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Para la Biología ... "El organismo se distingue de todos los productos inorgánicos 

en que posee un plan funcional, esto es, que en él todas las diversas partes están 

ordenadas de tal modo que sus funciones se encadenan unas con otras, según un 

plan, y de este modo facilitan la función lotal del organismo ... Para entenderlas, 

es necesario descomponer sus partes vivas e investigar las funciones de órganos 

y tejidos para conocer el plan total." 

UEX-f{ÜLL. 
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LfST A DE ABREViA TUAAS. 

BDNF~ Bram -Derived Neurotrophic Factor (Factor "Ieurotrófico Derivado del Cerebro). 

CMV= Citomegalonrus 

C:\TF= Ciliar :Jeurotrophlc Factor (Factor Neurotrófico Ciliar). 

FGF~ Fibroblastlc Growth Factor (Factor de CrecImiento Fibroblástico). 

IC-2~ Inmunoglobulin C-2. 

lLGF~ Insulin Like Growth Factor (Factor de Crecimiento ParecIdo a la Insulina). 

IP3~ Inositol Phosphatydil 3 (Fosfatidil Inositol 3). 

Kb~ Kilo bases. 

Kd~ KÜodaltons (10] Daltons). 

NFK-~~ "uclear Factor K-~ (Factor "Iuclear Kappa-beta). 

l\GF= Nerve Gro\\ith Factor (Factor de Crecimiento Nervioso). 

:"lT3= ~eurotrophin 3 (Neurotrofina-3) 

NT4 = ~eurotrophin 4 (Neurotrofinas-4 y 5 asociadas, denominadas NT-4) 

NT 6~ "Ieurotrophm 6 ("Ieurotrofina-6). 

PLC-yl= Phospholipase C-yl (Fosfo!ipasa C-gl). 

SV40= Simian Virus 40. 

TGF~~ Transfonning Grov,1h Factor ~ (Factor Transfonnante Beta). 

TH= Tirosina Hidroxilasa. 

Trk= Tropomyosin receptor-kinase. 



El objetivo del presente trabajo. fue la construcción de llil vector no viral para transferir genes 

a líneas celulares para su posterior uso en neuronas del sIstema nen 10SO central (SNC). a través de 

receptores para el factor de crecimiento nerv10so (NGF. por sus sIglas en ingles). aprovechando su 

propIedad de endocitosIS. :\.1ETODO. La construcción del vector génico se logró uniendo al ~GF la 

poli-l-Iisina a través del entrecruzador biftmclonal ~-succinimidil-3-(2-pL.'idildithio )proplonato 

(SPDP). Los derivados de SPDP fueron purificados por cromatografia líquida de exc!w,ión molecular. 

Se utihzó el rnicroensayo de retención para demostrar la capacidad del vector de ~GF de urur D\JA 

plasnúdico (pGreen Lantem-I) La transferencia géruca mediada por el \' ector de NGF se demostró en 

la linea celular );IE-IIS (neuroblastoma), ut!!Jzando como control negat!vo a las células L-929 

(fibroblastos). Por nucroscopía confocal se evaluaron los ensayos de mternnlIzación. realizados con 

doble tinción fluorescente UTIlizando la fluorocema penneable de membrana calceina A\;f (verde) y 

yoduro de propidio (rojo). el cual se intercala en el DNA. y los ensayos de expreSIÓn. realizados con 

doble marca fluorescente utilizando la expresión de la proteína verde fluorescente (verde) y la 

contratrnclón celular con yoduro de propidio (rojo) RESULTADOS. El conjugado NGF-poli-L-Iisill"- el 

vector, fue capaz de unir DNA plasmídico formando complejos conocidos como poliplexes. Las 

células L-929, que carecen de receptores específicos para el1\GF (TrkA y p75). fueron incapaces de 

mtemalizar y expresar el pGreen Lantem-l transfendo por el vector de NGF. Por el contrario. las 

células NIE-115 fiJ.eron capaces de intemalizar el pGreen Lantem-l trarlsterido por el vector de ;\"GF 

y consecuentemente expresar la proteína verde fluorescente. codificada en gen reportero del plárnido. 

CONCLUSIÓN. Los resultados obtenidos apoyan la capacidad del vector de NGF para transferir genes 

In v/tra. y abren la posiblhdad de aphcarlo en el envio de genes terapéuTIcos a neuronas que expresen 

receptores a 'iGF en el s~c. 



1. !NTRODUCC!ÓN 

En la actualidad. algunos métodos terapéutIcoS de patologías humanas no han dado 

los resultado que se esperaban. En respuesta a la necesidad de tratamientos más efectivos_ 

la genética molecular moderna ha respondido aportando herramientas nuevas, Slil 

precedentes, enfocadas a tratar las enfermedades atacando dIrectamente a los genes que 

presenten algun defecto por mutación. mactlvación o deleción [\tlountain. 2000]. 

Resultados reCIentes_ obtenidos con técmcas de transferencia de genes. han logrado la 

aceptación amplIa por parte de la comumdad médica y científica del concepto de ··terapla 

génica"_ en especial para desordenes de la medula ósea [Cavazzana-Calvo, 1999; Hatada el 

al, 2000], hígado [Bustos el al, 2000; Chen el al, 2000], para algunos tipos de cáncer 

[Sutton el al., 2000; Feldman y Libuttl, 2000], deficiencIas de enzimas circulantes [Cul,er 

el ul, 1990; Ram el al, 1994; Shen el al., 2000], hormonas [Martín el ul , 2000; Monshna 

el al., 2000], factores de coagulación [Dahlback_ 2000: Kay el al, 2000J Y patologías del 

sistema nervlOSO central [Hagihara el al, 2000; Shi y Pardridge. 2000]. 

La transferencia génica o transfección pareciera ser un metodo sencillo y al alcance de 

investigadores y personal médico especializado; SIn embargo, la carencia de vectores 

gémcos eficientes, inocuos y con alta selectividad para las poblaciones celulares afectadas_ 

ha demorado el uso rutinario de la terapia génica. Hasta el momento, el abordaje más 

..::fectivo de terapia génica utiliza téclllcas de recombinación de DNA para convertlr los 

virus patógenos en vectores de genes terapéuticos con el propósito de corregIr fenotIpos 

patológicos [Takenaka el al, 2000; Wllcox el al., 2000] , )Jo obstante, desde la década 
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pas;::>rla har~ surgido ~r~ fGrrr~o. cxplosi'y'o. alternativas de trail.sferencia génica diferentes a los 

VIruS. 

En la actualidad. los vectores para el envío de genes se pueden clasificar en dos tipos 

principales: en vectores virales y no virales. 

En estos momentos no se cuenta con ei vector ideal, razón por la que se sigue 

trabajando en esta perspectiva. 

1.1. VECTORES VIRA.LES 

ena gran variedad de virus patológicos se han adaptado como vectores [Robbins el al, 

1998], siendo los más utIllzados los adenovirus. los virus adeno-asociados y los retrov¡rus. 

Esfuerzos substanciales se han invertido para la utilIzacIón de los poxvlruS para vacunas 

génicas y del virus del herpes simple para transferenCIa génica a células neuronales [Krisky 

el al, 1998, Robll1s011 el al, 1999; Sanda el al, 1999J 

1.1.1. Adenovirus 

En una amplia variedad de tIpos celulares, los vectores adenovirales realizan la 

transferencIa génica de manera más eficiente en comparacIón con otros sistemas virales. 

especialmente in vivo. Este tipo de vectores puede transferir genes tanto a células en 

proliferación como a células diferenciadas [l'<akanishi, el al., 2000] Postenor al envío. se 

alcaP.zan altos nIveles de expreSIón del transgén pero de carácter traIlsitono, debido 

probablemente, a la falta de mtegración del transgén en el genoma huésped o a la 

mactivación del mismo por razones de seguridad celular [Yeh y Perrlcaudet, 1997]. 

Los vectores adenovirales no son la elección para corregir enfermedades crómcas. pero 

son adecuados cuando se busca obtener efectos agudos como la muerte de células 
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ca.rrcercsas [Suecka r:!t al, 2000J, :nducción de la i'espuesta. inmune [JI ei al., 1999J y 

corrección de algunas enfennedades agudas [Mornson el al., 2000]. 

Frecuentemente se reportan mejoras significativas en la especificidad de transferencia y 

duración de la expreslón dd transgén de vectores adenovua1es, en especial. el uso de 

elementos promotores específicos de tejido en lugar de promotores virales como el 

promotor temprano del citomegalovirus (C\1V) o el promotor del \irus SV40 que, aunque 

potentes. son inactivados con faCIlidad [Chen el al , 2000J Sin embargo. la limitaCIón más 

importante de [os vectores adenovlrales es la tendencia a desencadenar una fuerte respuesta 

mmune e inflamatona. 

1.1.2. Virus Asociados a Adenovirus (Virus Adeno-Asociados) 

Los vectores adeno-asociados (V AA), son capaces de integrar el transgén en ei 

cromosoma de las células blanco, aunque de manera poco efiCIente y azarosa. 

predominando las formas no mtegradas por largo plazo [Balague el al. 1997]. Los vectores 

adeno-asociados, comparado con otros vectores virales, proveen una expresión transgénica 

sostenida in VlVO La expreslón de genes homólogos se ha detectado dos años después de su 

inyección en ratones y varios meses después en perros rDonahue el al. 1999: Lmde.n y 

Woo, 1999], primates y humanos [eamad el al, 1996, Wagner. 1998], 

La pnncipal desventaja de los vectores adeno-asociados, se relaciona con el tamaño del 

inserto (transgén) y su elaboración. Estos vectores no pueden empaquetar insertos 

supenores a 4.5 Kb Y los procesos de elaboración requieren el uso de v'irus coadyuvantes 

(usualmente adenovirus), los cuales ocaSIOnan problemas de titulación baja, contaminación 

frecuente y costos elevados. 
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P,,-,-~cra que el proceso de elaboració!l se ha mejorado al incrementr el rendimiento de 

vectores libres de vÍrus coadyuvantes [Ferrari el al., 1997: Matsushita el al., 1998J, los 

protocolos terapéuticos basados en vectores adeno-asociados seguramente serán de uso 

clínico rutinano en los sigUIentes años. Si bien, los eventos mOleculares y los 

requerimientos para la integración del transgén aún se desconocen, su expresión sostenida 

es la princlpal yentaja de los vectores adeno-asociados que los hace atractivos en el 

tratamiento de enfermedades crónicas. 

