La hipétesis del efecto esponja
de protones se basa en que, a pH fisiol6gico, solo algunos atomos de nitrégeno de las
aminas presentes en el polimero son protonadas. En el endosoma, el pH desciende y la
cantidad de aminas protonadas aumenta, lo que provoca un gradiente de carga que
desencadena un flujo de iones CI'; la concentracién de iones CI; incrementa lo que induce
un flujo de agua que eventualmente provocara la lisis del endosoma (Silva, 2017).

Una vez en el citoplasma, el RNA es liberado del vector, mientras que el DNA requiere ser
transportado hacia el nlcleo; en este paso, la afinidad del polimero con el pDNA puede ser
una limitante para la disociacion del complejo, por lo que debe optimizarse las
caracteristicas fisicoquimicas del complejo. El atravesamiento del pDNA puede ocurrir
durante la mitosis por difusion pasiva o mediante el complejo de poro nuclear (NPC) por

transporte activo (Pérez Ruiz de Garibaray, 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Barreras intracelulares y extracelulares de la terapia génica.
Imagen recuperada de Yin, et al., 2014.

La existencia de nucleasas séricas en el ambiente extracelular provoca la degradacion del material genético
administrado por via intravenosa, mucosal o intramuscular; la entrada de acidos nucleicos a la célula esta
restringido a la via endocitica, la interaccion electrostéatica es relevante ya que nanoparticulas con carga
positiva interactian con las cargas negativas de la membrana celular, este tipo de interaccion es no-especifica
pero también puede ocurrir la interaccion ligando-receptor; una vez internalizado el material genético a la
célula blanco, debe escapar de la vesicula endosomal para no ser degradado por enzimas; el DNA debe de
ser difundido del citosol al ndcleo, proceso que es dependiente de tamafio.

Ademas de las barreras mencionadas, se debe considerar también que la cantidad de
material genético administrada sea suficiente para lograr su efecto terapéutico.
Debido a lo anterior, cuando se emplean vectores no virales, también se considera el

desarrollo e implementacién de estrategias que aumenten su eficiencia de transfeccion.
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Estrategias para mejorar la eficiencia de transfeccion de vectores no
virales

Péptidos cariofilicos

Los complejos de poro nuclear (NPCs) controlan el paso hacia afuera o hacia
adentro del nucleo. EI NPC interno permite el paso por difusion pasiva de moléculas de
diametro de hasta 9 nm, mientras que puede haber paso por transporte activo de moléculas
de 24 nm de didmetro. Sin embargo, moléculas de mayor tamafio requieren de sefales de
localizacién nuclear (NLS) para que puedan llegar al ndcleo (Opanasopit, et al., 2009).
Las sefiales de localizacion nuclear (NLS) también conocidos como péptidos cariofilicos
consisten en maximo 12 aminoacidos, en su mayoria basicos, que actlan como un
mediador en el transporte de proteinas del citoplasma hacia el nicleo celular, dicho proceso
es facilitado por las importinas también conocidas como carioferinas (Lu, et al., 2021).
El transporte de proteinas-NLS mediado por importinas se divide, a grandes rasgos, en 4
pasos: el ensamblaje del complejo importinas-proteina-NLS en el citoplasma, traslocacion
del complejo a través del NPCs, desensamble del complejo en el nicleo y la salida de las
importinas hacia el citoplasma para su reciclaje. Primeramente, la proteina-NLS es
reconocida por la importina subunidad a que, a su vez, es reconocida por la importina
subunidad B; el trimero formado (NLS-proteina-importina a-importina ) es dirigido hacia la
nucleoporina por accion de la subunidad B para que la importina subunidad a pueda
interactuar con la nucleoporina y entonces ocurra su transporte a través del NPC. Una vez
en el nucleo, la proteina RAD-GRP se une a la importina a/3, lo que provoca que el complejo
trimérico se disocie; posteriormente, RAD-GRP - importina a/f salen del nucleo y en el
citoplasma ocurre la disociacion de complejo para el reciclaje de importina o/ (Lu, et al.,
2021).
Ahora bien, en terapia génica esta reportado que la presencia de NLS influye en las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas como el tamafio y carga de las
nanoparticulas, estabilidad intracelular y eficiencia de transfeccion. La investigacion de
Opanasopit, et al. (2009) reporta que hubo una disminucidn en el tamafio de particulay una

mejora en la eficiencia de transfeccion comparado con el control en células HelLa.

Terapias génicas dirigidas
Debido a la probleméatica que desencadena la falta de direccionamiento del poliplejo,
se ha empleado el direccionamiento activo en el que se utilizan moléculas como

carbohidratos, péptidos, aptameros y anticuerpos como ligandos de alta afinidad para
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modificar a los vectores no virales con el fin de mejorar la transfeccion y ademés convertir
al complejo en tejido-especifico (Figura 2); moléculas como el folato y la transferrina se han
empleado en terapia génica contra cancer debido a que los receptores de dichas moléculas
se encuentran particularmente sobreexpresados en células cancerosas (Muhammad, et al.,
2019).

Y )
Antigeno=Receptor > Ligando=Anticuerpo
=) o~

¥
Receptor de manosa p Ligando= Manosa /”’\. ?
(@ o
Ty

\\
‘ Receptor de ¥ Ligando= Galactosa
asialoglicoproteina L ®) é I
; e N e o
Receptor de * Ligando= Acido félico o & ;3 \

folato "093”9%

N 1/

5; = Complejo CS-
% farmaco/DNA/RNA

*\»_;Y/;’/ ’ ;‘s?’ )
e
1, Endocitosis mediada por receptor @
del complejo CS-ligando %)
2. Liberacion intracelular de farmaco/DNA/RNA @

Movimiento intracelular del farmaco/DNA/RNA al

organelo blanco

Sobreexpresion de receptores en diferentes sitios (érganos,
tejidos, células) utilizados para la entrega génica activa

Figura 2. CS-ligandos para terapia génica dirigida de DNA/RNA/farmaco a diversos sitios blanco.
Recuperada de Qindeel, et al., 2019.
Endocitosis mediada por receptor
La endocitosis mediada por clatrina (CME) requiere de la formacion y fisién de vesiculas
cubiertas de clatrina seguido de una acidificacion de ésta dado que ocurre la integracion
con el endosoma tardio cuyo proceso de acidificacion ya ha ocurrido para que pueda
fusionarse con el lisosoma y asi ocurra la degradacién del contenido del mismo. Debido a
lo anterior, esta via deberia evitarse o se debe de disefiar estrategias para evitar la fusion

lisosomal, tal como el efecto de esponja de protones (Xiang, et al., 2011). Por otro lado, la

19



endocitosis mediada por caveolas (CavME) es una via no digestiva dado que el pH interno

es neutro y las invaginaciones presentes en la membrana plasmatica para la entrega de las
nanoparticulas (Islam et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de internalizacién que puede seguir el vector no viral en terapia génica.

Recuperado de Couvreur, 2006

A. La micropinocitosis provoca la formacién de macropinosoma que puede fusionarse con el lisosoma. B.

CME provoca la maduracion del endosoma para fusionarse con el lisosoma. C. CavME invaginacion de la
membrana plasmaética con caveolina.

Un estudio realizado por Garaiova et al. (2012), analiz6 las vias de internalizacion de
complejos de quitosan lineal y pDNA mediante el empleo de inhibidores de endocitosis. Los
resultados indicaron que la internalizacibn ocurre mediante vias dependientes e

independientes de clatrina y que el mecanismo de internalizacion de poliplejos depende de

la composicién, tamafio, forma, carga de superficie, tipo celular y composicién de la
membrana celular (Garaiova, et al., 2012).
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Ligando GRP
Uno de los receptores que se encuentran sobreexpresados en algunos tipos de canceres
el receptor para el péptido liberador de gastrina (GRPR).
GRPR es una proteina G de la familia de los receptores de bombesina, los péptidos
pertenecientes a esta familia actian como factores de crecimiento para numerosos tipos de
canceres, incluyendo el de mama, colon, préstata y de pulmon. La bombesina fue primero
aislada de la piel de la rana Bombina bombina, se han identificado 3 receptores BBN en
mamiferos: GRPR, para neuromedina B (NMBR) y el receptor de bombesina subtipo 3
(BRS-3). Bombesina y su equivalente en mamifero (GRP) tienen similitudes estructurales y
funcionales, comparten la secuencia homoéloga de 7 aminoacidos (Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-
Met- NH,) que es importante para el reconocimiento por el receptor y la posterior
internalizacién (Begum, et al., 2016).
GRP es un péptido de 27 aminoéacidos (Val-Pro-Leu-Pro-Ala-Gly-Gly-Gly-Thr- Val-Leu-Thr-
Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH;) y dentro de sus
funciones fisiol6gicas, se encuentran la transmision sensorial, contraccion del musculo liso,
regulacion del ciclo circadiano, participa en algunas de las respuestas inmunoldgicas,
termorregulacion, secrecion de hormonas pituitarias y gastricas, secrecion pancredtica y
saciedad. También se ha descrito que actia como un potente mitdgeno para células
cancerosas de diferentes origenes tanto en modelos in vitro e in vivo de carcinogénesis, asi
como un agente proangiogénico (Cornelio et al., 2007).
Baratto et al. (2020), ha descrito la sobreexpresion de GRPR en cancer de préstata,
pancreatico, de pulmaén, colorrectal, mamario, neuroblastma y de cuello y cabeza; también
menciona gue influye en la progresion del ciclo celular (G1—S) y se ha observado que su
presencia esta relacionada con una mejora en la diferenciacion tumoral. Aunque hay pocos
reportes de la sobreexpresion de GRPR en cancer cervicouterino, Cornelio, et al. (2007)
report6 mediante tincion inmunohistoquimica que la sobreexpresién de GRPR estaba
presente en el 99% de las muestras de cancer cervical (n=88) y que habia diferencia
significativa en su presencia con respecto a los controles (n=14).
Por otra parte, la investigacion de Begum et al (2016) emple6 a BBN como un agonista de
GRPR con el fin de evaluar el nivel de expresion del receptor en lineas celulares de distintos
tipos de cancer, incluyendo Hela, utilizando la linea celular Caco-2 como control positivo.
Se reportd que la linea celular HelLa tenia una sobreexpresién significativa del receptor
GRPR.
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En contraste, GRPR se encuentra expresado en tejido sano del pancreas, colon, mama,
préstata y en algunas regiones del Sistema Nervioso Central (hipocampo, hipotalamo y
amigdala) (Lau, et al.,, 2019). Ademas, Baratto et al. (2020) reporté una clasificacién
semicuantitiativa para la expresiéon de GRPR de acuerdo con los valores estandarizados de
captacion (SUV por sus siglas en inglés, Standardized Uptake Value) cuyos resultados
establecen que en el higado, cerebro y bazo no tuvieron un SUV significativo en
comparacion con el pool sanguineo (control), mientras que en pulmones sanos y glandulas
salivales no expresan GRPR; en contraparte, se registrd que el pancreas tuvo valores de
SUV significativamente mayores al control, seguido del es6fago, estbmago, duodeno y
recto. A pesar de la presencia del receptor para GRP, Baratto et al. (2020) también
menciona que el nivel de expresién para GRPR en células cancerigenas es mayor. Es
debido a esto, que el ligando GRP es una molécula prometedora para el direccionamiento

de terapia génica contra células tumorales.

Quitosan como vector no viral en terapia génica

Dentro de los biopolimeros catidnicos, el quitosan y sus derivados son de los mas
comunmente empleados como vectores no virales por su citotoxicidad e inmunogenicidad
reducida.
El quitosan estd compuesto por D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unidos por un
enlace glucosidico B (1—4) (Figura 4) y se obtiene mediante la desacetilacion alcalina de
la quitina (Helal, et al., 2017).
No es soluble en agua u otros solventes organicos, aunque es soluble en soluciones acidas
acuosas con pH <6.5 debido a su valor de pKa en los grupos amino. En ambientes
ligeramente acidos las aminas primarias en la estructura del quitosan son protonadas, lo
gue le confiere la capacidad interactuar con los grupos fosfato de los acidos nucleicos

mediante fuerzas electrostaticas (Oliveira et al., 2017).
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Figura 4. Estructura de la quitina y quitosan. Recuperado de Muxika, et al. (2017).
El quitosén fue introducido como un vector para terapia génica en 1995 por Mumper et al.

y, de acuerdo con Rizeq, et al. (2019), los complejos CS-DNA protegen al material genético
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de la degradacioén por parte de las nucleasas y pueden provocar la lisis del endosoma tras
72 h de su administracion.

La degradacién del quitosan puede ocurrir por enzimas que hidrolicen enlaces glucosamina-
glucosamina, glucosamina-N-acetil-glucosamina (quitosanasas), N-acetil-glucosamina-N-
acetil-glucosamina (quitinasas) e in vivo ocurre principalmente por accion de la lisozima.
Hasta el momento, se han identificado 8 quitinasas humanas y 3 de ellas con actividad
enzimatica sobre el quitosan (Kean, & Thanou, 2010). Por otro lado, Jiang, et al. (2017)
report6 que, en la linea celular de macréfago de murino (RAW 264.7), los compartimentos
acidos intracelulares como los lisosomas y endosomas son responsables de la degradacién
y exocitosis de CS. Es importante recordar que, de acuerdo con la hipétesis de la bomba
de protones, algunos a&tomos de nitr6geno de las aminas presentes en el CS son protonadas
a pH fisiolégico, lo que provoca un gradiente de carga y, a su vez, provocara la lisis del
endosoma (Silva, 2017).

La biodegradacion del quitosan produce oligosacaridos de cadena variable no toxicos que
pueden ser incorporados a glicosaminoglicanos y glicoproteinas; ademas, su cinética
parece estar inversamente relacionada con el grado de desacetilacién (Aranaz, 2009).

Se ha reportado cémo la estructura del CS, su DA y MW afectan las caracteristicas
fisicoquimicas y, por ende, su funcionalidad biolégica. Estudios sugieren que las
condiciones 6ptimas para el CS son; bajo MW, elevado DA, tamafios de particula de ~100
nm y potencial Zeta moderadamente positivo (Santos-Carballal, et al., 2018).

Existen diversas técnicas mediante las cuales pueden sintetizarse nanoparticulas a base
de quitosan (CS-NPs) aunque las principales son la gelacién i6nica y coacervacion
compleja; en ambas metodologias el radio entre el quitosan y la molécula con carga
negativa determina el tamafio y la carga de las CS-NPs. En la gelacion iénica, ocurre la
interaccion electrostéatica entre los grupos amino del quitosan y un polianiéon con carga
negativa como el tripolifosfato (TPP), el TPP ayuda a reducir el tamafo de particula y
aumentar la estabilidad del complejo; mientras que la coacervacién compleja se basa en la
formacion de complejo iénico por la interaccién entre los grupos amino del quitosan y los
grupos fosfato del DNA (Nagpal, et al., 2010).

Otra ventaja del CS es que los grupos hidroxilo y amino presentes en su estructura,
permiten su modificacion mediante enlaces covalentes con el objetivo de dirigir las
nanoparticulas a las células blanco (Oliveira, et al., 2017), una de las metodologias para la

modificacion de CS es mediante el empleo de entrecruzadores
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Acoplamiento de biomoléculas para direccionamiento de nanoparticulas

empleando entrecruzadores

El entrecruzamiento covalente quimico es un proceso irreversible que permite el
acoplamiento estable de moléculas al quitosan; entre estas moléculas se encuentran
diversos ligandos de tipo peptidico que sean de interés para la terapia génica dirigida, como
el GRP. A continuacion, se describen las reacciones relacionadas con este proceso de

entrecruzamiento.

Tiolacion: introduccién de grupos sulfhidrilo
En primer lugar, es importante la generacién de grupos tiol libres en el quitosan de tal
manera que pueda tener los electrones disponibles para la formacién del enlace covalente
con el entrecruzador y la molécula a acoplar. Se han desarrollado multiples estrategias para
la tiolacion de grupos amino del quitosan; entre los mas utilizados es la reaccién de los
grupos amino del CS con sustancias con grupos tiol reactivos como el 2-iminotiolano

(reactivo de Traut), tiolactonas, y ésteres de N-hidroxisuccinimida (Figura 5).
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Figura 5. Resumen de estrategias empleadas para la tiolacién de los grupos amino del CS mediante el

empleo de reactivos con grupos tiol.
Recuperado de Alkabi, J. (2022)

24



Entre las ventajas del empleo de grupos sulfhidrilo reactivos para el acoplamiento de
moléculas al quitoséan, se encuentra la restriccion de la modificacion solamente a ciertos
sitios dentro de la molécula blanco; ademas, la frecuencia de grupos sulfhidrilo en proteinas
u otro tipo de moléculas es normalmente bajo comparado con otros grupos como las aminas
o carboxilatos. Sin embargo, los grupos sulfhidrilo son susceptibles a ser oxidados y formar
puentes de disulfuro por lo que se recomienda preparar los buffers en ausencia de oxigeno
o adicionarles EDTA (0.01-0.1 M) por su actividad quelante de iones metélicos (Hermanson,
2013).

A continuacioén, se describen brevemente las metodologias de modificacion de aminas
presentes en las biomoléculas de naturaleza peptidica con reactivo de Traut para utilizar el

el entrecruzador SPDP.

Modificacion de aminas con reactivo de Traut

La modificaciobn de aminas puede realizarse mediante el empleo del reactivo de
Traut (2-iminotiolano), que es un imidotioéster ciclico soluble en agua con la capacidad de
reaccionar con aminas primarias a un pH 7-10 para su tiolaciéon en una reaccion de apertura
de anillo (Figura 6). La concentracion del grupo sulfhidrilo resultante (péptido tiolado, en el
caso de un ligando), debera ser evaluado mediante el ensayo de Ellman’s o mediante el
coeficiente de absortividad del 2-iminotiolano (¢ = 8, 840 M* cm™) a 248 nm. Los productos
tiolados por reaccion de Traut deben ser utilizados inmediatamente en una reaccién de
conjugacion para evitar la pérdida de grupos tioles disponibles por reciclaciéon (Figura 7)
(Hermanson, 2013).

S NHF eI G NH' C1°
+ NH, — Q SH

Molécula con Molécula tiolada

Reactivo de Traut amina primaria

Figura 6. El 2-iminotiolano interactdia con la amina primaria para crear un grupo sulfhidrilo.
Recuperado de Hermanson 2013.
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Figura 7. El grupo tiol terminal puede reciclarse para crear otro derivado del iminotiolano.
Recuperado de Hermanson 2013.

Modificacion de aminas con SPDP

El N-succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), es un entrecruzador ampliamente
utilizado; el éster NHS terminal del SPDP reacciona con grupos amino, mientras que el 2-
piridilditiol terminal reacciona con grupos sulfhidrilo para formar puentes de disulfuro (Figura
8 inciso a). También es empleado para crear grupos sulfhidrilo en proteinas u otras
moléculas en conjunto con DTT que es un agente reductor para liberar la piridin-2-tiona y
dejar al grupo sulfhidrilo libre que posteriormente puede ser conjugado con cualquier
entrecruzador que contenga grupos reactivos sulfhidrilo (Figura 8 inciso b) (Hermanson,
2013).
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Figura 8. a) Reaccidn entre el SPDP y el grupo amino del quitosan para la formacion de puentes de
disulfuro y laliberacién de la piridin-2-tiona. b) Reaccién de reduccion entre el quitosan modificado
por SPDP y el DTT para la formacidn de grupos sulfhidrilo libres. Recuperado de Katas, et al., 2012
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Una vez ensambladas las nanoparticulas y acoplada la biomolécula o el ligando a éstas, es
importante realizar la caracterizacion fisicoquimica para descartar que la modificacién tenga
efectos significativos en tamafio de particula, PZ y Pld. Las metodologias empleadas, se

describen a continuacion.

Metodologias empleadas para la evaluacién de nanoparticulas

Los parametros a continuacion enlistados son Utiles para conocer la interaccion
entre el pPDNA-CS, la estabilidad de los complejos y si forman o no agregados, citotoxicidad
y para predecir la interaccién con la membrana celular, eficiencia de transfeccion y la
disoluciéon del poliplejo una vez adentro de las células. De ahi la importancia de su
determinacion (Santos-Carballal, et al., 2018).

Determinacion de tamafio de particula por Dispersion Dindmica de Luz

(DLS)
Se basa en las fluctuaciones de macromoléculas y particulas coloidales sujetas a
movimiento Browniano cuando estan dispersas en solvente. Posteriormente, un rayo de luz
monocromatico incide la solucién provocando un cambio tipo Doppler de la luz. Las
mediciones DLS permiten la evaluacion de la habilidad de una macromolécula a la difusion
en solucion. Es posible calcular el radio hidrodinamico de una particula asumiendo una
geometria esférica y la distribucién de la polidispersién. La ecuacién Stokes-Einstein
relaciona la difusion de particulas esféricas en medio liquido y permite la determinacién del
radio hidrodinamico de las particuals dinamicas en un medio con viscosidad conocida,

temperatura constante y movimiento Browniano (Santos-Carballal, et al., 2018).

Determinacion Potencial Zeta (PZ2)
El ZP es un parametro fisicoquimico determinado mediante la movilidad electroforética y la
determinacion de la velocidad de las particulas mediante Velocimetria por Laser Doppler
(LDV). La movilidad electroforética es la velocidad a la cual una particula cargada migra en
un medio liquido bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado. Cuando el voltaje es
aplicado mediante los electrodos, las particulas cargadas migraran hacia el campo con la
carga opuesta. Mediante el empleo de la ecuacién Henry, la movilidad electroforética es
convertida al potencial Zeta para permitir la comparacion de los materiales en diferentes

condiciones (Santos-Carballal, et al., 2018).
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Determinacion de forma fisica por Microscopia Electronica de Barrido

Se basa en el empleo de un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una
imagen, tiene una gran profundidad de campo que permite el enfoque de una gran parte de
la muestra, ademas que permite la observacion de imagenes de alta resolucion.

La muestra es recubierta con una capa de carbon o de un metal como el oro para
proporcionarle propiedades conductoras a la muestra, el procesamiento de la muestra
induce artefactos estructurales durante la preparacién que pueden minimizarse mediante
diversas técnicas como ultrasonido o la modificacion del pH para mejorar la dispersion y
suspension (Bouzakher, N. et al., 2019).

Evaluacion de funcionalidad bioldgica in vitro

Una forma de evaluar la funcionalidad biol6gica para sistemas de entrega en terapia génica
es mediante la realizacion ensayos de transfeccion in vitro en los cuales puede evidenciarse
la efectividad de las nanoparticulas para hacer llegar el material genético a la célula y al
ndcleo. En este caso, se evalla la expresion del transgén y no el gen per se, por lo que se
emplea un gen reportero como los bioluminiscentes. Uno de estos plasmidos que contiene
genes reporteros es el pQBI25, el cual codifica para la proteina verde fluorescente que
facilita la evaluacion de la funcionalidad biolégica debido a que la expresion de la proteina
puede observarse mediante el empleo del microscopio de fluorescencia.
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Definicion del problema y justificacion
El cancer es un problema de salud global; en el 2020 hubo 18.1 millones de casos

a nivel mundial y 10 millones de muertes por esta enfermedad, el cancer cervicouterino se
encuentra dentro de los primeros 10 tipos de cancer mas comunes a nivel mundial. La
perspectiva a futuro calcula que la carga de cancer aumentara aproximadamente en un
60% durante las proximas dos décadas (World Cancer Research Fund International, 2022).
En México, el INEGI reporta que el cancer es la tercera causa de muerte y que en la Ultima
década aumento la tasa de defunciones por tumores malignos de 6.18 a 7.17 por cada 10
mil personas. Los grupos de edad mas afectados son aquellos de 50 afios en adelante
(INEGI, 2022) y el cancer cervicouterino en el 2018, se posiciond en el 4° lugar de incidencia
(Arceo, et al., 2021). Debido al incremento de incidencias previsto, se debe apostar a
estrategias de prevencién y a nuevas y mejores opciones terapéuticas.

El tratamiento convencional del cancer incluye cirugia, quimio y radioterapia. Sin embargo;
dichas opciones presentan algunas limitaciones, por ejemplo, la cirugia solo es una opcién
viable en etapas tempranas de la enfermedad, mientras que la quimio y radioterapia dafian
a células, tejidos y o6rganos sanos; de esta manera, las limitaciones de la terapia
convencional contra el cancer radican en la dosificacion compleja, falta de especificidad y,
sobre todo, los numerosos y diversos efectos adversos que dafian la calidad de vida de los
pacientes (Tolossa, et al., 2021). Por otro lado, las opciones terapéuticas novedosas
incluyen a la terapia con células madre, terapia génica, terapia dirigida, nanoparticulas,
entre otras.

En terapia génica se emplean vectores para la transferencia del material genético, los méas
comunes son los vectores virales por su buena eficiencia de transfeccion, aunque son
inmunogénicos, tienen una capacidad limitada de empaquetamiento de material genético y
pueden provocar mutaciones indeseadas u oncogénesis; es por esto por lo que cada vez
es mayor el interés por los vectores no virales.

Dentro de los vectores no virales, los polimeros catiénicos, como el quitosan, permiten la
interaccion electrostatica con el material genético y lo protegen de la degradacion
enzimatica (Thomas, et al.,, 2019); ademas, facilitan la funcionalizaciéon de las
nanoparticulas (Santos-Carballal, et al., 2018).

A pesar de las numerosas ventajas de los vectores no virales, ain se debe de mejorar la
eficiencia de transfeccién y una de las estrategias para lograrlo es el acoplamiento de
moléculas que, mediante interaccion Ligando-Receptor, permitan ademas un

direccionamiento de las nanoparticulas. Uno de los receptores sobreexpresados en algunas
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células cancerosas es el GRPR, por lo que el acoplamiento del ligando GRP a
nanoparticulas a base de quitosan permitiria el aumento en la eficiencia de transfeccion y

direccionamiento del tratamiento a células de algunos tipos de cancer.