1.1.3. Relrovirus 

Los vectores retrovirales, a semejanza de los vectores adenovirales, producen la 

integración del transgén en el genoma de las células blanco, lo que conduce a una expreSión 

transgénica más prolongada pero a mveles muy reducidos [Naldim el al. 19961. Esta 

ex.presión transgémca cesa dentro de los días o semanas posteriores a la transfeCClón Su 

corta duración, al parecer, se debe a la metllaclón del tra.'1sgén en la vecindad del promotor 

'y' a la lllsercÍón del transgén en SltlOS de cromatina condensada. donde es inaccesible a la 

maquinaria de trascripción [Kunyama el al) 1998]. El pro-virus retrovirai entra al núcleo 

sólo durante la mitosis. así que la transfección se restringe a células en proliferación. lo que 

ha sido la mayor desventaja de los vectores retrovirales [Jafee el al. 1993J. 

Los vectores retro virales son ineficientes para la transferencia gémca a muchos tipos 

celulares In vivo, debIdo a su rápida inactivación por la activación del sistema del 

complemento del slstema inmune humano [Marin el al, 1996]. Sobre la base de sus 

propiedades, la aplicaclón más adecuada de los vectores retrovirales se dlrige hacia los 

abordajes terapéutlcos ex vivo, puesto que las células cultivadas son más susceptible a la 
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transfección y expreSillr el producto del transgén en forma sostenida y a niveles elevados 

[Hausser el al., 2000]. 

Hasta la fecha. el vector retro viral con probada eficiencia para lograr una transducción 

estable en células diferenciadas. lllciuyendo neuronas del sistema nervioso centraL está 

basado en el virus del SIDA l"aldini el a/., 1996]. 

1. 2, VECTORES NO VIRALES 

Los vectores virales son eficIentes en transferir genes In VIVO. especialmente el \ eetor 

retrovlral onginado del virus del SIDA [Naldir.l et al, 1996], sm embargo, la preocupación 

concerniente a la seguridad en el uso de estos vectores en seres humanos convierte a los 

sistemas no Virales en una alternativa atractiva. El éxito de la terapia génica dependerá de 

vectores capaces de enviar genes de modo selectivo. efiCIente y con mímma tOXICIdad. 

Los vectores no virales tienen la particularidad de ser construidos de manera Simple y 

económIca, su utilización es sencilla y segura, y tienen menor probabilidad de indUCir 

respuesta inmune especifica [Kouraklis, 1999] En la actualidad, los esfuerzos de los 

IllvestIgadores se han enfocado en aproximar la eficiencia de los vectores no virales a la de 

los vectores virales [Wagner el al, 1992a: Wagner el al. 1992b; Chan y Jans. 1999, 

Midoux y Monsigny, 1999: Navarro-Quiroga y Martinez-Fong. 2000 (en prensa)]. 

e na variedad de sistemas no virales de transferencia génica está dispomble para ser 

utilizada en diferentes escenarios clímcos. Dentro de esas variedades se encuentran: 

inyección de DNA desnudo, quimeras R."'JA/D'NA, líPldos cat¡ónrcos (Iiposomas), ) 

moléculas conjugadas (pohplexes). 
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1.2.1 ])J.VA desnudo 

La transferencia de D:-.JA desnudo consiste en Inyectar el D1\A plasmídico 

(conteniendo el gen de interés), o bombardear nllcropartículas forradas de DNA 

plasmídlco, dentro del tejido que se desea modificar genéticamente Aún no se conoce con 

precIsión el mecamsmo de captura del DNA plasmídico administrado por myecclón, siendo 

probable que el rompimIento parcial de la membrana plasmática favorezca la entrada del 

D)J A al CItoplasma y que los sistemas de importación nuclear se encarguen de transportarlo 

al núcleo [Wolff el al, 1990]. Mientras que. con el bombardeo de mlcropartículas de D'iA 

plasmídico, se logra por azar introducir micropartículas en el núcleo. 

De las dos variedades de transferencia de DNA desnudo, el bombardeo de 

micro partículas utIlizando la pistola de genes ha dado mejores resultados, ya que se logra 

que el DNA plasmídico entre al núcleo directamente, evadiendo la vía endosomadisosoma, 

la cual representa la pnncipal fuente de degradación del DNA exógt:no [Yang eL uf. 1990]. 

Sin embargo, se ha reportado que la inyección intramuscular del D~A plasmldlco segUIda 

por electroporación, resulta en altos niveles de expresión génica [Rlzzuto et al 1999]. 

Con el fin de mejorar la expresión génica, se ha dado protección al DNA desnudo 

incluyéndolo en microesferas a base de biopolímeros naturales, como la gelatina y el 

quitosan [Roy et al., 1999]. Resultados obtenidos por la admInistración vía lI1tratraqueaL 

mtramuscular o intra-gástrica de estas rnicroesferas, han sugerido que esta variedad de 

DNA desnudo pudiera usarse como vacunas. 

El abordaje de D!,-;A desnudo se ha utilizado en el tratamiento de tumores de pÍel y en 

inmunizaciones (vacunas de DNA) [Tomaletti y PfeIfer, 1996]. En este últlmo caso, se 

transfiere el gen que codifica para el antígeno a células musculares o a células del SIstema 

inmuIle, como las células dendríticas [Shroff et al, 1999: Eadzamonis y O'1'\eilL 1999J, un 
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tipo de célula presentadora de antígeno a los linfocitos T (nomorada así por estar 

considerablemente ramificada). Ejemplos de este tipo celular, son las células de Langerhans 

(encontradas en la piel). y las células dendríticas foliculares (que se encuentran en el teJ ido 

Enfalde). 

1.2.2. Quimera Rl'íA/DNA 

La molécula quimérica de R.~A!DNA. es una construcción dIseñada para que se alinie -

en regIstro perfecto-, con un blanco del genoma especIfico. a excepcIón de un par de bases. 

las cuales, se parean lTIcorrectamente en la región de estiramIento pentamerico del D~A El 

nucleótido desigual es reconocido por el sistema enzimático de reparacIón de D)JA. que al 

tratar de repararlo, produce la alteración diseñada en la secuencia del D~A endógeno del 

gen blanco Esta estrategia novedosa se pretende aplicar en la corrección de enfermedades 

genéticas a lravés dr.: la reparación desigual del gen blanco [Cole-Strauss el ul., 1996]. 

Debido al tamaño relativamente pequeño del olIgonucleótldo R:\.A../DNA, los reqmsitos 

para su transferencla in VIVO por vectores son menos severos. Los oligonucleótidos pueden 

formar complejos con lípidos catlónicos o con polímeros a través de interacciones 

electrostáticas [Meidan el al., 2000], o puede encapsularse en liposomas neutros o 

aniónicos [\'Velz el al, 2000]. Una molécula ligando también puede ser Incluida para 

favorecer la especitlcidad de transferencia [Kozu el al. 1996]. 

Esta tecnología ha temdo éxito en corregir, in vltro, mutaciones cromosomales 

específicas de varios genes. Además, la transferencia mediada por Iipoplex del 

oligonucleótido R.."'\"AlDNA específico a ratas con síndrome de Crigler-J\aJjar, condujo a 

cambios genotípicos en aproximadamente 50% de los hepatocitos y a la consecuente 

reducción del nivel sérico de la bilirrubina [Kren et al, 1999J. Sobre :a base de estos 
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hallazgos, se ha. propuesl.O que la deleción o la adición de nucle6tidos en la secuencia del 

gen blanco, pudieran ser utilizadas en la corrección de malformaciones congénitas. 

1.2.3. Lípidos cfltiónicos (lipoplex) 

Los lípidos catiónicos (liposomas), son capaces de encapsular D~A y entrar a la célula 

por endocitosis. cualidades que ha permitido su utilización como vectores génico sintéticos 

conoCldos genéricamente como lipoplexes [\Vheeler el al, 1996; Lee el al. 1996: Felgner 

etal, 1997,Felgner, 1997J 

Para prevenir la degradación asociada a la vía endocítica. se han adicIOnado a los 

hpoplexes péptidos virales fusogémcos. que mducen el rompim1ento del endosoma antes de 

fusionarse con ellisosoma [\\lagner el al .. 1991; Saeki el al, 1997]. Para dirigir el transito 

citoplasmático del DNA exógeno al núcleo se han adtcionado. además, péptrdos con 

señales de direccionamiento nuclear [Narmki el al, 1998]. Finalmente. se han mcluido en 

el DNA transfendo por Eposomas elementos ¿el V1nlS de Epstein Barr (on? y EBNA-l), 

para prolongar la estancia del transgén en células en mitosis rr:.aneda el al, 1999]. No 

obstante las modificaciones implementadas en los vectores tiposomales, todavía no se han 

logrado resultados consistentes in ViVO. pues la eficiencia de transfección depende de la ruta 

de admmistración y de las características del tejIdo 

~umerosos grupos de mvestigaclón han realizado considerables esfuerzos en mejorar 

la especificidad de transferencia en los lIpoplexes. La adicIón de un ligando, cuyo receptor 

está en la superfic1e celular blanco. aunado a la incorporación de polímeros (como 

polilisina o protamma), para estabilizar al hpoplex, parecen mejorar la especificidad de 

transfección (Gao y Huang, 1996] 
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En modelos animales, los lipoplexes se han utilizado para el tratamiento de cáncer y 

fibrosÍs cística pulmonar [Gao el al., 1993, Caplen el al, 1995: Cao el al., 1998], sin 

embargo, la eficiencia de este tipo de vectores necesIta mejorarse para que tengan una 

aplicación rutinaria en la clínica. 