Hipotesis

Si se acopla el ligando GRP, mediante el empleo del entrecruzador SPDP, a
nanoparticulas a base de quitosan ensambladas por coacervacion compleja, entonces se
aumentard la eficiencia de transfeccién en células tumorales debido a la interaccion
especifica ligando-receptor entre las nanoparticulas dirigidas a células tumorales. Lo
anterior como una herramienta para solucionar parcialmente la baja transfeccién de los

vectores no virales
Objetivos

Objetivo general
Desarrollar y evaluar una metodologia de acoplamiento del ligando GRP empleando el
entrecruzador SPDP con el fin de direccionar nanoparticulas a base de quitosan para

terapia génica hacia células tumorales cervicouterinas.

Objetivos particulares

1. Transformar el plasmido pQBI25 en la cepa de E. coli TOP10 con la finalidad de
generar un banco de trabajo como fuente ilimitada del plasmido

2. Propagar y aislar el plasmido pQBI25 mediante el MegaKit Qiagen® para su
cuantificacién y evaluacién de integridad

3. Determinar las relaciones molares 6ptimas plasmido/péptidos cariofilicos mediante
ensayos de retardo para obtener el complejo plasmido/péptido cariofilico

4. Determinar las relaciones molares Gptimas plasmido-péptido cariofilico/quitosan
mediante ensayos de retencidbn para el ensamblaje de nanoparticulas con
caracteristicas 6ptimas

5. Desarrollar una metodologia de acoplamiento del ligando GRP a las nanoparticulas
previamente ensambladas utilizando el entrecruzador SPDP

6. Determinar tamafio, indice de polidispersion, morfologia y potencial Zeta de las
nanoparticulas obtenidas mediante DLS y LDV

7. Evaluar la funcionalidad biolégica de las nanoparticulas en ensayos de transfeccion

in vitro en las lineas celulares HelLa y SiHa (cancer cervicouterino)
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Metodologia

Preparacion del quitosan como vehiculo

El quitosan pulverizado fue obtenido a partir del exoesqueleto de camarén con un
MW de 20.6 y 52.7 kDa, un DA de 85-90%. Fue producido y caracterizado en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) y se utilizé sin ningln otro tratamiento adicional (Miranda,
2011). Se preparé una solucion de quitosan al 1.0% con &cido acético al 0.1% mediante la
adicion progresiva del solido con agitacion constante a temperatura ambiente hasta su
completa disolucion.

Generacion de células competentes

Las bacterias E. coli TOP 10 fueron descongeladas y se dispusieron en un tubo con
tapdén de baquelita con 1 mL de caldo Luria-Bertani (LB) (Invitrogen) estéril y se incubaron
a 37°C por 17 h, una vez transcurrido el tiempo, se centrifugé a 8000 rpm/5 min. Se
resuspendié la pastilla en 0.5 mL de CaCl? (30nM) frio y se adicioné 50 uL de glicerol
bacteriano estéril para ser almacenadas a -20°C.

Transformacion de plasmido pQBI25 en Escherichia coli

En condiciones estériles, se adiciond 1 pL del plasmido pQBI25 (proporcionado por
el Dr. Rubén Garcia Sanchez), el cual cuenta con el gen de la proteina verde fluorescente
(Figura 9) a las células TOP10 y se llevé a bafio de hielo durante 30 minutos seguido de un
choque térmico a 42°C por 90 segundos y bafio de hielo por 2 segundos. Posteriormente,
se adicionaron 400 uL de caldo LB y se incubé durante 1 h a 37°C. Una vez transcurrido el
tiempo, las condiciones estériles ya no son necesarias, se llevd la muestra a la
microcentrifuga durante 4 minutos, se descart6 el sobrenadante, se resuspendio la pastilla

y se sembr6 en Agar LB con ampicilina (Invitrogen).
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pQBI25

Dra 111
SV 40 poly A

SV 40 pro
Smal  Avrll

Feature Locations:

CMV promoter: 242-967
Transcription start 803
GIEP coding sequences 979-1696
chromophore 1159-1176
SP6 promoter/primer 1791-1808
BGH polyA 1835-2058
SV40 promoter 2582-2907
neo coding sequences 2044-3734
SV40 polyA 3901-4031
pUC ori 4717-5188
ampicillin 6103-5245

Figura 9. Mapa del pldsmido pQBI25.

Propagacion y aislamiento del plasmido

Se prepararon 500 mL de medio LB suplementado con ampicilina, se realiz6 un
indculo de la bacteria E. coli TOP 10 transformada con el plasmido pQBI25 (Figura 9) y se
incub6 a 37°C por 16-18 h, el plasmido empleado codifica para la proteina verde
fluorescente lo que facilita su observacion en los ensayos de transfeccion. El aislamiento
se realiz6 utilizando el kit QIAGEN Mega Prep el cual se describe brevemente: el caldo de
cultivo tras la finalizacion del periodo de incubacion fue centrifugado a 4000 rpm/15 min/4°C.

El sobrenadante fue descartado y la pastilla fue resuspendida en 50 mL de buffer P1 frio
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(QIAGEN; 50 mM Tris- HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNAsa A)), se adicionaron
50 mL de buffer P2 (QIAGEN; 200 mM NaOH, 1% SDS), se agit6 por inversion y se incub6
a temperatura ambiente por 5 minutos. Seguido, se adicionaron 50 mL de buffer P3 frio
(QIAGEN; 1.0 M acetato de potasio pH 5.5), se agitd por inversién y se incubd en hielo por
30 minutos. Se centrifugd a 14000 rpm/30 min/4°C. Se equilibré la columna QIAGEN-tip
con buffer QBT (QIAGEN; 750 mM NacCl, 50 mM MOPS, pH 7.0, 15% isopropanol (v/v)) y
el sobrenadante se verti6 en la columna. La columna se equilibr6 con buffer QC
(QIAGEN;1.0 NaCl, 50 mM 50 mM MOPS pH 7.0, 15% isopropanol (v/v)). EI DNA se eluy6
con buffer QF (QIAGEN; 1.25 mM NacCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol (v/v)) y se
precipitdé con isopropanol a temperatura ambiente. Se volvié a centrifugar a 14000 rpm/30
min/4°C. La pastilla fue lavada con etanol 70% y se centrifugd por 10 min. EIl etanol fue
descartado y la pastilla se dejé secar a temperatura ambiente. Posteriormente, la pastilla
se disolvié en agua libre de nucleasas, la cuantificacion de pDNA fue determinada mediante
el espectrofotometro Epoch (Biotek, UK).

Para conocer la integridad se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% por 20
minutos a 120 mV.

Ensayos de retardamiento entre pQBI25 y péptidos cariofilicos
Las secuencias de los péptidos cariofilicos empleados se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2. Secuencia de aminoéacidos de los péptidos cariofilicos empleados

Péptido 1 (P1) CGGGPKKKRKVED
Péptido 2 (P2) PAAKRVKLD

Se realizaron diluciones seriadas de los péptidos cariofilicos en agua inyectable para
obtener las siguientes concentraciones: P1: 0.3, 0.35, 0.4, 0.45y 0.5 yM y P2: 0.19, 0.27,
0.36, 0.44, 0.52 y 0.59 yM, la diferencia de concentraciones se debe a que la longitud de la
secuencia es diferente entre los péptidos cariofilicos. Se realizé una dilucién de DNA a 100
ng/uL con sulfato de sodio (25 mM) a partir de la alicuota con mayor concentracion y mejor
relacion 260 nm/280 nm obtenida. Posteriormente se adicion6 con una relacion 1:1 la
solucion del péptido a la del pDNA, respetando el orden y se incub6 en agitacion en vértex
por 30 minutos a temperatura ambiente.

Cada sistema fue corrido en electroforesis de gel de agarosa al 1% a 30 minutos a 120 mV.
A partir de lo obtenido en la electroforesis se determind el radio molar 6ptimo pDNA-péptido

cariofilico.
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Ensayos de retencion entre pQBI25-péptidos cariofilicos y quitosan

Se realiz6 una dilucion de DNA a 100 ng/pL y de los péptidos cariofilicos, P1 [0.35]
puM, P2 [0.52] uM, con agua inyectable como diluyente. Ademas, se realizaron diluciones
seriadas de quitosan 20.6 kDa con A&cido acético al 1% como diluyente a las
concentraciones; 0.08, 0.1, 0.12, 0.14 y 0.16%.
Se prepararon 5 sistemas adicionando la solucion de DNA, la solucion de P1 en unarelacion
de volumen 1:1 y se dejaron reaccionar por 30 minutos en vortex a temperatura ambiente,
posteriormente a cada sistema se le adiciono la concentracion de quitosan correspondiente
respetando la relacién de volumen 1:1:1 (DNA:P1:CS) y se dejoé reaccionar en vortex
durante 30 minutos a temperatura ambiente.
El proceso anterior se repiti6 para P2 y las mismas concentraciones de quitosan.

Finalmente, se corri6 electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 mV por 30 minutos.

Ensamblaje de CS-NP por coacervacién compleja

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir del ensayo de retardo se eligio la
concentracion Optima de quitosan y se ensamblaron las nanoparticulas para su
caracterizacion. Para la CS-NP con el P1 se empleé la concentracion de quitosan de 0.16%
y para el P2 0.14%
Se prepar6 una dilucién de DNA (100 ng/uL) en Na2SO, (25 mM), una dilucién del P1[0.35
MM] y P2 [0.52 uM] y quitosan 20.6 kDa 0.16, 0.14% en acido acético pH 5.5. Se adicion6
el DNA, P1 (relacién 1:1) a concentracion ideal de [0.35] uM y se dejo reaccionar en vortex
por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se adiciond la solucion de quitosan
(relacién 1:1:1) 20.6 kDa 0.16% y se dej6 reaccionar 30 minutos en vortex a temperatura
ambiente. El procedimiento anterior se repitié para P2 (concentracion ideal de [0.52] uM)

con la solucién de quitosan 0.14%.

Acoplamiento del ligando GRP a las nanoparticulas mediante SPDP
Metodologia adaptada a partir de Mao, et al., 2000 & Hermanson, 2008.

Tiolacion de GRP
Se ensamblaron las NP mediante coacervacion compleja con el P2 tal y como se describio
previamente. Posteriormente se prepar6 una solucion del péptido GRP (10 mg/mL) en

buffer de fosfatos, solucion de reactivo de Traut (2 mg/mL) en agua inyectable.
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Inmediatamente, se adicion6 a la solucion GRP la solucion de Traut, respetando una
proporcion de 45.8 pL de solucion de Traut por cada mililitro de solucion de GRP. Se dejo
reaccionar con ayuda del vértex durante 1 hora a temperatura ambiente.

Para cuantificar los grupos sulfhidrilo se realiz6 el ensayo de Ellmans mediante el
coeficiente de absortividad. Brevemente, consiste en disolver 4 mg del reactivo de Ellmans
en 1 mL de buffer PBS pH=8; por cada muestra a cuantificar se prepard el sistema por
duplicado de la siguiente forma: 50 uL de la solucion de Ellmans y 2.5 mL del buffer PBS
(buffer de reaccién) y posteriormente se agregan 250 uL de la muestra. El blanco se prepar6
con 250 pL del buffer de reaccidon. Se homogenizaron las muestras y se incubaron a
temperatura ambiente por 15 minutos, posteriormente el espectrofotdmetro se configuré a
412 nm y se calibr6 con el blanco para después leer las muestras. Finalmente, la
concentracion de grupos sulfhidrilo se calculé a partir del coeficiente de extinciébn molar
(14,150M~1cm™1).

Funcionalizacién del quitosan con SPDP

Se mezclé 1 mL de CS-NP con 5 pL de solucion DSS (10mM), 10 yL de SPDP (10mM) y
10 uL de PBS 10x; posteriormente se dejoé reaccionar por 30 minutos con agitacion
constante a temperatura ambiente y se agregaron 50 L de glicina 1M para terminar con la

reaccion.

Acoplamiento de GRP-SH a CS-NP-SPDP
Se adicionaron 250 uL de GRP-SH (1 mg/mL) a CS-NP-SPDP y se dejaron reaccionar por
una hora con agitacion constante a temperatura ambiente, posteriormente se realizé una
centrifugacion con spin, se tomé una alicuota del sobrenadante y se hizo una dilucion 1:5
en buffer PBS para leer en el espectrofotometro a 343 nm para determinar la eficiencia de
reaccion (calculo descrito en resultados, seccion “Eficiencia de reaccion para CS-NP-
GRPSH”).

Evaluacion fisicoquimica de CS-NPs y CS-NPs-GRP

Dispersion dinamica de luz (DLS)
El tamafio de los complejos se determin6 con ayuda del equipo Malvern ZetaSizer Pro. Las
muestras fueron cargadas en una celda capilar DTS1070. La distribucién de tamafio
obtenida por intensidad fue ajustada a una funcion de correlacion por los algoritmos del
software ZetaSizer. Posteriormente, los datos se graficaron en el software OriginPro 8 y

para el andlisis estadistico se realizo la prueba t de Student en Excel.
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Movilidad electroforética acoplada a laser Doppler

El Z-potencial de CS-NPs fue determinado por movilidad electroforética y por
Velocimetria por Laser Doppler (LDV) utilizando el equipo Malvern ZetaSizer Pro. De igual
manera, los datos se graficaron en el software OriginPro 8 y para el analisis estadistico se
realizo la prueba t de Student en Excel.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para evaluar la forma fisica de los complejos, las muestras fueron observadas en el
microscopio electrénico de barrido modelo JEOL JSM-6060LV (Jeol Inc., MA, USA), para
mejorar la conductividad y la calidad de la imagen, las muestras fueron cubiertas con una

capa de oro ionizante tras el secado. El analisis se realiz6 utilizando 20 KeV.

Internalizacién de los poliplejos

Este protocolo se realiz6 de acuerdo con Olivo (2022). Brevemente: antes de la
formacién de los complejos, el plasmido pQBI25 (100 pg/mL) se marco con yoduro de
propidio (Pl) concentracién final en el medio 10 uM y se mantuvo en agitacion por 10
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Tras el marcaje del plasmido para el
seguimiento de los complejos, se ensamblaron las NPs siguiendo las metodologias de
coacervacion compleja, acoplamiento de péptidos cariofilicos y ligando GRP descritas
anteriormente.
Las células se cultivaron de la misma forma que en los ensayos in vitro, sin embargo, esta
vez se utilizaron con una confluencia del 70 — 80%. Tras retirar el medio de cultivo fueron
colocados los tratamientos y se realizé la fijacion con PAF 10% en PBS a los 30 minutos de
haber sido colocados. Los cubreobjetos fueron lavados con PBS 2 veces y se realiz6 la
tincion con DAPI acoplado al medio de montaje para la observacion al microscopio de

fluorescencia.

Evaluacion de la transfeccién de los complejos

Se emplearon dos lineas celulares de céncer cervicouterino, SiHa y Hela, se
sembraron 100,000 células en placas de 24 pozos con medio DMEM suplementado con
10% de FBS, se incubaron en atmoésfera de CO, al 5% hasta alcanzar una confluencia del

50%. Posteriormente, se reemplazo el medio y se adicionaron los microlitros de complejo
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equivalentes a 9.9 ug 0 3.7 ug de pDNA (para evaluar la funcionalidad de las nanoparticulas
sin ligando y con ligando acoplado, respectivamente) y se incubaron por 16 horas.
Finalizada la incubacion, se retird el medio de cultivo suplementado para ser reemplazado
por 2 mL de medio suplementado fresco y se incubd nuevamente durante 48 horas bajo las
mismas condiciones (protocolo modificado de Romoren, Pedersen, Smistad, Evensen &
Thu, 2003).

Para visualizar la expresién de GPF se realizé la fijacion de las muestras; el procedimiento
consiste en retirar el medio de cultivo y lavar una vez con PBS, realizar una fijacion con
formalina al 4% en PBS durante 20 minutos y al finalizar el tiempo, lavar nuevamente con
PBS para permeabilizar con Tritdbn 100x en PBS por 5 minutos y proceder al lavado con
PBS por duplicado y uno con agua destilada para proceder al montaje con DAPI (4’, 6-
diamidino-2-fenilindol) y terminar con el sellado de las laminillas para ser observadas con
el microscopio de fluorescencia modelo Zeiss ® Axios.

Resultados
Integridad y concentracion de pDNA

Se realizé la propagacion y extraccion del plasmido pQBI25 que codifica para la proteina
verde fluorescente que sera de utilidad para la evaluacién biol6gica in vitro, de ahi la
importancia de la pureza e integridad de las muestras de pDNA. De acuerdo con la Tabla
3, la media de la relacion A260 nm/280 nm para el lote es de 1.82 lo cual se considera como
una pureza 6ptima de la muestra (Banco Nacional de ADN Carlos 1, 2020). Otro parametro
importante para considerar es la integridad del DNA que se evalla mediante la
electroforesis en gel de agarosa, como se puede observar en la Figura 10, el gel de agarosa
muestra bandas discretas y con ausencia de smear para cada una de las alicuotas, la
fluorescencia tan intensa se debe a las altas concentraciones del pDNA. Debido a lo
anterior, se afirma que las muestras de DNA cuentan con una pureza e integridad adecuada

para su posterior uso.
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Figura 10. Gel de electroforesis tras extraccion de pDNA mediante kit QIAGEN Mega Prep

Tabla 3. Resultados de concentraciones (ng/pL) y relaciones 260/280 obtenidas después de la
extraccion de pDNA.

Alicuota 1 2 3 4 5
Concentracién media (ng/uL) 3669.93 3483.84 3547.58 3649.22 2765.99
Media de relacién 260 nm/280 nm 1.796 1.779 1.748 1.913 1.90

Ensayos de retardo pQBI25-péptidos cariofilicos
La primera parte para el ensamblaje de nanoparticulas se basa en la realizacion de ensayos
de retardo con el objetivo de determinar la concentracion 6ptima de cada péptido cariofilico
para la formacion de complejos con una concentracién constante de pDNA. Los complejos
se formaron mediante interacciones electrostaticas entre los aminoacidos con carga
positiva presentes en los péptidos cariofilicos y la carga negativa de los fosfatos del material
genético; este tipo de interacciones se prefieren sobre los enlaces covalentes debido a que
no interfieren con la posterior transfeccion del transgén (Opanasopit, et al., 2009).
Hernandez-Baltazar, et al., 2012 establece que el criterio para la seleccién de la
concentracion ideal de péptido es aquella en la cual la banda electroforética retarda lo
suficiente para que se encuentre a la mitad del borde superior de la banda electroforética
control; de acuerdo con la Figura 11 y Figura 12, las concentraciones ideales para los
péptidos cariofilicos son [0.35] uM para P1 y [0.52] uM para P2. La importancia de la no
saturacion de las cargas negativas del pDNA con el péptido reside en la intervencién con la

futura interaccion entre el material genético y el quitosan.
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Figura 11. Gel de electroforesis del ensayo de retardo entre pQBI25 (100 ng/pL) con P1. Las
concentraciones de péptido cariofilico son pM.

pPDNA  .0.19, 0.27

Figura 12. Gel de electroforesis del ensayo de retardo entre pQBI25 (100 ng/pL) con P2. Las
concentraciones de péptido cariofilico son uM.

Ensayos de retencion

Una vez seleccionadas las concentraciones Optimas de péptidos carifilicos, se realizé el
ensayo de retardamiento para seleccionar la concentracion de quitosan éptima para los
complejos pDNA-P1/P2. El criterio tedrico para la seleccién de la concentracion 6ptima de
quitosan sera aquella en la que, idealmente, no se observe fluorescencia en el pozo del gel
a pesar de contener muestra; esto ocurre debido a que la interaccién entre CS-pDNA-P1/P2
es tal que no permite la intercalacién del colorante (GelRed) con el material genético.

Los ensayos de retardo permitieron identificar la concentracién 6ptima de ambos péptidos
cariofilicos. Utilizando estas concentraciones, se realizaron los ensayos de retencion para
determinar la concentracion 6ptima de quitosan en ambos casos. De acuerdo con las
Figuras 13 y 14, las concentraciones Optimas de quitosan fueron 0.16% (radio N/P 16) y
0.14% (radio N/P 14) para los complejos pDNA-P1 y pDNA-P2, respectivamente.
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Figura 13. Gel de electroforesis del ensayo de retencion CS 20.6 kDa con pQBI25 (100 ng/pL) +P1 [0.35]
MM. C1: Complejo CS-DNA-P1. Las concentraciones de CS son porcentuales.

c2 006 008 04 -0142 014  0.16 - 0.18

’

Figura 14. Ensayo de retencion CS 20.6 kDa con pQBI25 (100 ng/pL) +P2 [0.52] pM. C2: Complejo CS-
DNA-P2. Las concentraciones de CS son porcentuales.

Por su parte, se realizé el ensayo de retencion sin péptidos cariofilicos y se identificé que
para quitosan de alto peso molecular (52.6 kDa) la concentracién 6ptima de este fue de
0.12% (relacion N/P 12) (Figura 15), de acuerdo con los hallazgos descritos por Aranda-
Barradas, et al. (2022) la concentracidn Optima (%) de quitosan de alto peso molecular (52.6
kDa) fue la misma concentracién para el quitosan de bajo peso molecular (20.6 kDa) por lo
que también se utiliz6 0.12% (radio N/P) como concentracién Gptima para el quitosan de
bajo peso molecular en el presente trabajo. El motivo por el cual se emplearon dos MW
diferentes de CS fue para evaluar el efecto de esta variable en los pardmetros
fisicoquimicos y seleccionar aquél MW de CS con los mejores valores para las propiedades

fisicoquimicas de acuerdo con los parametros aceptables en la literatura cientifica.
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Figura 15. Ensayo de retencién CS 52.7 kDa con pQBI25 (100 ng/uL). Las concentraciones de CS son
porcentuales.

Determinacion de tamafio de particula, indice de polidispersién y

potencial zeta
Como se puede observar en la grafica del tamafio de particula, para las nanoparticulas
ensambladas con el CS de alto MW (52.7 kDa) (Figura 16 A), hay dos picos que sugieren,
aunado con el valor del PId (Tabla 4), que se forman aglomerados y que la muestra no es
estable. Debido a esto, se seleccionaron las nanoparticulas ensambladas con CS bajo MW
como muestra control y gue en lo sucesivo se abreviaran CS-NPs LMW.

A) B)
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Tamafio de particula (nm) (mv)

Figura 16. Caracterizacién fisicoquimica de poliplejos con diferentes MW de quitosan. A) tamafio de particula, B) PZ.
CS-NPs LMW: Nanoparticulas a base de quitosan de bajo MW (20.6 kDa), CS-NPs HMW: nanoparticulas a base de quitosan de
alto MW (52.7 kDa)

De igual forma, se obtuvieron las gréficas del tamafio de particula y PZ para las muestras

control y los poliplejos ensamblados con los péptidos cariofilicos (Figura 17), ademas, se
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determind la media de los valores de tamafio de particula, PZ e indice de polidispersion de
los valores (n=3) obtenidos mediante DLS y LDV (Tabla 4).

Intensidad (%)
e
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T T
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A) B)
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——CS-NPs P2 4900004 ——CS-NPs P2
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Figura 17. Caracterizacion fisicoquimica de diferentes CS-NPs. A) tamafio de particula, B) PZ.
CS-NPs Control: CS-NPs-LMW Nanoparticulas a base de quitosan de bajo MW (20.6 kDa), CS-NPs P1: poliplejos ensamblados
con P1y CS de bajo MW, CS-NPs P2: poliplejos ensamblados con P2 y CS de bajo MW

Tabla 4. Resultados del tamafio de particula, potencial { e indice de polidispersién de las
diferentes CS-NPs

Muestra Tamafio de particula (nm) Potencial { (mV) indice de polidispersion
CS-NPs LMW 327.56 + 29.21 16.5+2.8 0.14 + 0.07
CS-NPs HMW 445.37 + 52.48 1579+£1.3 0.67£0.14

CS-NPs P1 346 £ 128.52 17.13 £4.27 0.15+0.23
CS-NPs P2 262.2+0 16.56 £1.28 0.1+0.11

Se realiz6 el andlisis estadistico empleando la prueba t de Student (n=3) para determinar si

existe diferencia significativa de

los pardmetros obtenidos para

comparaciones entre muestras de nanoparticulas (Tabla 5).

las diferentes

Tabla 5. Valores de significancia para tamafio de particula, potencial e indice de
polidispersion para las distintas comparaciones entre CS-NPs. p: valor p de t de Student n=3

Muestras CS-NPs LMWI/CS- | CS-NPs LMW/CS- CS-NPs LMWICS- CS-NPs P1/CS-
comparadas NPs HMW NPs P1 NPs P2 NPs P2
Tamario de 0.358 0.416 0.012 0.174
particula (nm)
Potencial ¢ (mV) 0.356 0.421 0.487 0.422
Indice de 0.004 0.476 0.328 0.382
polidispersion
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Una vez finalizada la caracterizacion fisicoquimica de las diferentes nanoparticulas, se
realizo la caracterizacion morfolégica solamente de la muestra CS-NPs-P2 debido a que la
muestra CS-NPs-P1 no mostré diferencia significativa para ninglin parametro fisicoquimico
cuando se comparé con CS-NPs LMW, a diferencia de CS-NPs-P2 que presentd un tamafio
de particula significativamente menor que la muestra CS-NPs LMW y ademas, en general,

obtuvo valores mas favorables que CS-NPs P1 para los tres pardmetros fisicoguimicos.