1,2.4. Moléculas conjugadas (poliplex) 

Otra clase de vectores sintéticos conocidos como poliplexes [Felgner el al. 19971. han 

sido desarrollados uniendo químIcamente un ltgando, el cual sufre llltemalización vía su 

receptor, con polímeros catiónicos como la polietilenimina (PEI) [Boussif el al, 1995J, 

espermidina o polilIsina [Demeneix, el al, \998: Zauner el al. 1998]. Los po\iplexes 

poseen cualidades que los hacen adecuados para utilizarse en la terapia génica. Estos 

sistemas, comparados con los lipoplexes, son más eficientes en condensar DI\~A y realizan 

transferencias específicas por lo que también son conocidos como slstemas de envío 

dingido de genes [Cnstiano, 1998]. 

La polietllenimina favorece la transferencia de genes en ausencia de componentes 

fusogénicos, debIdo a su probable propiedad de tabicar el endosoma in VlVO Sin embargo, 

este polímero manifiesta toxicidad celular la cual depende de la lsoforma y es directamente 

proporcional al peso molecular (rarmficada o lineal) [Fischer el al, 1999] 

La polilisina ha sido el polímero más utIlizado en la generación de vectores sintéticos 

por carecer de efectos tóxicos severos. Vectores de este tipo se han utilizado en 

transferencia génica a células en mitosis activa in vllro (Midoux et al, 1993: Martinez­

Fong el al, 1994], e In VIVO. utllizando vias endociticas lisosomales [Wu y Wu. 1988; Wu 

el al. \989]. 



Recientemente se h3. explot3.dc la prq:ied8.d de !a r:eurGtensina de tra.:.J.si~ar vías 

endocíticas no lisosomales para transferir genes a células de origen neural in vitro 

[\1artmez-Fong et al.. 1999; Martínez-Fong y "Navarro-Quiroga, 2000], e inclusive, a 

células diferencIadas In VIVO como son las neuronas dopaminergicas de la sustancia nigra 

[Alvarez-:'vlaya et al., 1999: 2001]. cuya degeneracIón causa la enfennedad de Parkinson 

[\I!adrazo el al. 1991: Drucker-Colin el al. 1999]. Este hallazgo, abre la posibilidad de 

utIlizar el vector de neurotensina en el tratamiento de enfennedades neurodegeneratl\'aS 

asocIadas a slstemas dopaminérgicos y constituye el punto de partlda para el desarrollo de 

otros vectores gémcos que transiten vías cndocíticas no lisosomales. En este sentido. el 

objetivo de la presente teSIS fue construir otro vector gémco, utilizando la propledad de 

endocitosis del factor de creCImIento nervlOso (1\GF), conocida por evadir el lisosoma 

[Johnson el al. 1978]. 

No obstante su corta eXIstenCIa. los pohplexes ya han demostrado capaCldad de 

transferir genes de interés terapéutico in vitro [Kollen el al.. 1999], e In VIVO [\Vu y \Vu, 

1991 ;Wu el al. 199\: Wi\son el al. \ 992]. 
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1.3. TRANSFERENCIA DE GiENES EN EL SISTEMA NERVIOSO 

Los avances en la transferencia de genes terapéutlcos han motivado su aplicación en el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerath"as y algunas patologías neurológicas. Los 

abordajes propuestos son tan diversos como las patologías que pretenden corregir, algunos 

ejemplos son: la sobre-expreslón de factores de crecimiento. de factores antioxidantes o de 

moléculas anti-apoptóticas [Bowers el al, 1997; Raymon el al, 1997]; la ellmlllación o 

di~mmución de la prollferación de células neoplásicas por sobreexpreslón de proteínas y 

factores antlangiogénicos [Carter el al, 1999]; por bloqueo de productos transcnpcionales 

estimulantes de la mItosis mediante R."'\¡Am antlsentido o por expresión de proteínas de 

reemplazo que compensen la pérdida de la función originada por mutaclón p-Iaque )' 

¡sacson. 1997], 

La terapia génica del S~C es compleja y reqUIere de la integración de diferentes áreas 

del conocimiento, como la virología, las neuroCIenCIas. la neurocirugía, la inmunología y la 

genética molecular. Los principales obstáculos a los que se enfrenta la transferencia de 

genes al S~C son: la heterogeneIdad y alto grado de diferenciación de los tipos celulares; la 

labilidad y la naturaleza irreemplazable de los circuitos neuronales ya establecidos; el 

acceso limitado; la restricción volumétrica, y la presencia de la barrera hematoencefáhca. 

Hasta el momento, los vectores que más se han utilizado en la transferencia génica al 

SNC. por aplicación local, son los vectores ·v!rales [Short et al. 1990J. los lipoplexes 

[Wolff, 1990; Jiao el al, 1993] Y [as manipulaciom:s ex VIVO, utilizando transplantes de 

células modificadas genéticamente [Bankiev,1cz. 1997: Ridet el al,. 1999], Con menor 

frecuencia, se ha utilizado la aplicación de D;-JA desnudo y poliplexes [Huckett el al, 

1990; Wagner el al, 1992b: Schwartz el al .. 1996: 'v!oelling. 1998; Alvarez-'v!aya el al, 

1999 (en prensa); \1artinez-Fong et al . .l999: Martinez-For.g y ~avarro-Quiroga. 2000l 
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l'\"inguna de ics abordajes anteriores ha cumplido con IOdos ios aojetivos propuestos 

para la transferencia ideal de genes. por lo tanto. aún permanece el reto de establecer (o 

encontrar), una nueva metodología que pennlta el envío de genes con capacidad terapéutica 

contra el desarrollo de enfennedades neurodegenerativas. El objetivo principal de esta tesis 

responde al reto. 
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1.4. El FACTOR DE CRECl~YHENTO ~~ERVIOSOS (~GF) 

La familia de las neurotrofinas representa un grupo de factores tróficos que ejercen 

efectos sobre el crecimiento, diferenciación y sobrevivencia de las células que consituyen el 

sistema nervioso central y periferico [Piontek el al., 1999: Janiga el al., 2000]. Dentro de 

estos se encuentra el factor de crecimiento nen/lOSO (NGF), el factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BD)iF). la neurotrofina-3 (1\T-3). las neurotrofinas-4 y 5 (homodimeros 

asociadas de fonna no-covaleme como una forma biológicamente activa y conocida como 

")JT-4), y la neurotrofina-6 (~T-6). Estos factores tróficos son producidos y liberados por 

las células blanco. sitio final de la inervación. y ejercen su efecto sobre diferentes grupos de 

neuronas embrionarias, cuya dependencia se restringe a lo largo del desarrollo [franke el 

al., 2000]. Gracias a sus efectos tróficos, las neurotrofinas han sido propuestas como 

agentes terapéuticos para el tratamiento de desordenes neurodegenerauvos ) de daño 

nervIOSO, ya sea en forma mdivIdual o en combinación con otros factores tróficos de otras 

familias como el factor neurotrofico Ciliar (C:-JTF), el factor de crecimiento parecIdo a la 

ll1sulina (ILGF), el factor de crecimIento fibroblástÍco (FGF) y el factor transformante beta 

(TGF~) [Janiga el al .. 2000]. 

1.4.1. Características del NGF 

El ~GF se aísla y purifica de la glándula submaxIlar de ratón como un complejO 

precursor pentamerico denominado7S, que esta constItuido de 2 subunidades a de ~26,OOO 

Da c/u; una subunidad diménca p de ~ 13.259 Da c/u, y dos subumdades y de ~26.000 Da 

c/u [Thoenen y Barde, 1980] (Fig. 1). Este precursor presenta, por si mlsmo, propiedades 

cicatrizantes además de los efectos neurotróficos y neurotrópicos [Li et al" 1980; Levi-
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Montalcini, 1987]. También las sub unidades a y y úenen alguna actIvIdad fisioiógica; la 

subunidad 'Y tiene una actividad como esteropeptidasa arginina-específica y bloquea la 

inhibición por contacto de los fibroblastos de la pared embrionaria. mientras que la 

subunidad a parece no tener alguna acti\'ldad anzlmatica detectable. SIn embargo. 

funcionalmente. parece tener la propiedad de proteger al ~-NGF de la degradación 

enZlmatica J de regular la actividad tanto de p y y [Varon y Raibom, 1972] 

La subunidad dimerica p, es la responsable de los efectos neurotróficos una \ ez que se 

han disociado las subunidades a y ~¡ [Greene et al., 1971], quedando compuesto por dos 

cadenas monómericas (la forma fisiológicamente activa), de 118 a a. cada una. con un peso 

molecular de 26,500 Da. similar a la proinsulina .. Su análIsis muestra la presencia de seIS 

resIduos de cisteina, gracias a los cuales se forman tres puentes disulfuro intracadenarios 

permitiendo conformar la estructura terClaria de la molécula. La perdida de cualquiera de 

estos puentes, resulta en la perdida de la actividad tanto de la molécula dlmenea como en el 

monómero [Thoenen y Barde, 1980J(Fig. 2). 

Si bien el NGF es esencial para el desarrollo y el mantenimIento de neuronas 

sImpáticas y de un sub grupo de neuronas sensoriales maduras y en desarrollo. también se 

ha ubIcado en el SNC en donde parece ser esencial para las neuronas colinérglcas basales 

del cerebro anterior [Hallbó6k et al., 1988], atnbuyendosele otras funciones no neuronales 

que son ejercidas en el sistema endocnno e inmune [Levi-Montalcini. 1987, Zapf. 1994]. 