Andlisis de la morfologia de las nanoparticulas

MZFPOB1Z5

Figura 18. Imagenes SEM de LMW-CS-NPs P2 a 10,000 (A), 15,000 (B), 50,000 (C) y 85,000 (D)

Las imagenes SEM de las nanoparticulas LMW-CS-NPs P2 (Figura 18) revelan una
morfologia indefinida y se puede apreciar la formacién de film, aunque la figura del inciso C
(50,000 X) muestra una morfologia pseudo-esférica.

Ensayos de transfeccion in vitro
Después de la caracterizacion fisicoquimica de los complejos y la caracterizacion

morfolégica de CS-NPs P2, se evalu6 la funcionalidad biologica de la muestra control y de
CS-NPs P2 para conocer el efecto de la presencia del péptido cariofilico en la eficiencia de

transfeccion in vitro para las lineas HelLa y SiHa (Tabla 6).
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CS-NPs P1 HelLa CS-NPs LMW HelLa

CS-NPs P2 HeLa

Tabla 6. Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los ensayos de transfeccion in vitro
realizados en las lineas celulares SiHay HeLa con 10% FBS en el medio.

CS-NPs LMW; nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL),
CS-NPs P1: nanoparticulas nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL) y P1
(0.35 uyM) y CS-NPs P2: nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL) y P2
(0.52 uM).

Filtro DAPI Filtro FITC Sobre‘oscon

Se puede observar que la fluorescencia en la sobreposicion para la muestra CS-NPs-LMW

en la linea celular HeLa es menor en comparaciéon con las células tratadas con las
nanoparticulas con péptidos cariofilicos; sin embargo, se distingue que la fluorescencia es
cualitativamente mayor para las nanoparticulas ensambladas con P2 que con P1 por lo
que la funcionalidad biol6gica evaluada es mejor para los complejos ensamblados con P2

gue con P1y con la muestra control (CS-NPs LMW) en Hela.
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Tabla 6 (continuacién). Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los ensayos de
transfeccién in vitro realizados en las lineas celulares SiHa y HeLa con 10% FBS en el medio.
CS-NPs LMW; nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL),
CS-NPs P1: nanoparticulas nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL) y P1 (0.35
uM) y CS-NPs P2: nanoparticulas acopladas con CS de bajo peso molecular (20.6 kDa) y pQBI25 (100 ng/uL) y P2 (0.52 uM).

CS-NPs P1 SiHa CS-NPs LMW SiHa

CS-NPs P2 SiHa

Lalinea celular SiHa presenté el mismo comportamiento en SiHa que Hela; la fluorescencia

es menor para la muestra CS-NPs-LMW en la linea celular SiHa que la observada con la
alcanzada con los péptidos cariofilicos; de igual forma, la fluorescencia es cualitativamente
mayor para las nanoparticulas ensambladas con P2 que con P1.

La funcionalidad biolégica evaluada es mejor para los complejos ensamblados con P2 que
con P1 y con la muestra control (CS-NPs LMW) para ambas lineas celulares, aunque el
andlisis cualitativo favorece a la linea celular HeLa sobre SiHa por la fluorescencia

observada con todas las muestras (control y con péptidos cariofilicos).
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Desarrollo de la metodologia de acoplamiento del ligando GRP a las
nanoparticulas

Una vez que se confirm6 la funcionalidad biolégica de las nanoparticulas
ensambladas con el pldsmido pQBI25 con y sin los péptidos cariofilicos, se realizd el
acoplamiento del ligando GRP mediante el entrecruzador SPDP y el reactivo de Traut a la
muestra CS-NPs-P2 por la obtencién de mejores resultados cuanti y cualitativos. La

reaccion se esquematiza en la Figura 19.

Reaccion 1
S _NH CI NHiCI™
¢ = + R—NH _— I
\ 2 R\N/ NN SH
2
Reactivo de Traut GRP (aminoéacido GRP-SH (aminoéacido
basico) basico)
Reaccién 2
o NN N
NH, + A (o] S A H X ]
O 2 /N ¥ s —_— O N > 8
. = W )
e SPDP Quitosan-SPDP
Reaccién 3
N H
H
ON_— By ' QS“»ON' ,SSO.”"*
0 (o] S '
Quitos&n-SPDP QRP-SH Conjugacioén Piridin-2-tiona

por puente de
disulfuro

Figura 19. Reacciones ocurridas para el acoplamiento del ligando a CS-NPs P2.
Reaccion 1: tiolacion del péptido GRP con el reactivo de Traut. Reaccion 2: entrecruzamiento del SPDP con
las nanoparticulas a base de quitosan. Reaccion 3: acoplamiento del ligando GRP tiolado con el quitosan
entrecruzado con SPDP con liberacién de piridin-2-tiona como subproducto.

La primera parte consisti6 en la tiolacion del péptido GRP con el reactivo de Traut, la
concentracion del péptido GRP tiolado se realiz6 mediante el ensayo de Ellmans. En la
Tabla 7, la metodologia A para la tiolacién de GRP incluye el proceso de concentracion de
la muestra mediante centrifugacion al vacio después de su paso por una resina Sephadex
G-15 empacada en una columna de vidrio para separar los componentes de la solucion
mediante cromatografia por gravedad y la lectura espectrofotométrica de las fracciones
colectadas correspondientes a GRP-SH (el resto corresponde al reactivo de Traut libre).
Por su parte, en la metodologia B propuesta se omitié esta cromatografia y el proceso de
concentracion de la muestra, ya que el reactivo de Traut no interfiere con las etapas
posteriores del acoplamiento y su concentracion disminuye tras la centrifugacion y
resuspencion de las nanoparticulas con el ligando GRP acoplado. Ademas, la cuantificacion
de GRP-SH se realiz6 mediante el coeficiente de absortividad molar usando el reactivo de

Ellmans. Los célculos se describen a continuacion:
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Célculo de peso molecular de GRP-SH

Peso promedio de cada aminoacido: 110 g/mol (Promega, S/A)

* 24 aminoacidos no basicos

9
GRP  minoaci ssicos MW = 110
aminoacidos no basicos mol

9
GRP minoaci ssicos MW = 2640 —
aminoacidos no basicos mol

Para cada aminoacido basico presente en el péptido, ocurre la siguiente reaccién:

S NHF eI Q NH' C1°
+ NH, —_— O SH
(j N)k/\/

Molécula con Molécula tiolada

Reactivo de Traut amina primaria

Figura 6. Reaccidn del reactivo de Traut con aminas primarias. Obtenido de Thermo Scientific

Peso molecular de cada aminoacido basico:

g g g
GRPaminoécidos basicos MW = 110 ﬁ -1 ﬁ + 138.51 _mol
g
GRPaminoécidos basicos MW = 247.51 @

Se le resta el peso molecular del hidrégeno y se le suma el peso molecular del reactivo de Traut de

anillo abierto.
Por lo tanto,
GRP — SH MW = 2640i + (3% 247.51L)
mol mol
GRP — SH MW = 3382.53i
mol

Calculo de concentracién de GRP-SH por ensayo de Ellman’s

AbS419 nm 2800 uL VT
*
14,150M-1cm=1 250 uL VS

Donde VT: volumen total y VS: volumen del sistema

[GRP — SHIM =

GRP — SH mg GRP — SH mmol 3382.53mg
— — = — %
mL mL  1mmol GRP — SH

A partir del espectro de absorcion para la determinacion del péptido GRP tiolado empleando
la metodologia A y B (Figura 19), se realizaron los calculos pertinentes con la absorbancia
obtenida a 412 nm para la determinacion del péptido GRP-SH (Tabla 7). Dicha longitud de
onda es establecida en el ensayo de Ellmans y su fundamento se basa en que el reactivo
de Ellmans, al reaccionar con grupos sulfhidrilo, produce una coloracion amarilla cuya

absorbancia maxima es a 412 nm (Bhat, et al. 2018).
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24 GRP-SH Metodologia B

Absorbancia

-1.1

Longitud de onda (nm)

Figura 20. Barrido espectral para la determinacion de la concentracion de GRP-SH mediante ensayo de
Ellmans.
Gréfica realizada a partir de los resultados obtenidos por el espectrofotometro UV-Vis Shimadzu, modelo
uVv1601

Tabla 7. Concentracion (mg/mL) del péptido GRP-SH.

Concentracién (mg/mL)
Metodologia A 0.083
Metodologia B (ensayo 1) 0.878
Metodologia B (ensayo 2) 0.859
Metodologia B (ensayo 3) 0.642
Media (metodologia B) 0.703

Metodologia A: se realiza el proceso de concentracion de la muestra GRP-SH y separacion de los
componentes de la solucién mediante cromatografia por gravedad. Metodologia B: omite la concentracion de
la muestra y cromatografia por gravedad.

Después de la tiolacion y el ensayo de Ellmans, se realiz6 la funcionalizacién del quitosan
con el SPDP para posteriormente realizar el entrecruzamiento con GRP-SH y se determiné
mediante la medicién de la absorbancia de la piridin-2-tiona (Figura 20) la eficiencia de
reaccion (Tabla 8). Se mide la absorbancia a 343 nm debido a que la reaccién entre la
porcidn sulfhidril-reactiva del SPDP y los grupos sulfhidrilo del GRP-SH liberan la piridin-2-

tiona cuya concentracion se determina a esa absorbancia.

La metodologia A precisa de una didlisis al final del entrecruzamiento, mientas que la
metodologia B, la omite ya que debido a que se realiza la recuperaciéon de nanoparticulas
por centrifugacion de la muestra y resuspensién con cambio de buffer; lo anterior pretende
reducir la concentracion de subproductos.

Los calculos para la eficiencia de reaccion se describen a continuacion:
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Eficiencia de reaccion para CS-NP-GRPSH

Abs a 343 nm
8.08x10-3cm-1M-1
SPDP 0.01 M = 10 ul
[SPDP]sistemafinalM = 1325 ul.

SPDP]; maM = 7.5472x1075M
[ sistema final

[piridin — 2 — tiona]M =

ciencia d B [piridin — 2 — tiona]M 1009,
= *
eficiencia de reaccion 77105 A

Se mide la absorbancia de la piridin-2-tiona para calcular la eficiencia de reaccion debido
a que cuando se acopla el péptido GRP tiolado a las nanoparticulas con el entrecruzador,
hay liberacion de este compuesto (Figura 19).

Debido a que la absorbancia obtenida de la piridin-2-tiona fue tan baja que no se pudo
calcular la eficiencia de reaccion con la metodologia A, en la Tabla 8 solamente se enlistan
las eficiencias de reaccion de los diferentes ensayos realizados con la metodologia B.

Tabla 8. Eficiencia de reaccidon de acoplamiento del ligando GRP-SH a CS-NPs-SPDP.
Eficiencia de reaccion (%)

Metodologia con modificaciones B (ensayo 1 49.93

Metodologia con modificaciones B (ensayo 2) 72.72

Metodologia con modificaciones B (ensayo 3) 77 %
Media 66.55%

Metodologia A: se realiza el proceso de concentracion de la muestra GRP-SH y separacion de los
componentes de la solucién mediante cromatografia por gravedad y didlisis de las nanoparticulas con el
ligando acoplado. Metodologia B: omite la concentracion de la muestra, cromatografia por gravedad y didlisis.
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Eficiencia de reaccién de metodologia B
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Figura 21. Barrido espectral para la determinacion de la piridin-2-tiona de acuerdo con la metodologia
B.
Gréfica realizada a partir de los resultados obtenidos por el espectrofotometro UV-Vis Shimadzu, modelo
UVv1601.

Mediante el barrido espectral (Figura 21) se determind la concentracion del analito piridin-2-tiona en PBS como
medio de disolucion, teniendo una concentracion de 54.88 M.

Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de las nanoparticulas
dirigidas
Una vez estandarizada la metodologia, se realizé la caracterizacion fisicoquimica de las
nanoparticulas con el ligando GRP acoplado (CS-NPs GRP) (Figura 22) con el fin de
determinar el impacto de la presencia del ligando GRP en las caracteristicas fisicoquimicas
y morfolégicas de las nanoparticulas. Ademas, se determiné la media para los 3 pardmetros

fisicoguimicos (tamafio de particula, PZ y PId) (Tabla 9).
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Figura 22. Caracterizacion fisicoquimica de diferentes CS-NPs. A) tamafio de particula, B) PZ.
CS-NPs Control: CS-NPs-LMW Nanoparticulas a base de quitosan de bajo, CS-NPs P1: poliplejos ensamblados con P1 y quitosan
de bajo MW, CS-NPs P2: poliplejos ensamblados con P2 y quitosan de bajo MW
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Tabla 9. Resultados del tamafio de particula, potencial g e indice de polidispersion de CS-NPs
GRP

Muestra Tamafio de particula (nm) Potencial ¢ (mV) indice de polidispersion

CS-NPs GRP 269.23 +£40.48 2496 £1.11 0.23 +0.05

Posteriormente, se realiz6 el analisis estadistico empleando la prueba t de Student (n=3)
para determinar si habia diferencia significativa entre los pardmetros fisicoquimicos cuando
se compar6 al control contra los poliplejos sin el ligando GRP acoplado y contra aquellos

con GRP acoplado (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de significancia para tamafio de particula, potencial e indice de
polidispersion para las distintas comparaciones entre CS-NPs. p: valor p de t de Student n=3

Muestras comparadas CS-NPs LMW / CS-NPs GRP CS-NPs P2/ CS-NPs GRP
Tamafio de particula (nm) 0.0159 0.3824
Potencial { (mV) 0.0107 0.0004
indice de polidispersion 0.0494 0.0819

Por otro lado, el andlisis morfol6gico arrojé que las nanoparticulas con el ligando GRP

acoplado tienen una morfologia esférica (Figura 20).

zoku  Xx7S5, 008 O.amm g PSS

Figura 23. Imagenes SEM de CS-NP-GRP con P2y CS 20.6 kDa a 15,000 (A), 35,000 (B), 45,000 (C) y
75,000 (D)
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CS-NPs P2 SiHa CS-NPs GRP HelLa CS-NPs P2 HeLa

CS-NPs GRP SiHa

Ensayos de internalizacion
Finalizada la caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de las nanoparticulas dirigidas y
con apoyo del pLBD Hector E. Coronado C., se realizé el ensayo de internalizacion para
evaluar el efecto del ligando en la endocitosis en las células HeLa y SiHa a los 30 minutos
en comparacion con la muestra control y la muestra CS-NPs P2 (Figura 24).
Filtro DAPI Filtro RH Sobreposicion

Figura 24. Ensayos de internalizacién en las lineas celulares HeLa y SiHa a 30 minutos.

Filtro DAPI para observacion de los nuicleos celulares y filtro RH para el seguimiento de las nanoparticulas por
el marcaje del pDNA con yoduro de propidio. CS- NPs P2: nanoparticulas a base de quitosan (20.6 kDa) con
el péptido cariofilico P2. CS-NPs GRP: nanoparticulas a base de quitosan (20.6 kDa) con péptido cariofilico

P2y el ligando GRP acoplado.
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Se aprecia en la Figura 24 que para la linea celular HelLa, la internalizacion alcanzada a los
30 minutos es cualitativamente mayor para las células tratadas con las nanoparticulas con
el ligando acoplado en comparacion con aquellas tratadas con los poliplejos con P2, sin

embargo, para SiHa, la internalizacion alcanzada a los 30 minutos no parece ser

cualitativamente diferente en presencia del ligando acoplado.

Ensayos de transfeccion in vitro de CS-NPs GRP

Tras la evaluacion de la internalizacion de los complejos, se evalud la funcionalidad bioldgica y el impacto del
ligando GRP en la eficiencia de transfeccién en las lineas HeLa y SiHa (Tabla 11).

Tabla 11. Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los ensayos de transfeccién in vitro realizados en las

lineas celulares SiHay HelLa con los poliplejos CS-NPs-GRP.

pQBI25: plasmido desnudo; CS-NPs LMW: nanoparticulas a base de quitosan de bajo peso molecular; CS-NPs P2: nanoparticulas a
base de quitosan de bajo peso molecular y P2; CS-NPs GRP: nanoparticulas a base de quitosan de bajo peso molecular, P2 y ligando

HelLa

CS-NPs P2 Sin tratamiento

CS-NPs GRP ensayo 1

GRP acoplado.

Filtro FITC Sobreposicién

Filtro DAPI




CS-NPs GRP ensayo 2

Se visualiza una mayor fluorescencia en las células tratadas con nanoparticulas con el
ligando acoplado que la alcanzada con los poliplejos ensamblados con P2, destacando la

fluorescencia observada con el ensayo 1 para las células HelLa.
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Tabla 11 (continuacion). Imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los ensayos de transfeccion in vitro

realizados en las lineas celulares SiHay HelLa con los poliplejos CS-NPs-GRP.
pQBI25: plasmido desnudo; CS-NPs LMW: nanoparticulas a base de quitosan de bajo peso molecular; CS-NPs P2: nanoparticulas a
base de quitosan de bajo peso molecular y P2; CS-NPs GRP: nanoparticulas a base de quitosan de bajo peso molecular, P2 y ligando
GRP acoplado.
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CS-NPs GRP ensayo 3

Se puede observar una mayor fluorescencia en las células tratadas con las nanoparticulas
con GRP que la alcanzada con los poliplejos ensamblados con P2. Por lo tanto, la
evaluacién de la funcionalidad biolégica revel6 que el acoplamiento del ligando GRP a las
nanoparticulas aumenta cualitativamente la fluorescencia en ambas lineas celulares; sin
embargo, se observa mayor fluorescencia con las células SiHa que con las células Hela.

La fluorescencia aumentada en presencia de GRP, indica que el acoplamiento del ligando

a las nanoparticulas es capaz de potenciar la eficiencia de transfeccion.
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Discusion

La relacién A260 nm/280 nm es utilizada para evaluar la pureza de las muestras de
DNA siendo 1.8-2.0 valores 6ptimos para dicha relacion, valores menores indican una
posible contaminacién con compuestos aromaticos y valores mayores se deben a la
presencia de RNA en la muestra. La media de la relacién A260 nm/280 nm (Tabla 3) para
el lote es de 1.82, lo que indica que la muestra tiene una pureza 6ptima, ademas; se puede
apreciar en la electroforesis de agarosa (Figura 10) que la integridad del DNA también es
adecuada. Lo anterior asegura que la pureza e integridad del DNA son 6ptimas para su
posterior empleo.
Los ensayos de retardo permitieron identificar la concentracion éptima de ambos péptidos
cariofilicos. Utilizando estas concentraciones, se realizaron los ensayos de retencién para
determinar la concentracién 6ptima de quitosdn en ambos casos. En las Figuras 13 y 14,
no se observa la ausencia de fluorescencia a ninguna de las concentraciones empleadas,
aungue de acuerdo con lo reportado por Aranda-Barradas, et al. (2022), concentraciones
elevadas de quitosdn pueden dar lugar a la formacion de film, lo que afectaria las
caracteristicas fisicoquimicas y funcionalidad bioldgica del poliplejo; otra forma de reducir
la probabilidad de la formacién de film es empleando sulfato de sodio que funge como
agente de coacervacion. Bajo este criterio, las concentraciones Optimas de quitosan de
0.16% y 0.14% para los complejos pDNA-P1 y pDNA-P2, respectivamente debido a que
relaciones N/P son de 16 y 14, respectivamente; de acuerdo con Alameh, et al. (2012)
nanoparticulas con radios N/P mayores a 25 generan problemas practicos debido a la
agregacion y efectos no especificos del quitosdn y comprobé que nanoparticulas
ensambladas con CS con DS de 80%, MW de 10 y radio N/P de 10 son sistemas efectivos
y no téxicos para la entrega de genes con fines terapéuticos; por su parte, Aranda-Barradas,
et al. (2022) reportaron el ensamblaje CS-NPs empleando el plasmido pEGFP-N1y CS con
MW de 20.6 kDa, DS de =285% y N/P de 43 y de 8 y concluyeron que los poliplejos
ensamblados a un N/P de 8 tuvieron mejores resultados fisicoquimicos y una morfologia
esférica que no se observod en los poliplejos ensamblados a un N/P de 43. Debido a lo
anterior y a la diferencia de tamafio entre el plasmido pEGFP-N1 (4733 bp) y pQBI25 (6238

bp), se eligié una concentracion intermedia.

Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de CS-NPs
Una vez ensambladas las nanoparticulas a las concentraciones optimas de péptidos

cariofilicos y de biopolimero, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de los
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poliplejos mediante DLS y LDV (Figuras 16 y 17). De acuerdo con la Tabla 4, los resultados
de tamafio de particula para las cuatro muestras son mayores a 200 nm. Este parametro,
aunado a la ausencia de ligando conjugado, sugiere que la internalizacién celular para las
4 muestras probablemente sea mediante endocitosis mediada por clatrina que sigue la via
de endosoma-lisosoma lo cual aumenta la posibilidad de llegada al ndcleo porque
aparentemente evade el sistema endo-lisosomal (Manzares, et al., 2020); en cambio,
complejos con un didmetro menor a 200 nm son internalizadas mediante caveolas y se
incrementa la posibilidad de que sea transportado hacia el reticulo endoplasmico en lugar
del nacleo (Aranda-Barradas, et al., 2022). Zhang, et al., (2015) menciona que la interaccion
no especifica de las nanoparticulas es dafino para la célula debido a que entre mayor
tamafio de particula, habra una mayor deformacion de la membrana celular y un incremento
en la tension y resistencia a la endocitosis debido a que la distancia entre membranas se
reducira para la formacion del endosoma.

Los resultados de la prueba t (Tabla 5) revelaron que no existe diferencia significativa entre
el tamafio de particula ensamblada con P1 (CS-NPs P1) y los poliplejos ensamblados
solamente con quitosan de bajo peso molecular (CS-NPs LMW), tampoco existe diferencia
significativa entre los poliplejos con P1y P2; por otro lado, si existe diferencia significativa
cuando se compararon las nanoparticulas ensambladas con quitosan de alto y bajo peso
molecular, también hay diferencia significativa entre los poliplejos con P2 (CS-NPs P2) y
CS-NPs LMW teniendo un menor tamafio de particula aquellas ensambladas con P2; esta
reduccién del tamafio de particula es debido al aumento de interacciones electrostaticas y
mayor compactacion del DNA, lo anterior puede beneficiar en la transfeccion y posible
reduccién de la toxicidad en ensayos in vitro.

A pesar de que esta ampliamente estudiado que entre menor sea el tamafio de particula,
habra mayor internalizacion celular; Oh, et al., (2014) sugiere que la eficiencia de
transfeccion también esta sujeta al material de las nanopartiulas y al tipo de linea celular
cuando se emplean tamafios de particula iguales. Asimismo, Aranda-Barradas, et al. (2022)
menciona que la eficiencia de transfeccién si depende los parametros fisicoquimicos
aunque también del MW del quitosan, fisiologia celular y el protocolo de transfeccion in vitro
en cuanto a la presencia de FBS en el medio. Mediante LDV se determind el potencial zeta
(ZP) que se define como un indicador de la estabilidad de las particulas debido a que
muestra el grado de repulsion entre las particulas en dispersion. Valores elevados de ZP
significa que las particulas no se agregaran debido a la repulsién; mientras que valores

bajos implica la superacion de la repulsion por parte de la atraccion y es probable que se
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formen agregados (Samimi, et al., 2019). Nanoparticulas con ZP entre -10 < 0 < 10 mV son
consideradas como neutras, mientras que nanoparticulas con valores de ZP mayores de
+30 y menores de -30 mV son consideradas como fuertemente catidnicas o anionicas,
respectivamente. Dado que la mayoria de las membranas celulares tienen una carga
negativa, las nanoparticulas catidnicas estan asociadas con mayor toxicidad debido a
ruptura de la pared celular (Clogston & Patri, 2010). En contraste, Shao, X., et al. (2015)
analizaron la citotoxicidad asociada a nanoparticulas con valores positivos y negativos de
PZ y concluyeron que es més influyente la concentracion de las nanoparticulas sobre la
citotoxidad aun con nanoparticulas PZ positivos. Como se puede observar en la Tabla 4, la
media de ZP para todas las muestras son valores positivos aunque ninguno es mayor a 30
mV lo que favorecera la interaccién electrostatica con la membrana celular en ensayos in
vitro, ademas, Mao, et al., (2010) mencionan que nanoparticulas catidnicas pueden unirse
a microtubulos anidnicos o proteinas moleculares motoras para ser transportadas a la
membrana nuclear provocando una mejora en el transporte citoplasmatico; por otra parte,
un valor positivo de ZP sugiere que la estabilidad de los sistemas es 6ptima y, en este caso,
gue no son lo suficientemente catidénicos para producir citotoxicidad (Shao, X., et al., 2015).
Resultados de la prueba t (Tabla 5) determiné que no existe diferencia significativa entre el
ZP de la muestra control contra los poliplejos ensamblados con P1/P2 y tampoco existe
diferencia significativa cuando se compara a NPs-P1 contra NPs-P2 o que sugiere que la
presencia de péptidos cariofilicos no modifica la estabilidad del sistema y probablemente
tampoco la toxicidad.

Adicionalmente, Manzares, et al. (2020) reporta que nanoparticulas catidnicas son
internalizadas preferentemente por endocitosis mediada por clatrina.

Finalmente, el tercer parametro para la caracterizacién fisicoquimica de los poliplejos, es el
indice de polidispersion que estima la uniformidad media de una solucion de particulas,
dicho en otras palabras, es la representacion de la distribucion del tamafio de los elementos
(nanoparticulas para este caso) en una muestra dada; también puede usarse como
referencia de la agregacion de las nanoparticulas. Para nanoparticulas a base de polimero,
el valor mas aceptable es <0.2 (Danaei, et al., 2018). De acuerdo con la Tabla 4 y con lo
recién mencionado, solamente las nanoparticulas ensambladas con el quitosan de alto
peso molecular (CS-NPs-HMW) presentaron una media de Pid superior a 0.2.