Para una gran diversidad de neuronas sensibles al )JGF, la principal fuente de este 

factor es su propio campo de inervación Por ejemplo. las neuronas sensoriales simpáticas 

tienen dos áreas blanco de inervación, la primera corresponde al órgano tenninal penfénco. 

mientras que la segunda. está locallZada dentro del SNC. existiendo entonces una 
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¿ependencia critica de los órganos blanco para su sobrevivenc;a curanie el desarrollo y para 

establecer la inervación. 

Esta interacción entre el cuerpo celular neuronal y su campo de mervación es de 

pa.rticular Importancia durante el desarrollo temprano. cuando las neuronas están todavía en 

diferenciación y crecimiento activo. Durante esta etapa. las neuronas son capaces de 

realizar ajustes compensatorios de acuerdo con el volumen de sus blancos por cambios que 

corresponden al numero y tamaño celular [Harper y Davles. 1990: Davies et al. 1991 J 

Con la edad, la dependencIa del blanco de inervación disminuye gradualmente 

alcanzando una completa mdependencia después de que la inervación se ha estabilizado en 

el estadio tardío del desarrollo, no obstante. algunas neuronas aún requieren del blanco 

penfénco para mantener su función y, a menudo, para su sobrevivencia [Davies et al. 

\99\]. 

Los estudios más recientes sobre el NGF se han enfocado en el papel que Juega en la 

patología. En ratones carentes de )JGF o de su receptor, se han observado severos defectos 

sensoriales como la pérdida de actividad noclceptiva y termoceptiva l Crowley et al . 1994: 

Barbacid. 1994]. También se ha descubierto que el ~GF es esencial para el desarrollo y 

mantenimiento de neuronas sensoriales de diámetro pequeño y fibras nerviosas 

autonómicas que expresan el receptor tirosina kmasa A (TrkA). el cual a ",u vez. es 

dlsfunclOnal en la polineuropatía diabética senSOrIo-motora [Thomas. 1993]. En modelos de 

diabetes experimental, se ha observado una disffimución de los mveles de ~GF los cuales 

correlacionan con hipoalgesia, por lo que se requieren estímulos noclceptivos más intensos 

para inducir el dolor [Hellv.eg el al., \99\, Lewin y MendelL 1993]. En consecuencia. se 

ha demostrado que la aplicación de NGF exógeno previene o invierte algunos trastornos 

típicos de la diabetes expe:-n:le:1tal y de la poEneuropatía del paciente diabético [Apfel el 
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al., 1994; .A .. nand el al., 199ó], mientras que contrarifu-nente, el exceso de l'iGF produce 

h1peralgesia o disminución del umbral doloroso [Le\vm y Mendell, 1993] 

La intención de esta tesis es. entonces, explotar por primera vez al i\TGF como 

molécula directriz de poliplexes. constituyendo una nueva funCIón del NGF. 

Subun1dad 
/\, 

c:KJ ¡:;:::;z¡ 

EDun,m-#=j 
G::J c:;:\1] 

'-../ 
Suburudad 

7S de PM'130,OOO. 

Fig. 1. Precursor pentamerico 7S, del NGF. La formacIón del f3-NGF la cual exhIbe 

toda la actIvidad biológica se presenta cuando se separan las subunidades pareadas a y 



N So< 

1\ 50 
H H 

Fig. 2. Componente monómerico de la subunidad j3 activa del ~GF representada como 

una cadena de 118 a a. Tres puentes covalentes unen los grupos sulfhidrilo de las 

clsteinas. Como en otras proteínas., la secuencia da ongen a una estructura 

tridimensional especifica que se origma como consecuencia de una sene de 

interaCc10nes déblles de los aminoácidos 
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1.5. RECEPTORES A ~GF 

El "NGF afecta a varios niveles la función celular, desde la membrana plasmática. hasta 

la regulación de la trascripción génica y la apoptosis [James el al .. 2000: Eggert et aL 

2000: Rosini et al.. 2000J. Algunos cambios. en la fiSIOlogía o morfología celular. son 

aparentes segundos después del tratamIento con el NGF. mientras que otros. se manifiestan 

yanas días después de su exposIción (Bush et al .. 1991; Auffray el al. 1996J. "Esta 

diferencia en las latencias del efecto del ~GF. se debe a que la unión a sus receptores 

conduce a la activación de varias rutas de señalización Intracelular. mcluyendo la 

endocitoslS del complejo NGF-receptor 

1.5. l. Receptores a las neurotrofinas 

La sensibilidad de las neuronas para las neurotrofinas es gobernada por la expres~ón de 

dos clases de receptores de superficie celular [Sutter el al., 1979J. El receptor p75 Q LA:--iR. 

es de baja afinidad (Kd = - 10 -9 \1) Y es el receptor común a todos los mIembros de esta 

familia, mientras que los receptores tirosina kinasa (Trk). son de alta afinidad (Kd = ~1 0. 10 

:VI) Y son especifico s para cada neurotrofina [Barbacid. 1994, Chao y Hempstead. 1995]. 

Asl, los receptores T rk son proteínas monomericas de aproximadamente 140 kDa y se 

pueden reconocer tres dominios en su estructura que mcluyen. a) un dommio extracelular, 

donde se localizan: el sitio de unión, una reglón parecida a irununoglobuhnas C-2 (IC-2) y 

regiones neas en residuos de leucma y clsteina; b) uno transmembranal. y e) uno 

citoplasmático. donde se encuentra el sitio catalítico tIpO 1Íroswa kmasa (Fig. 3). 

Para las neurotrofinas. se han descrito tres tipos de receptores Trk (TrkA. TrkB y 

TrkC), lOS cuales son específicos para los distmtos miembros de la familla. 
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r , 

DOMINIO 

E:X:RACELU!...AR 

Tfk 

DOMINIO INMUNOGLUEUL~NA-C2 
RESIDUOS DE LEUCINA y CISTEINA 

DOMINIO 

INTRACELULAR 

Fig. 3 Representación esquemática del receptor Trk La subfamIlIa se distingue por presentar un 

domimo extracelular con repeticiones ricas en residuos de leucma y clsteina )' dommios como 

mmunoglobulina-C2. El corto tallo citoplasmático, con el domimo tlrosina kinasa, se presenta en el 

dominio intracelular el cual al autofosfon!arse da micio a la cascada de señalizacIón para la 

dIferenCiaCión, supervivencia y desarrollo de las neuronas 
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Así, el 0JGF activa específicamente al receptor Trki\, inicialmente descrito como una 

glicoproteína producto del proto-oncogén humano gp140 [Kaplan et al., 1991; K1ein et al , 

199Ia], mientras que el BD'lF y "iT-4 comparten el receptor TrkB [Klein el al" 1991b; 

1992], Y la ?'-ir-3 activa específicamente el TrkC sin embargo, tambIén pueden u... ... úrse al 

TrkA y TrkB, pero con menor afmidad que la que exhibe para unirse al TrkC [Klein et al .. 

1991 b; Lamballe et aL 1991] En estudios recientes In vivo se ha demostrado que, cuando 

el receptor p75 está ausente. NT-3 tiene la habtlidad de SubstitUIr al ~GF y activar al 

receptor TrkA.(Fig. 4). 

Además de estos receptores "clásicos", existen isofonnas de [os receptores TrkB y 

TrkC, los cuales carecen de la región catalizadora tlrosina kinasa [Barbacid, 1995]. Estos 

receptores tambIén se encuentran en vías neurales en desarrollo a lo largo del cuerpo) no 

se conoce con exactitud la función que media las formas no-catalíticas de esos receptores. 

Las cuatro neurotrofmas se unen al receptor de baja afinidad p7S, primer receplor 

neurotrotlco identificado, que pertenece a la familia de receptores para el factor de necrosis 

tumoral (r\F) y a la superfamilia Fas/ APO/CD95 [Johnson el al, 1986, Smith el al .. 

19941, y difiere del receptor Trk por no tener ningún dominIO citoplasmático del tipo 

tírosina kinasa [Chao y Hempstead, 1994; Greene y Kaplan, 1995; Segal y Greenberg, 

1996]. Característicamente, este receptor contiene cuatro repetIciones neas en cisteina 

cargadas negativamente y un domimo citoplasmático úmco, el cual es altamente 

conservado entre las especIes (Fig. 5). 
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DE BAJA 
AFINIDAD 

TRK-B 

Fig 4. InteraCCIOnes I\TeurotrofinalReceptor El ~GF se une al receptor de alta afinidad TrkA, el 

BDNF Y NT-4 (neurotrofinas más relaclonadas desde el punto de vlsta 1lloger.ético) se unen al 

TrkB, la :-'¡T~3 se une únicamente TrkC, pero en condiciones específicas puede unirse al receptor 

TrkA Todas estas neurotrofinas se unen con el receptor p75 con similar afinidad, pero con dIferente 

cinética. 
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E~ la. actualidad, el papel de este receptor es aún poiémico, pues se ha desérito que 

puede estar relacionado tanto en la promoción como en la desregulación de la respuesta 

neurotrófica. Se ha demostrado que contribuye con el receptor Trk para confonnar un sitio 

de alta afinidad (con una Kd = - IO~I2:0) para su respectiva neurotrofina [Mahadeo el al., 

1994], indicatlvo de que existen interacciones físicas y funcionales entre ambos receptores 

[Chao y Hempstead, 1995: Bibel el al. 1999], además se postulan como una molécula 

reclutadora con la capacidad de arrestar a la neurotrofina. confinándola cerca de la 

superficie celular para su posterior unión a los receptores de alta afinidad [Graham, 20001. 

y como molécula modIficadora, la cual puede incrementar la especificidad neurotrófica del 

Trk [Chao y Hempstead. 1995]. 

Aunque carece del domimo catalítlco intrace1ular tipo tIrosina kinasa, el receptor p75 

lTIcrementa los niveles de ceramida intracelulares y promueve las actividades del factor de 

trascripción NFK~ y de c-Jun N-terminal kinasa (JNK) [Carter el al., 1996; Casaccia­

Bonnefil el al., 1996]. 

Recíprocamente, al parecer puede whibirse la señalizacIón mediada por p75 por la 

activación de TrkA. aunque el mecanismo de esta ll1hiblción es aún inCIerto [Kaplan y 

Miller. 1997]. 
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p75 

REPETIcIONES 
EXTRJ..CELULAP..ES 

CISTEINAS (-) 

...",""' ... ...¡¡.....,¡J""I'''"'_ MEMBRANA 
- CELULAR 

DOMINIO j CITOPLASMA Treo 

Fig. 5. Representac!ón esquemátIca del receptor p75 Se puede observar las .:l- repeticiones 

[leas en cisteina (-), en el dominio extracelular y un domi11lo citoplasmático único (dIferente 

al dominIo tlrocinas kinasa del receptor Trk), y el cual es altamente conservado. Este receptor 

se une. con la misma afinIdad, a todos los miembros de la fam¡]m de las neurotrofinas y su 

fanna de acción aún esta en discusión. 
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1.5.2. Viús de señalización 

Se ca descrito con claridad vmias vías de señalización que median el efecto de las 

neurotrofinas en la diferenciación celular. 

Para el caso de los receptores T rk, la unión del ligando induce ia dlmerización del 

receptor que conduce a la activacIón de la actividad catalítica del sitio tirosina kinasa y a su 

autofosforilación. Al menos tres proteínas adaptadoras Shc y sus isofonnas especificas N­

Shc, fosfolipasa C-yl (PLC-yl) y la fosfotiros'na fosfatasa SHP (Shc-conteniendo tirosma 

fosfatasa-l), se asocian directamente con el dominio tnoslna kmasa dei Trk actIvado por 

~GF [Kaplan y Stephens, 1994: Segal y Greenberg, 1996]. El acople de estas proteínas con 

la tlrosina fosforilada del Trk. conduce a la activación rápIda de las vías de fosfatidil 

inosaol 3 kinasa (lP3-K). de Ras, de la serina/treonina cmasa B-raf y de la proteína cinasa 

activada por mÍlógeno (MAPK) [Jaiswal el al., 1994, Vossler ei al., 1997]. Estudios 

funcionales han demostrado que la vía Shc en annonía con PLC-y 1, están involucradas en 

la elongación y mantenimiento de las neuritas y en la supervivencia celuiar [Stephens et al.. 

1994] (Fig. 6). 

A diferencia de las otras neurotrofínas, las anomalías det receptor T rk..A. han sido bien 

relacionadas con ciertas enfermedades humanas. El gen que codifica para TrkA se describió 

originalmente corno un oncogén en el cáncer de colon y sus translocaciones son comunes 

en el carcinoma papilar tiroideo [Y!artin-Zanca et al., 1986, Bongarzone et al., 1989J 

Recientemente se estableció que una mutación en el gen de TrkA es la causa de la 

insensibilidad congénita para el dolor en el s'ndrome de anhidrosis [rndo el al., 1996], el 

cual se parece estrechamente al fenotipo de los ratones deficientes de TrkA. 
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Las vías de señalización activadas por p75, a diferencia de las vías del TrkA que 

median las acciones de supervivencia y desarrollo neurítico, juegan un papel crucial en la 

apoptosis por mecanismos que induyen: la regulaclón de la actividad de la 

esfingomielinasa, la producción de ceramida y la activación del Factor ~uclear K-B (NF-

KB) [Cassacia-Boneffil el al., 1996]. En muchos casos, la via del pí5 da imcia a la 

apoptosis. pero la respuesta especifica observada varía dependíendo del tipo de 

neurotrofina. receptor Trk presente y tipo celular [earter y Lev·nn, 1997; Dechant }' Barde. 

199í]. 
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Hg. 6. Vías de señalización para el ~GF en donde se observa la ruta de señalización para la 

dIferenciación, sobrevivencia y la apoptosis celular reguladas por ei receptor Trk y p7S, 

respectivamente. 
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De especial relevancia para esta tesis, es la propiedad del :\'GF de endocltarse a través 

de su receptor, proceso que dará ongen a los eventos de señalización inictados desde la 

membrana plasmática. hasta el núcleo celular para los posteriores resultados de desarrollo y 

sobrevi'vencia neuronal. 

la endocitosis del "NGF es un proceso rápido que se lleva a cabo a través de su receptor 

de alta afinidad (TrkA). e involucra la formación de vesículas endocíücas forradas de 

clatrina y cx-adaptina [Johnson el al., 1978; Grimes el al., 1996]. La rapidez de 

internalización de este receptor fue demostrada en ensayos reallzados en células PC 12, en 

donde se observaron pequeñas vesículas situadas muy cerca de la membrana plasmática, las 

cuales. contienen al receptor TrkA fosfonlado. el cual mantIene la activac10n continua de 

las proteínas de señaltzación (como el segundo mensajero PLC~yl), a lo largo del transporte 

[Grimes el al., 1996]. 

El NGF es endocitado en las terminales sinápticas, en donde el complejo ligando 

receptor es transportado retrógradamente a lo largo del axón hasta el cuerpo celular por el 

sistema de microtubulos que utilizan a la dineina como proteína motora [HeidemaIU1 el al.. 

1981; Schwab el al., 1982; Valle el al., 1988: Ehlers el al., 1995] (Fig. 7). Estudios 

morfológicos del transporte axonal retrógrado del :\JGF. acoplado covalentemente a la 

peroxidasa de rábano fuerte, revelaron la presencia de liso somas secundarios marcados con 

la peroxidasa en el cuerpo celular y en las dendritas de neuronas simpáticas del ganglío 

cervical superior. mientras que vesículas lisas de 100-150 nm de dlámetro y túbulos de 45-

60 nm de dIámetro del retículo endoplasmíco liso, marcados con la peroxidasa, se ubicaron 

en axones, cuerpo celular y dendntas de neuronas adrenérgicas de nervios simpáticos 
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[Schv;ab y Thoenen, 1977; Schwab, 1977]. Estos resuirados permitIeron establecer que las 

membranas de estos organelos, derivadas parcialmente de la membrana plasmática, 

probablemente engloban complejos 'iGF-TrkA activos a lo largo del transporte axonal 

[Ehlers el al., 1995. Schwab el al., 1982]. Esto implica que el NGF, manteniendo su 

capacidad de activar al TrkA., induce eventos de señalización aún después de que ha sido 

intemalizado, empacado en las vesículas y transportado a lo largo del axón [Grirnes et al _ 

1996; Gallo y Letoumeau, 1998; Huang el al .. 1999]. 

ena vez que el complejo :'-JGF-Trk.A. se encuentra en el cuerpo celular. la mformaclón 

relaclOnada con su localizacIón nuclear es contradictoria. EstudIos de autoradiografía por 

microscopia electrónica cuantitativa reaEzada en celdas PC12 (feocromocltoma), locabzan 

al NGF mtemallzado en compartimIentos membranales cltoplasmáticos, pero no aportan 

evidencias de alguna transferencia al núcleo [Schwab, 1977; Schv.ab y Thoenen. 1977: 

Claude et ul., 1979: Schwab et al., 1979J. Sin embargo, estudios de fraCCIOnamiento 

celular, como de autoradiografía e lrununoflourescencia con microscopia de luz, realizados 

también en células pe12, aportan evidencias de localización del NGF, tanto en la 

membrana nuclear como en la cromatina [MarchislO et al, 1980: Yankner ) Shooter, 

1979]. 

Estos estudios demuestran que el receptor TrkA es el responsable de la endocitosis del 

NGF, sin embargo para el caso del receptor p7S, la mformación disponible es 

contradictoria; por ejemplo, se ha documentado que este receptor mternaliza al NGF en 

células neuronales que lo expresan de forma natural, pero en células cuya expresión es de 

modo ectópico, no se ha observado mtema!ízación [Kahle y Hertel, 1992; CurtlS et al., 

1995]. 

l.os resultados de los experimentos realizados en neuronas sensoriaies muestra.'1 que el 



receptor p7S, está implicado esencialmente en el transporte axonal retrogrado (aunque 

también se ha advertIdo un transporte de forma antera grada como el observado en el nervio 

ciático). de algunos de los factores neurotroficos como el BDNF y la \JT-4. pero no en el 

transporte del XGF [Johnson el al. 1987. Curtís et al .. 1995] La aparente incapacidad de 

p75 para transportar el ~GF, también se ha descrito en neuronas simpátIcas aunque no se 

ha confirmado por completo [Kimpinski el al .. 1999]. 

Sm embargo. no solo en cétulas nerviosas se ha determinado la presencia de este 

receptor. En células de melanoma. las cuales expresan únicamente el receptor p75. se ha 

demostrado la intemalización del ~GF, su transporte al nucleo y su uman específica al 

receptor de ")J GF de la cromatma, un mecanismo que propone su utilidad para II1hibu el 

crecimiento melanocitlco [Rankowicz-Szulczynska, 1993, Rankowlcz-Szulczynska el al, 

1988; 1989]. Por ensayos de mmunoprecipltaclón, también se ha sugendo la presencia de 

un receptor para el NGF en el núcleo de células SKBr5 de carcinoma de se10, mformaclón 

que puede ser utilizada para diseñar un tratamiento contra este tipo de cancer [Rakov.icz-

Szulczynska, 1993]. 

Así. la intemalización del NGF por el receptor TrkA. o por el receptor p75. parece ser 

una propIedad estrictamente regulada por el entorno en donde se expresan [Hosang y 

Shooter, 1987; Kahle y Herter, 1992: Johanson el al., 1995; von-Bartheld el al., 1996]. 