No existe diferencia significativa para el Pid cuando se comparan las nanopatrticulas CS-

NPs-P1/P2 contra el control ni cuando se comparan los poliplejos ensamblados con péptido
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cariofilico entre si (Tabla 5); sin embargo, es importante mencionar que la media de Pid
para CS-NPs-P2 es menor que CS-NPs-P1 y que incluso la muestra control.

Debido a los resultados obtenidos tras la caracterizacion fisicoguimica de las nanoparticulas
(Tabla 4 y 5), se decidi6é que la muestra control a partir de ahora sera CS-NPs LMW debido
a que la muestra CS-NPs HMW presentdé un valor de Pid y una media de tamafio de
particula y desviacion estandar de tamafio de particula mayores, lo anterior sugiere que el
sistema no es homogéneo, las mediciones mediante DLS no son confiables, probablemente
la muestra forma agregados y el tamafio de particula disminuiria la eficiencia de
transfeccion. Por otra parte, la comparacion de la caracterizacion fisicoquimica entre los
poliplejos ensamblados con los péptidos cariofilicos demostré que la muestra CS-NPs P2
tiene un tamafio significativamente menor que la muestra control, los valores de ZP y Pid
son mas adecuados en comparacion con los valores obtenidos de la muestra CS-NPS P1.
Debido a lo anterior, solamente se realizd caracterizacion morfologica de la muestra CS-
NPs P2, se observa en la Figura 18 una morfologia indefinida y parecida a un film, sin
embargo, en el inciso (C) con el aumento 50,000X se observa una morfologia pseudo-
esférica, aunque se sigue observando una agregacion de los poliplejos. Es importante
mencionar gue la preparacion de la muestra para SEM implica la desecacién en la muestra
y por ende ocurre la formacion de aglomerados (Bouzakher, N. et al., 2019), existen
métodos para minimizar la aglomeracion tales como la aplicacion de ultrasonido,
modificacion de la carga de superficie mediante cambios en el pH y el PZ.

Debido a lo anterior, es importante correlacionar la morfologia observada con los resultados
obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica y, aunque a partir de las fotografias obtenidas
mediante SEM parezca que la muestra forma agregados, los valores de DLS y LDV
demuestran que la muestra no forma agregados y sugiere entonces que la morfologia es

esférica.

Evaluacion de la funcionalidad biolégica de CS-NPs
Finalizada la caracterizacion fisicoquimica, se realizaron los estudios in vitro para la
evaluacioén bioldgica de los poliplejos en las lineas celulares SiHa y HeLa con medio DMEM
suplementado con FBS al 10% y en ausencia de suero debido a que algunos autores
(Pengnam, S. et al., 2018) hipotetizan que, dado que las proteinas séricas tienen una carga
negativa, habra una interaccion electrostética entre poliplejos catidnicos y proteinas séricas,
lo que afectara la interaccién de las nanoparticulas con las proteinas presentes en la
superficie celular y, por ende, la internalizacion. Sin embargo, otros autores (Rahmani, et

al., 2019) mencionan que la presencia de FBS en el medio de cultivo acelera la funcion
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celular e incrementa la internalizacion de nanoparticulas; ademas, Aranda-Barradas, et al.
(2022) describen que la presencia de suero es menester para la supervivencia celular a
largo plazo y se asemeja mas a las condiciones de los poliplejos en medio fisiologico.

Tras la visualizacion de las preparaciones mediante microscopia de fluorescencia, se optd
por realizar los ensayos in vitro con medio DMEM suplementado con FBS al 10% puesto
gue, bajo las mismas concentraciones de pDNA (9 ug) y condiciones, la presencia de suero
tuvo un efecto positivo en los ensayos de transfeccion in vitro ya que la fluorescencia
observada con el filtro FITC era mayor. Una hip6tesis adicional para explicar este resultado
se basa en que las particulas de gran tamafio sedimentan mas rapidamente lo que provoca
un incremento en la interaccion con las nanoparticulas fijadas en el cubreobjetos y al haber
un mayor contacto, hay una mayor transfeccion (Pezzoli, et al., 2017).

No se observo transfeccion para la muestra del pDNA desnudo tal y como era esperado
(resultado no mostrado).

De acuerdo con la Tabla 6, se compar6 cualitativamente la fluorescencia observada con el
filtro FITC para las muestras control (CS-NPs LMW) en ambas lineas celulares, se observé
mayor fluorescencia para la linea celular HeLa; dado que en ambas lineas celulares hay
colocalizacion, se deduce que la fluorescencia observada con el filtro FITC se debe a la
expresion del transgén que codifica para la proteina verde fluorescente. Ademas, el
incremento en la confluencia tras la exposicibn de las células SiHa y Hela a las
nanoparticulas sugiere que los poliplejos no son citotdxicos.

Ahora bien, las células HelLa tratadas con las muestras CS-NPs P1 y CS-NPs P2 mostraron
mayor fluorescencia bajo el filtro FITC en comparacion con las células HelLa tratadas con
la muestra control (CS-NPs LMW), en ambas muestras se observé colocalizacién con el
filtro DAPI para la visualizacién del nucleo. De acuerdo con la Tabla 5, no existe diferencia
significativa de las propiedades fisicoquimicas entre CS-NPs LMW y CS-NPs P1 por lo que
el aumento de fluorescencia observada con CS-NPs P1 se debe a la presencia del péptido
cariofilico. Por otro lado, para CS-NPs P2 solo existe diferencia significativa para el tamafio
de nanoparticula cuando se compara con la muestra control, por lo que, ademas de que P2
aumento la compactacion del pDNA también aument6 la fluorescencia en el ensayo in vitro.
A pesar del aumento en la fluorescencia debido a la presencia de los péptidos cariofilicos,
es relevante mencionar que se observa una mayor fluorescencia para las células
transfectadas con las nanoparticulas ensambladas con P2 que aquellas ensambladas con

P1. El resultado anterior era esperado debido a que los resultados de caracterizacion
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fisicoguimica, especificamente en cuanto a tamafio de particula, favorecian a la muestra
CS-NPs P2 sobre CS-NPs P1.

Por otro lado, para el caso de las células SiHa, se observa mayor fluorescencia en las
células tratadas con CS-NPs P1 y CS-NPs P2 comparadas con el control, sin embargo, no
se observan diferencias en la fluorescencia cuando se compara las células tratadas con
CS-NPs P1y CS-NPs P2.

Se observa una diferencia cualitativa de la fluorescencia entre lineas celulares bajo las
mismas condiciones. Estd ampliamente reportado que los ensayos de transfeccion son
dependientes de la linea celular empleada. La investigacion realizada por Douglas et. al.
(2008) menciona que la fisiologia de la membrana celular juega un papel importante en la
union de poliplejos y, a partir del empleo de inhibidores de endocitosis, proponen que tanto
las rutas dependientes de clatrina y caveolina estan involucradas en la endocitosis, aunque
la proporcion depende del tipo celular. Adicionalmente, Turan et. al. (2006) establece que
no hay correlacién entre la internalizacion celular y la eficiencia de transfeccion de los
complejos, es decir, células que internalicen una cantidad similar de poliplejos no expresan
el gen al mismo nivel por lo que también debe considerarse el escape endosomal como
punto de mejora para aumentar la expresion del transgén.

Cualitativamente, se observa mayor fluorescencia por expresion de la proteina GFP para
los poliplejos ensamblados con los péptidos cariofilicos en comparacion con la muestra
control. Sin embargo, comparando la fluorescencia entre la muestra ensamblada con P1y
con P2, se observa mayor fluorescencia para esta Ultima con las células Hela. La
transfeccion mejorada para CS-NPs P2 aunado con los resultados de la caracterizacion
morfoldgica y fisicoquimica de los poliplejos permiten afirmar que CS-NPs P2 es mejor que
CS-NPs P1; una posible explicacién radica en la longitud y composicién de cada uno de los
péptidos cariofilicos ya que P1 esta compuesto por 13 aminoacidos (CGGGPKKKRKVED)
mientras que P2 tiene una extension de 9 aminoacidos (PAAKRVKLD), la cantidad de
aminoacidos con carga neutra en P1 es mayor en comparacion con P2; los aminoacidos
neutros al no interactuar con el pDNA ni con el quitosan, no favorecen la compactacion
(Olivo, 2022). Lo anterior explica el aumento en el tamafio de nanoparticula v,
probablemente dificulte la interaccion con la membrana e internalizacion celular en ensayos

in vitro.
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Modificaciones a la metodologia de acoplamiento del ligando a las
nanoparticulas

La metodologia descrita por Mao, et al. (2001) establece que tras la tiolacion del
péptido se debe eluir la mezcla con una columna con PBS y EDTA (0.01M), el entrecruzador
SPDP se emplea para modificar al quitosan con el grupo terminal 2-piridildtitiol para formar
puente de disulfuro con el ligando tiolado, el uso de DSS ayuda a reaccionar de manera
cruzada con los grupos amino del quitosan para estabilizar las nanoparticulas, tras la
adiciéon de glicina para terminar la reaccion de acoplamiento, las nanoparticulas (CS-NPs
GRP) deben separarse mediante dialisis. Sin embargo, aunque en un primer intento se
realizé considerando la elucion y dialisis (metodologia A), la eficiencia de reaccion obtenida
fue muy baja (alrededor de 0.0081%).
El anterior resultado pudo deberse a algunas situaciones; en primer lugar, se empleé la
solucion de GRP-SH un dia después de su obtencién para realizar el acoplamiento a las
nanoparticulas debido a lo demorado que habia sido la tiolacion, cromatografia por
exclusion molecular y el proceso de concentracién de la muestra por centrifugacion al vacio;
Hermanson, G. (2008) remarca la importancia de emplear al péptido tiolado
inmediatamente para evitar la reciclacién de los grupos tioles libres y la disminucién de la
disponibilidad de los grupos sulfhidrilo. En segundo lugar, el ensayo de Ellman’s se realizo
construyendo una curva de calibracion tal como lo describe Hermanson, G. (2008), sin
embargo, las concentraciones de los sistemas eran mucho mayores que la de la muestra
(0.083 mg/mL) por lo que ajustar la curva retardé aun més el acoplamiento de GRP-SH a
las nanoparticulas. En tercer lugar, las soluciones para el entrecruzamiento de SPDP con
quitosan (SPDP y DSS) se prepararon un dia antes debido a que la tiolacion del GRP y el
acoplamiento de GRP-SH a las nanoparticulas entrecruzadas con SPDP fueron
programados para el mismo dia; de acuerdo con el fabricante, las soluciones de SPDP y
DSS a emplear deben ser preparadas e inmediatamente utilizadas y, aunque no especifica
un lapso maximo de utilizacién, las soluciones pudieron haber sufrido cierta degradacion
previo al entrecruzamiento con las nanoparticulas. Finalmente, se planted la posibilidad de
haber perdido producto durante la manipulacién y montaje del sistema de dialisis.
Debido a los hallazgos y puntos de mejora identificados tras el primer intento y dado que el
reactivo Traut no interfiere con el resto de la metodologia, se optd por la omisién de la
cromatografia y concentracion del péptido tiolado (metodologia B) con el objetivo solucionar

el problema de tener baja concentracion del péptido tiolado, ademas de realizar todo el
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proceso en un solo dia y asi reducir la probabilidad de la reciclacién de los grupos sulfhidrilo
de GRP-SH y la degradacion de las soluciones de SPDP y DSS.

Debido a que el PBS para eluir la columna de filtracion para GRP-SH contiene EDTA que
funge como agente quelante de metales para evitar la oxidacién catalizada por metales y la
consecuente formacion de puentes de disulfuro, se optd por adicionar EDTA (5 mM) al PBS
empleado para preparar la solucién de GRP (1 mg/mL) tal como lo describe Mao, et al.
(2001). Ademas, se utilizé la metodologia descrita por Thermo Fisher Scientific Inc. (2011)
para el ensayo Ellman’s debido a que no implica la construccién de una curva de calibracion
pues en su lugar utiliza el coeficiente de absortividad de TNB (14,150 Mcm™) para la
determinacién de la concentracion de los grupos tiolados presentes en la muestra; este
método reduce tiempo y cantidad de reactivos empleados. Finalmente, la dialisis de las
nanoparticulas acopladas con GRP-SH también se omitié y en su lugar se realiz6 una
centrifugacion para posteriormente resuspender con buffer de fosfatos y asi reducir la
concentracion de trazas de los reactivos utilizados (SPDP, piridin-2-tiona, DSS, glicina,
reactivo de Traut libre) cuya cuantificacion e identificacion se considera como perspectiva
de la investigacion.

El segundo intento del acoplamiento del ligando GRP a las nanoparticulas obtuvo mejores
resultados en diferentes aspectos (Tabla 7). Primeramente, se redujo el tiempo lo que
permiti6 que la metodologia fuera completada en un solo dia; secundariamente, la
concentracion del péptido tiolado (0.878 mg/mL) asi como la eficiencia de reaccion (49.9%)
fueron mayores que aquellos obtenidos con la metodologia original.