T oda esta mformacÍón pennite establecer al receptor TrkA como el principal responsable 

de la intemalización del ~GF. deJando al receptor p75 como un activador del proceso de 

apoptosis a través de la actiVación de señales de transducción de cmasas cltoplasmáticas, ~a 

hidróhsis de esfingomielina y la transcripción de factor )JF -KB [Dobrowsky et al .. 1994. 

Wood, 1995; Canossa el al., 1996, Voltone el al . 1993; Carter el al .. 1996] 
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soma neuronal (Tomado y modificado de Synaptic Transmlsslón de R Zlmmerman, 1993 Oxford Un IV 

Press y Georg Th!eme Ver lag Sttutgard. "\iew York) 
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2. PLANTEAMiENTO DEL PROBLEMA 

El presente trabajo, responde a la búsqueda de solucionar la incapacidad de los 

vectores génicos. vía receptor, de transfectar células diferenciadas, las cuales. para fines de 

esta tesis, son consideradas como aquellas células incapaces de dividirse o ser inducidas a 

mitosis. 

El análisIs cuidadoso de la ruta que siguen los transgenes intemalizados vía receptor. 

ha re\elado que eXisten dos obstáculos responsables del fracaso de esos sistemas para 

transfectar células diferenciadas. El primero, es la degradación dei transgén en los 

lisosomas, destIno final de las moléculas que son endocHadas [WattIaux et al, 2000]. El 

segundo, es la ineficiencia de los Sistemas de Importación nuclear de D:\"A exógeno. la cual 

se debe a que este tipo de DNA carece de señales de direccionamiento nuclear [ColIas et 

al, 1997; Moroianu, 1999; Jans el al, 2000]. 

Para superar el primer obstáculo, se han utilizado estrategias que mejoren la eficiencia 

de la transferencIa gémca vía receptor. Por ejemplo. la realización de una hepatectomía 

para indUCir la regeneración del hígado, procedimiento que favorece la expresión de los 

transgenes en los hepatocitos remanentes por mecanismos aún no aclarados [Wu et al. 

1989; Wu el al, 1. 1991; Chowdhury el al .. 1993], el uso de adenovirus detectl\os en 

replicación para mducir el rompimiento de los endosomas que contienen el D:.JA 

plasmídico en tránsito (Wagner et al, 1992b; Cristiano el al, 1993; Curiel, 19931_ o el 

empleo de cloroquina, para neutralizar el pH acídico de los lisosomas [Martinez-Fong et 

al., 1994; Midoux y Monsigny. 1999]. Sin embargo, el uso de procedimientos que apoyan 

la transferencla génica mediada por receptor. tiene las siguientes desventajas en relación 

con su aplicaCión en la terapia génica o en la transferencia de genes de interés fisiológiCO. 
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En primer lugar, la mutilación de un órgano regenerable (como el hígado), para inducir 

mitosls en las células de la porción remanente, invalida las conclusiones sobre el papel que 

Juega un gen. objeto de estudio, en un mecamsmo fisiológIco. El caso todavía es más 

dramátIco cuando la mutilación del órgano acompaña la transferencia génica con fines 

terapéuticos; no se debe inducir un mal para curar otro En segundo lugar, la fusión de dos 

sistemas de transferencia génica. como el caso de los adenovirus con el vector que utlliza la 

endocitosis mediada por el receptor de galactosa hepático. resulta en adición de las 

desventajas de ambos Sistemas y en un procedimiento más complicado. En tercer lugar. el 

uso de fármacos para neutralizar el pH acídico de los lisosomas. al parecer. no ha dado 

resultados consistentes In VlVO. Además. estos fánnacos se pueden evItar si el DNA 

plasmídico, fuera rescatado oportunamente antes de que la acidez del endosoma sea crítica 

para inducir la precIpitación del pohplex. 

Recientemente se ha demostrado, In Vltro, que la umón covalente de secuencias de la 

señal de direcclOnanllento nuclear del al1tÍgeno T del virus SV40 a la poli~L-lisina, aumenta 

la eficiencia de transfección mediada por el receptor de transferrina [Chan y 1ans. 19991-

Aunque efectivo en células en mitosis, la adición de señales de direCCIOnamiento nuclear 

sólo funcionaría en células diferenciadas (que no se dividen), si se evade primero la 

degradación lisosomal. 

Por sus cualidades de endocitarse, el NGF parece ser la solución para transfectar 

células diferenciadas, si se utilizara como molécula directnz del vector génico. Las 

e\ idencias exper:mentales muestran que, en condiciones fisiológicas, el NGF es 

internalizado vía receptor por el cuerpo neuronal y por las terminales axónicas, en este 

último caso, es transportado retrógradamente desde la terminal sináptica al cuerpo celular 

[Heidemann el al 1981: Schwab et al., 1982; Ehlers et al., 1995. Grimes el al., 1996] ena 
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vez internalizado, el NGF es localizado en la vecindad del núcleo y se ha descrilO la 

posIbilidad de trasportarse al núcleo celular [Yankner y Shooter, 1979; Marchisio el al. 

1980]. La presencia de receptores TrkA en la membrana nuclear y en la cromatma apoya 

esta posibIlidad [Yankner y Shooter. 1979; Marchisio el al. 1980]. Sobre la base de estas 

evidencias se puede concluir que el transporte intracelular del ?\GF evade la ruta lisosomal 

y termina en el núcleo celular. 

En consecuencia. el :.lGF como molécula directriz del vector. tendría la capaCidad de 

conducir al transgén por la ruta no llsosomal hasta el núcleo. aumentando de esta manera 

las probabilidades de que el gen entrara en contacto con la maquinaria transcripcional y se 

expresara. Es fundamental asegurar que el transgén llegue al núcleo de la célula blanco para 

consegUlr niveles de expresión efectivos en la terapla gémca, por tanto. la primera 

aproxlmación sería construir el vector de ?\GF-Polilisma y probar su funcionalidad en 

cultivos celulares para, en una segunda aproximación. aplicarse en neuronas del sistema 

colinérgico central, uno de los escasos núcleos cerebrales con mayor concentracIón de 

receptores a NGF Por tal motivo se plantea la sigUlente hipótesis de trabajo. 
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3. HiPÓTESiS 

Puesto que el i'IGF es intemalizado por endocitosis mediada por receptor, entonces se 

propone que el KGF unido a la poli-L-lisina, constituirá un vector para el envío dirigido de 

genes a células que no se reproducen y que expresen los receptores a NGF. 

4. OBJETIVO GENERAL 

ContribUlr al desarrollo de vectores génicos capaces de transfenr genes a células 

dIferenciadas, como son las neuronas del S:--.rC, a través de rutas no lisosomales como la 

que translta el T\'GF, comprobando su aplIcaClón en lineas celulares que presenten y 

carescan de los receptores para esta neurotrofina. 

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. ConstruccIón del vector gémco uniendo el NGF a la poli-L-lisma a través del 

entrecruzador bifuncional SPDP. 

2 Demostrar que el vector de -::JGF es capaz de unir DNA plasmídico. 

3. Demostrar que el vector NGF es capaz de mtemalizar el DNA plasmídico en forma 

específica. en células que expresen el receptor para el NGF, como las células NI E-

115. 

4 Demostrar la expresión del gen reportero contenido en el piásrnido internaiizado vía 

el vector de 1\'GF en esta mIsma línea celular 
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5. MATERiAL Y MÉTODOS 

5.1. LÍNEAS CELULARES 

Se utilizan las líneas celulares ?\lE-115 de neuroblastoma murino y L-929 de origen 

fibroblástico. las cuales se cultivan en medlO Eagle Modificado por Dulbecco (D:\.1EM: 

GIBCO-BRL). suplementado con i 0% de suero fetal bOVIno (FBS), 1 % de L-glutamina y 

1 % de antibióticos y antimicótico cuya composicIón y concentracIOnes miciales son' 

penicilina. 10.000 ug/ml; estreptomicina. 25 flg/ml: anfotericina B. O 85% (en solución 

salina). Las líneas celulares se mantienen a 37"C. en una incubadora (:\JuAlre, Inc.) con 

atmósfera de 02/C02. 95%/5%. 

5.2. CONSTRUCCIÓN DEL VECTOR GÉ:-l¡CO DE :-lGF 

Para la construcción del vector de genes se utiliza el entrecruzador blfuncional iV­

Succinimidyl 6-[3'-(2-pmdildithlO)-propionamIdo] hexanoate (SPDP) [Carlsson el al. 

1978; Cumber el al., 1985; Jung el al., 1981], para unir la unidad ~ dell\GF (,,13,259 Da) 

a la poh-L-lisina (44,700 Da) siguiendo el método descrito por Martinez-Fong y :"Javarro 

QUlroga (2000). Brevemente, se añaden 30 ~l de una solucIón 156.7 m\1 de SPDP en 

dimetilsulfóxido (DMSO) a 1 mi de una solución 0.32 mM de poli-L-lisina en PBS bajo 

agItación constante. La mezcla de reaCCIón se incuba durante 30 min, a temperatura 

ambiente y con agitación. Los productos de la reacción se separaran por cromatografía de 

exclusión molecular utilizando una columna Econo Pac 10 DO, equilibrada con PBS. Las 

fracciones cromatográfícas que contenían el conjugado poli-L-lisina-SPDP se juntan y se 

concentran a un volumen de 1 mI en un microconcentrador al vacío (HETO). Enseguida el 

SPDP-poli-L-lisina se reduce a SH-SPDP-poli-L-lisina en presencia de 56 m\1 de 
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dltiotreitoi (DTT), durarlte 30 minutos, a temperatura ambiente y en agitaclón constante. El 

conjugado SH-SPDP-poh-L-lisina se purifica en una columna de Econo-Pac 10 DG. 

equllibrada con PBS y las fracciones que lo contienen se concentran a 1 ml en el 

microconcentrador HETO. 

En fonna paralela, se ~'íaden 30 fll de una solución 7.05 mM de SPDP en D\1S0 a 1 mI 

de ~GF (0.1 mg/ml de PBS) y la mezcla se incuba durante 30 min a temperatura ambiente 

con agitación constante. El conjugado NGF-SPDP se purifica en una columna Econo Pac 

IODO Y las fraccIOnes que lo contienen se concentran a un volumen de 1 ml utilizando el 

IDlcroconcentrador BETO. 

Para obtener el vector de genes se hace reaccionar la poli-L-lisina-SPDP-SH (volumen 

1 mI) con el "IGF-SPDP (volumen ~ lml) durante 24 horas, a temperatura ambiente y 

con agitación constante El conjugado resultante (el vector) se purifica por cromatografía de 

exclusión molecular en Biogel A-1.5m (1.5 X 45 cm, lecho de la resma) utllizando 

guanidina 2M en Hepes 0.01 M, pH 7.4, como fase móviL Las fracciones que contienen el 

conjugado :-JGF-SPDP-poli-L-lisina se juntan y se concentran a un volumen de 1 mI en una 

cámara de Amicón (membrana 10 PM) con )J2 gaseoso. La solución que contIene el 

conjugado NGF-SPDP-poli-L-lisma se dializa varias veces con cambios de PBS, a 4°C, se 

esteriliza por filtración en una membrana de O 22 ¡..Lm y se almacena a -20 0
( hasta su uso 

(Figura 8). 
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5.3. FORVtACiÓN DEL POlLIPLEX ;.{GF 

El DNA plasmídico se une electrostáticamente al vector de NGF para fonnar un 

complejo conocido como poliplex siguiendo el procedimiento descrito preViamente 

(0.-1artinez-Fong y )Javarro Quiroga, 2000). En tumos separados. se mcuba 6 nM de D?\JA 

plasmídico con concertaclOnes crecientes del vector de ?\GF durante 30 min a temperatura 

amblente. fonnándose poliplexes a diferentes relaciones molares (l :0. 1'3. 1 :3.5. 1:4. 1.4.5 

1'5. 1.55. 1:6 y 1 :6.5: DNA:vector). Alícuotas de cada relación se somete a electroforesis 

en gel de agarosa al O 8% a 80 volts por 90 ffimutos (gel de retardo). El patrón 

electroforético del D:t\A se revela tiñendo el gel con bromuro de etIdio (O 5 ¡...tg'ml) y se 

fotografía con ayuda del sistema de análisis de imágenes Eagle Eye (Stratagene. La joya. 

CA). 

5.4. ENSAYO DE iNTE&"1AUZACIÓ'l 

Las células NIE-115 y L-929 se siembran a 60% de confluencia sobre cubreobjetos de 

\,idrio (l x lcm) recubiertos con gelatina al 2 % Y alojados en pozos de cajas multlpozos 

El DNA plasmídico del poliplex, formado a la relación molar óptima. se marca con 1 )llv1 

de yoduro de propidio lO minutos antes de ser añadido a las células previamente mcubadas 

en presencia de 1 ,uM de calcema AM durante 20 mino Después de 30 minutos de 

incubación, se retira la solución del poliplex, las células se lavan tres veces con PBS, Ji se 

fijan con parafonnaldehído al 4% en PBS. Los cubreobjetos se montan sobre portaobjetos 

utilIzando medio protector de la fluorescencia (Vectashleld. Vector Laboratones) para ser 

analizadas en el microscoplO confocal utilizando el objetlvo de inmersión en aceite 60X, a 

las condlclOnes de excitacióru'emisión (Ex/Em) fijadas en 488/522 nm (canal verde) y 
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568/585 -;:'.l.l.ll (ca.:lal rojo). üsua~mente se obtienen 10 a 20 secciones ópticas consecutivas de 

l~.um de intervalo en la serie z. Las imágenes resulta..'1tes se proyectan en un plano 

bidimensional y se sobreponen sobre la pantalla del monitor asignando el color verde para 

calceina, y el rojo para el yoduro de propidio. 

5.5. E:-ISA YO DE EXPRESIÓN 

Cuarenta y ocho horas previas a los ensayos de polifección, se siembran 50.000 a 

60.000 células sobre cubreobjetos de vldrio (1 cm') en cajas de 4 pozos. Sobre la base de la 

relación molar óptima calculada en el gel de retardo se preparan el pollplex de '\!GF con el 

plásmido pOreen Lantem-l en medIo sin suero y se adIciona a los cultIvos celulares 

adecuados. Después de 2 horas de incubación. se adiciona suero fetal bO\'lno para alcanzar 

una concentración del 10% el medio de polifección y se prosigue la incubacIón hasta 

completar 24 horas. A este tiempo se retira el medio de pohfección, se agrega medio fresco 

suplementado y se contmúa la incubación de las células por 58 a 62 horas adlclonales. Al 

término de la mcubación, las células se lavan con PBS y se fijan con paraformaldehído al 

4% en PBS Después de contrateñir las células con 2.5 ¡..t:\1 de yoduro de propidio. se 

montan en portaobjetos utilizando medlO protector de la fluorescencia (Vectashteld, Vector 

Laboratories) para ser analizadas en el microscopio confocal utilizando el objetivo de 

inmersión en aceIte 60X, a las condiciones de excitaCIón /emisión (Ex/Em) fijadas en 

488/522 nm (canal verde) y 568/585 nm (canal rojo). Csualmente se obtienen 10 a 20 

secciones ópticas consecutivas de l-¡..tm de intervalo en la serie z. Las Imágenes resultantes 

se proyectan en un plano bIdimensional y se sobreponen sobre la pantalla del monitor 

aSIgnando el color verde para la proteína verde fluorescente, y el rojo para el yoduro de 

propidio. 
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Conjugado Poli-L-!isina al SPIJP y su posterior reducción con DTT. 

Conjugado NGF-SPDP. 
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Formación del conjugado j\lGF-SPDP-Poli-L-Lisina. 

o O O O @ 
11 I1 1 [11 11 1 Poli-l-lisma-[-NH-C-O-(CH,J;-C-(CH,lz-m " NGF- Nl-¡.c-(CH,J;-C-(CH,l,-S-S N _ 

lm,h:-olU.1mn lm1volume:n t 
X24hrs¡+1 ........... * l. O)~ Piriilina 2 thiona 

N s E343'" 8.08 .:d03M"1 c:m.-1 

'1 B-io-ge-¡-A-'_-'-m-(-¡-S-'-4-S-c-m-le-c-Jw-"'-re-s"úta=) I 

O l) O O . .. [11 Ii 11 Jn 
Poli-L-lisma- {NH-C-(CH,J;-C-(CH,l,-5-5-(CH,l,-C-(CH,J;-c- NH} NGFl 

Vector NGF-poll-L-lisina 

Fig.8. Etapas para la síntesIs del vector NGF-Poli-L-lIsma. La solución con el vector se dializa 

varIas veces con cambios de PES a 4° e, se esteriliza por filtraCIón en membrana O 22 mm y se 

almacena hasta su uso posterIor Los asterISCOS representan los sitios de rompImiento para la 

lIberaCión de los grupos: N-Hldroxisuccinimida y pindina 2-tiona. 
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6. RESUL rADOS 

6.1. CONSTRUCCIÓN DEL VECTOR DE l'<GF 

6.1.1. Conjugación del SPDP a la poli-L-lisina y generación del radical -SR altamente 

reactivo 

El primer paso para la construcción del vector, consiste en acoplar al SPDP la poli-L­

lisina utihzando las propiedades de adhesión de este entrecruzador bifuncional. AsÍ- el 

conjugado (poli-L-lisina-SPDP) se obtuvo mediante la substltUClón del enlace éster del 

residuo N-hldroxisuccinimida (1\HS) del SPDP por el grupo amino primario de la poli-L­

lis111a. La separación cromatográfica en Econo-Pac DG 1 O reveló dos poblaclOnes 

moleculares. la primera a 215 nm con lpico de absorvancia, y la segunda, a 280 nm con 2 

picos de absorvancia (Fig 9). El primer pICO de absorbancia a 280 nm. corresponde a 

conjugados de alto peso molecular mayores al limIte de exclusión molecular (>6,000 Da). y 

se debe a la presencia del conjugado poh-L-hsina-SPDP, ya que la poh-L-lisina no absorbe 

a esa longitud de onda. mientras que el segundo plCO, corresponde al SPDP no conjugado y 

al grupo NHS liberado en la reacción. 

El segundo paso. consiste en la generación del radical sulfihidrilo (-SH) eliminando 

el grupo 2-piridil disulfuro del conjugado. Esta reacción se logró por redUCCIón del 

conjugado poli-L-lisina-SPDP con DTT. La punficaclón en Econo-Pac DG 10 reveló tres 

poblaciones moleculares; la primera población visible a 215 nm corresponde al conjugado 

poli-L-lisina-SPDP-SH (primer pico), mientras que la segunda y tercera población, visibles 

a 280 y 343 nm. muestran un pico que corresponde a la piridil-2-tiona y 01T liberados 

durante la reducción del conjugado poh-L-iisina-SPDP (Fig. í O). 