Se repitié la metodologia B con el fin de corroborar los resultados obtenidos y se determiné
gue la concentracion de GRP-SH fue de 0.859 mg/mL (Tabla 7) y la eficiencia de reaccién
fue de 72.7% (Tabla 8).

De acuerdo con el barrido espectral del ensayo de Ellmans para la cuantificacién de GRP-
SH (Figura 19), se pueden observar mas picos que aquél de interés (412 nm) entre los
cuales se puede encontrar la absorbancia del reactivo de Traut sin reaccionar (248 nm), de
los enlaces peptidicos del GRP (190-220 nm), el aminoacido aromatico presente en el GRP
(Tyr) con una absorbancia de 280 nm y el quitosan de las nanopatrticulas que se encuentra
expuesto y cuya absorbancia es de 230 (Sionkowska, et al., 2013). Por su parte, el barrido
espectral para determinar la concentraciéon de la piridin-2-tiona (Figura 20) muestra picos
que pueden deberse al reactivo de Traut sin reaccionar, enlaces peptidicos y aminoacido

aromatico presente en el GRP, glicina (260-280 nm). Sin embargo, para ambos casos se
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propone que se realice la caracterizacion de los componentes de la solucidon para fines de

citotoxicidad.

Caracterizacion fisicoquimica y morfologica de CS-NPs GRP
Los resultados obtenidos por DLS (Figura 21) determinaron que la muestra CS-NPs GRP
tiene un tamafio de nanoparticula promedio de (n=3) de 269.23 + 40.5 nm, PZ de 24.96 +
1.1 mVyPId 0.2 £ 0.05 (Tabla 9).
Los resultados de la prueba t de Student (Tabla 10) determinaron que existe una diferencia
significativa del tamafio de particula cuando se compara la muestra control (CS-NPs LMW)
contra las nanoparticulas con el ligando GRP acoplado, teniendo esta Gltima un tamafio de
particula significativamente menor que puede explicarse debido a los aminoacidos positivos
que tiene GRP; éstos aumentan la carga neta positiva del quitosan y favorecen al efecto de
supercompactacion con el pDNA por interaccion electrostatica. Mientras que, para la
comparacion del tamafio de particula entre CS-NPs P2 y CS-NPs GRP, no hay diferencia
significativa.
Por otro lado, se determiné que CS-NPs GRP tiene un PZ significativamente mayor que
CS-NPs LMW y CS-NPs P2 (Tabla 10), y al ser méas catiénicas sugiere que la estabilidad
de los sistemas es mayor debido a una menor probabilidad de floculacién por repulsion de
cargas. Lo anterior también podria explicarse debido a la carga neta positiva total por los
aminoécidos positivos del GRP.
Finalmente, CS-NPs GRP presenta un valor de Pld significativamente mayor que la muestra
control y que los poliplejos ensamblados con P2 (Tabla 10), sin embargo, sigue estando
dentro del valor aceptado para nanoparticulas a base de polimero de acuerdo con (Danaei,
et al., 2018) por lo que los resultados obtenidos mediante DLS son confiables por
uniformidad de la muestra, ademas el valor de PId sugiere la ausencia de agregacién en
esta.
Se realiz6 la caracterizacion morfoldgica mediante SEM para la muestra CS-NPs GRP y se
puede observar, de acuerdo con la Figura 22, que la morfologia es esférica desde el
aumento de 15,000 aungue se percibe mucho mejor a 35,000 y 45,000 (Figura 22 inciso B
y C). Bajo el aumento de 75,000 (Figura 22 inciso D).
Comparando la morfologia de la muestra CS-NPs GRP (Figura 22) con las nanoparticulas
CS-NPs P2, se puede observar que CS-NPs GRP es morfolégicamente mas esférica y no

se observa el film que estuvo presente en la muestra CS-NPs P2 (Figura 18).
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Ensayo de internalizacion de nanoparticulas dirigidas
El ensayo de internalizacién se realizé para dar seguimiento al tiempo en el que las
nanoparticulas son endocitadas a los 30 minutos.
Para Hela, se observa que algunas nanoparticulas con el péptido cariofilico (CS-NPs P2)
se encuentran circundantes a los nucleos mientras que solo se observan pocas
nanoparticulas dentro de un nicleo celular. Se observan algunas otras lejanas a los nucleos
cuya endocitosis aun no ha ocurrido a los 30 minutos. Por otro lado, las nanoparticulas
dirigidas, en su mayoria habian alcanzado al nicleo por lo que la presencia del ligando
acoplado no solamente mejoré la transfeccion sino también la aceleré.
En contraste, para la linea celular SiHa, se observa mayor fluorescencia con el filtro RH en
los nucleos para la muestra CS-NPs P2 y pocas alrededor de algunos nucleos que pudieran
estar en el espacio citoplasmico o extracelular; sin embargo, para las células SiHa tratadas
con las nanoparticulas dirigidas, se observan mas fluorescencia con el filtro RH alrededor
de los ndcleos y no dentro de éstos. Aunque, debido a que solo se evalué la internalizacién
a los 30 min, seria bueno re-evaluar la internalizacién para SiHa con una extensiéon del
tiempo para seguir la entrada de CS-NPs GRP al nucleo. Cobra relevancia mencionar que
la fisiologia celular y los diferentes mecanismos de endocitosis de la célula influyen en el

tiempo para la internalizacién de los poliplejos (Douglas, et al., 2008).

Evaluacion de la funcionalidad biolégica para CS-NPs GRP

Se realizaron ensayos in vitro con medio DMEM suplementado con FBS al 10% en las
lineas celulares SiHa y HelLa para la evaluacion de la funcionalidad biol6gica de las
nanoparticulas con el ligando GRP acoplado, la cantidad de material genético empleada
para la segunda etapa de los ensayos in vitro fue equivalente a 3.7 ug debido a que, por el
volumen de la muestra CS-NPs GRP no seria suficiente adicionar 9.9 pg de material
genético por pozo para ambas lineas celulares.

A pesar de que las alicuotas de la muestra CS-NPs GRP contenian residuos de las
reacciones de tiolacion, entrecruzamiento y acoplamiento, no se observé que la presencia
de estos tuviera un efecto relevante en la citotoxicidad pues permiti6 el aumento de la
confluencia tras la interaccion nanoparticulas-célula, debido a esto, se infiere que la
concentracion empleada y el tiempo de exposicidon no son citotoxicos en las lineas HeLa y
SiHa pues el aumento de la confluencia observada en las células sin tratamiento fue
cualitativamente similar o igual al de las células tratadas con las nanoparticulas CS-NPs
GRP.
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Es importante mencionar que debido a que el pH del medio en los ensayos de transfeccion
in vitro es mayor al de la muestra en la que se encuentran suspendidas las nanoparticulas,
el valor de PZ disminuye; sin embargo, de acuerdo con Layek et al. (2017), valores no tan
elevados de PZ son favorables pues son menos citotdxicos y también promueve con mayor
facilidad la liberacién del pDNA una vez dentro de la célula.

Se puede observar en la Tabla 11 una diferencia en la fluorescencia para la muestra control
y para CS-NPs P2 debido a que la cantidad de pDNA empleada fue menor, se ve la
diferencia de fluorescencia para la muestra control y las nanoparticulas ensambladas con
los péptidos cariofilicos en comparacion con la fluorescencia observada para el primer
ensayo in vitro (Tabla 6). Sin embargo, se observa el mismo comportamiento; mayor
transfeccion para la muestra CS-NPs P2 en comparacién con CS-NPs P1 y CS-NPs LMW
en células HeLa aunque, la muestra con la que se observa mayor fluorescencia es con CS-
NPs GRP. De acuerdo con Begum et al. (2016) la linea celular HelLa tiene una
sobreexpresion del receptor GRP por lo que se esperaba que la fluorescencia fuera mayor
para la muestra CS-NPs GRP debido a la interaccion especifica ligando-receptor con la
superficie celular.

Por otro lado, para la linea celular SiHa también se observé una mayor fluorescencia para
la muestra CS-NPs GRP en comparacién con los ensayos in vitro con las nanoparticulas
control y con las ensambladas con P1y P2.

Comparando la fluorescencia observada en ambas lineas celulares tratadas entre la
muestra CS-NPs GRP y las muestra control, CS-NPs P1 y CS-NPs P2, se observa mayor
fluorescencia en las células tratadas con las nanoparticulas acopladas con el ligando GRP.
Sin embargo, la linea celular SiHa mostré una mayor fluorescencia en comparaciéon con las
células HelLa. Aunado con los resultados de internalizacion, a pesar de que la
internalizacién de las nanoparticulas dirigidas es mas tardada para las células SiHa, su
transfeccion es mayor en comparacion con las células HelLa.

Debido a que no se encontro reportado en la literatura la sobreexpresion del receptor GRP,
se plantea la realizacion de PCR cuantitativa para comprobar si existe o no la

sobreexpresion de este y, ademas, comparar los niveles de expresiéon con Hela.
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Conclusiones
Se ensamblaron nanoparticulas a base de quitosan mediante coacervacion

compleja cuyos valores de tamafio de particula (327.6 £ 29.2 nm), PZ (16.5+ 2.8 mV) y PIld
(0.14 £ 0.07) son 6ptimos de acuerdo con lo reportado en la literatura, posteriormente se
realizaron ensayos de retardo y se determinaron las concentraciones éptimas de P1[0.35]
mM y P2 [0.52] mM; los ensayos de retencidn revelaron que las concentraciones 6ptimas
de CS de 20.6 kDa son de 0.16 y 0.14% para P1y P2, respectivamente.

Se caracterizo fisicoquimica y morfolégicamente a CS-NPs ensambladas por coacervacion
compleja mediante la adicion de pépidos cariofilicos (P1y P2) y se determiné que la adicion
de P2 al poliplejo tiene un efecto significativamente positivo en el tamafio de particula
comparado con la muestra control (P1 tuvo un tamafio de particula de 346 + 128.5 nmy P2
de 267.2 £ 0 nm), los valores de PZ (17.1 £ 4.3 mV paraPly 16.6 £ 1.3 mV,P2) y Pld son
optimos (0.15 +0.2 y 0.1 £ 0.1 P1 y P2, respectivamente) para ambas muestras. Ademas,
tras la evaluacién de la funcionalidad biolégica in vitro se observd que su presencia en los
poliplejos, mejora la transfeccion en células HeLa y SiHa; que la fisiologia de las lineas
celulares son importantes para los ensayos de transfeccion a pesar de que ambas lineas
pertenecen a cancer cervicouterino observandose una mayor transfeccion para las
muestras con P2 que con P1 en las células HelLa; mientras que en SiHa los poliplejos
ensamblados con P1/P2 mostraron un grado de fluorescencia similar. Finalmente, las
nanoparticulas control y con P1y P2 no mostraron sefial de citotoxicidad.

Debido a que CS-NPs P2 presenté en su mayoria mejores caracteristicas fisicoquimicas y
funcionalidad bioldgica, se empleé para la segunda etapa del proyecto que consistié en el
desarrollo de una metodologia de acoplamiento del ligando GRP mediante el empleo del
entrecruzador SPDP. La caracterizacién fisicoquimica determiné que CS-NPs GRP cumple
con los valores 6ptimos para tamafio de particula (260.9 + 33.5 nm), PZ (24.2 + 1.64 mV) y
Pld (0.25 + 0.04), es significativamente mayor para las 3 caracteristicas en comparacion
con la muestra CS-NPs LMW y que los valores de PZ y PId son significativamente mayores
que los valores de CS-NPs P2. Morfolégicamente, CS-NPs GRP se observé mediante
fotografias SEM como esférica lo que ayudaria la interaccion con la membrana celular.
Finalmente, la funcionalidad biolégica in vitro mostr6 que la presencia del ligando GRP
acoplado a los poliplejos mejoraba la transfeccion en las lineas HelLa y SiHa a un grado
incluso mayor que la observada con CS-NPs P1/P2, destacando a la linea celular SiHa por
su mayor transfeccion en comparacion con las células HelLa. Asimismo, no se observd

citotoxicidad para ninguna de las lineas celulares para la muestra CS-NPs GRP.
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Perspectivas de la investigacion
Se sugiere la realizacion de la caracterizacion y cuantificacion de los residuos

presentes en la solucién de CS-NPs GRP con el fin de determinar dosis de citotoxicidad de
Sus componentes.

Debido a que se observé una mayor fluorescencia en las células SiHa tratadas con la
muestra CS-NPs GRP se plantea la perspectiva de la realizacién de una PCR cuantitativa
con el objetivo de comprobar la presencia de sobreexpresion del receptor para GRP en
células SiHa. Asimismo, resulta considerar para futuras etapas la exposicion de células no
tumorales a las nanoparticulas para evaluar su transfeccion y efecto.

Finalmente, seria preciso el ensamblaje de nanoparticulas con el gen terapéutico de interés
para realizar posteriormente el acoplamiento del ligando de acuerdo con la metodologia

descrita en el presente trabajo para evaluar la expresion del transgén terapéutico.
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