CONJT..JGADO SPDP-POLI-L-LISINA y GE~ERACIÓ~~ DEL RAIHCAL -SR. 
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fig 9 Cromatograma de purificacIón del conjugado poli-L-lisma-SPOP en columna Econo-Pac 

DG 1 O Fase móvil o:: PBS de cromatografía. 
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Pac DG 1 O. Fase mÓVIl o:: PBS de cromatografía. 
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6.1.2. Formació;z del conjugado NGF-SPDP 

El conjugado NGF-SPDP se obtuvo haciendo reaccionar al grupo éster del residuo 

NHS del SPDP con los grupos aminos primarios del NGF y se purificó en una columna 

Econo-Pac DG 10. El cromatograma muestra dos plCOS de absorbancia a 280 nl'11 que 

corresponden a 2 poblaciones de moléculas de diferente peso molecular (Fig. 11). El 

primer pico (fracciones 3 a 6) corresponde a los complejos formados por NGF y SPDP 

(':GF-SPDP). El segundo (fracciones 7 a 15) corresponde al SPDP que no reaccionó y a la 

grupo :"-JHS llberado en la reacción (Fig. 11). 
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6.1.3. Forrmación del conjugado fiGF-poii-L-lisina, el vector de JVGF 

Al mezclar el conjugado NGF-SPDP con el conjugado poli-L-lisina-SPDP-SH se 

establece una reacción espontánea entre el radical -SR de la poli~L-lisina y el grupo 2-

plridil di sulfuro del NGF-SPDP, formándose un nuevo enlace dlsulfuro (S-S) entre el 

NGF-SPDP y la poli-L-lisina-SPDP-SH. 

La purificación del conjugado i'iGF-SPLJP-poli-L-lisina en BlO Gel A 1 5m reveló 

claramente la separación de dos poblaciones moleculares (Fig. l2). El primer pico es 

polidisperso y corresponde a conjugados :0JGF-poli-L-lisma de diferente peso molecular. 

que de acuerdo a la curva de calibración (Fig. 13) contIene conjugados en un rango de 

2'000,000 a 100,000 Da. El segundo pICO, visible también a 343 nrn (fraccIones 71 a 100), 

corresponde a la piridina-2-tiona liberada en la reacción y es un indicador de que la 

reacción de conjugación se llevó a cabo. 
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CON.n:GADO NGF-POU-L-USINA, EL VECTOR DE NGF. 
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Fig. 12. Cromatograma de punficación del conjugado poli-L-lisina-i\GF-SPDP- en BIO-Gel A 1.5 
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CURVA DE CALKBRACIÓ~ DE RIOGEL A 1.5 m. 
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Fig. 13. Calibración de la columna de BioGel A1.5m con estándares de diferente peso molecular: 

Azul de Bromofenol (692 Da), Citocromo C de Caballo (12,400 Da), Ovoalbumina (45.000 Da), 

Albumina (66,000 Da) y Azul Dextran (2,000.000 Da), cuya lectura se reailzo a 280 nm y su 

patrón de eluclOn se muestra en la grafica A. La gráfica B muestra la relación sem!logarítmica entre 

el peso molecular y el cociente VeNa, donde Ve = volumen de los piCOS máximos y Yo = volumen 

muerto. 



6.2. CAPACIDAD DEL VECTOR NGF PARA UNIR DNA PLASMIDICO 

Para determinar la relación optima DNA: vector ~GF, se realizo un análisls 

etectroforético (gel de retardo) de la migración del plásmido pGreen Lantem-l después de 

su incubación con el vector de ~"'¡GF tSle se realizo preparando 9 tubos ependorf (0.500 ¡.ll) 

con el vector diluido en medio de cultivo sin suero, con las siguientes concentraciones 

molares creCientes: 0.351. 0.409, O. 468. 0.526, 0.585. 0.643, 0.702 Y 0.760 nM, las cuales 

corresponden a las relaciones 1.3. 1'3.5, 1:4, 1:4.5, 1:5. 1:5.5, 1:6 y I 65 (D0:A.vector), 

respectIvamente. 

Por otra parte. se prepararón 10 tubos de 500 fll , a los cuales se les dispenso 4 ,u[ de 

D1\A (2.35 nM). A cada tubo se le añadia 2 ).11 de cada SolUCIón del vector y se mezclarón 

en los tubos contemendo el DNA por agitación (30 minutos). Al termino, se añade 1 5 ,ut de 

buffer de carga, se mezclan y concentran en una microcentrifuga (3000 rpm). y se tramfiera 

el volumen total de cada tubo a sus respectivos pozos en un gel de agarosa (O 8 %). 

El gel de retardo de la mIgración del plásmldo pOreen Lantern-l después de su 

incubación el vector de NGF, reveló un retardo en su migración dependiente de la 

concentración del vector. sugiriendo la fonnaclón de complejos DNA plasmídlco/vector 

(poliplexes) de diferente tamaño molecular (Fig.14) Además, el análisls electroforético 

reveló que cuando se sobrepasa la relación molar 1 :6.5 hay ausenCIa de DNA en el pozo del 

gel indicando la precipitación del poliplex. El gel de retardo establece que hay un rango de 

relaCión molar entre el DNA plasmidico y el vector donde se forman poliplexes solubles y 

probablemente funcionales (relación molar óptIma), relaciones por abajo o por encima del 

rango óptimo ocasionan la ausencia de formación de pohplexes y poliplexes insolubles. 
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respectvamente, y por le tan:::o hlefectivos. En conszcuenci~ los ensayos üe in.te:malizz.ci6n 

y de expresión se ef~tuaror.. con relaciones DNA.!vector entre 1 :4.5 y 1 :5. 

lFig. li4G Gd de reta.-do. Se obsen.ta la mÍgración electroforética del DNA pasmíciico (-pGfI~en 

L.antem-n, por la. unión e~ectrustál::ica del vector NGF. Los números sobre los caniles 

corresponden a las concentrac~ones (¡.tM) de! vector de NGF, que fueron incubadas con una. 

concentración constante (6 nM) del plásl.l1ido pGreen Lati~rn l. 
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6.3. I~TER.'IALIZAC1ÓN DEL POLIPLEX DE ~GF 

Los ensayos de mternalización se realizaron con el poliplex de ?\GF marcado con 

yoduro de propidio en células contrateñidas con calceina, y eVidenciando la doble marca 

fluorescente por microscopía confocal. Las células L-929 contrateñldas con calceina (Fig. 

15, A) mostraron ausencia de coioraclón roja en su intenor (Fig. 15, B) suglnendo ausenCIa 

de intemalización del poliplex de 'lGF (Fig 14, C). Por el contrario, las células NIE-115 

contrateñidas con calceina (Fig. 1 S. D) mostraron la presencia de marcas fluorescentes rojas 

(fig. 15. E) en el núcleo celular (FIg. 15, F) sugiriendo la mtemallzación nuclear del 

poliplex de 'lGF. 
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Cél"las lL929 

Células NIE-1l5 

Fig. 15. lnternalización del poliplex de NGF en líneas celulares. Los paneles A y D son 

microfotografías confocales de las células contrateñidas con calceina (5 ~M) tomadas a 495/515 

nm, excitación/emísÍón. Los paneles B y E son microfotografías confocaies de! poJiplex marcado 

con yoduro de pmpidio (10 J.!M) tomadas a 493/620 nm, excitación/emisión en el mismo campo en 

el que fueron tomadas las microfotografías en el canal verde. Los pmneles e y F son la 

sobreposición de las i:-nágenes tomadas en los canales vede y rojo del microscopio confocal 

correspondientes a cada línea celular. Los panles D-F son cortes ópticos horizontales de 1 J..I.m a 

nivel del núcleo celular. 
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6.4. EXPRESiÓN DEL POLIPLEX DE ~FG 

En congruencia con los resultados de intemalización. no se observó expresión de la 

proteína verde fluorescente (Flg. 16.A) en las células L-929 contrateñidas con yoduro de 

propidio (Figs. 16. B Y C) cuando se utIlizó el 'eetor de NGF para transferir el plásmido 

pOreen Lanteml 

Por d centrano. la expresión de la proteína '\erde fluorescente (Fig. 17. A) se obser;ó 

en las células ~~lE-l15 contrateñidas con yoduro de propidio (FIgs 17, B Y C). pomendo 

de mamfiesto la capacidad del vector de :--JGF para transferir el plásmido pGreen Lantem 1 a 

esta línea celular. La eficienCia de transfecclón fue del 7.5 = 1 5%. considerando la 

diciencia de transfección como la proporcIón de la poblaClón celular que expresa 

fuertemente el producto del gen transferido (Fig lí, e y F). 
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Células 1,929 

Fig. 16. Falia del vector de NGF en la transferencia del del plásmido pGreen Lanternl a células L~ 

929. Los paneles A, B Y e son imágene:s panorámicas, mientras que los paneles D, E Y F, son 

acerca.'nientcs que muestran células que no expresa."1Ia. protefna verde fluorescente (GFP). El panel 

A Y D muestra la fluorescencia de GFF observada a 488/522 fim, Ex/Em. El panel B y E muestra la 

fluorescencia de las células contrateñidas con yoduro de ¡Y.'opidio observada a 568/585 nro, ExlEm. 

Los paneles e y F es la sobreposición de las imágenes A y B. Todas las imágenes son proyecciones 

de las secciones horizontales en la serie-.z. 
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CoMo. NIE-115 

Fig. 17. Expresión de la proteína verde fluorescente en células N1E-115 debida a la transferencta 

del plásmido pGreen Lanternl vía el vector de NGF. Los paneles A, B Y e son imágenes 

panorámicas, míentras que los paneles D, E Y F son acercamientos que muestran una célula 

expresando la proteúna verde fluorescente (GFP), Los paneles A y D muestran la fluorescencia de 

GFP observada a 488/522 nm, ExlEm. Los paneles B y E muestran la fluorescencia de las células 

contrateñidas con yoduro de propidio observada a 568/585 nm, Ex/En1. Los paneles e y F son la 

sobreposición de las dos imágenes del lado izquierdo respectivamente. Todas las Imágenes son 

proyecciones de las secciones horizontales en la serie-z. 
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7. DISCUSiÓN 

Para hacer factible la transferencia de genes hacia dIferentes regiones del cerebro, es 

necesario considerar los siguientes aspectos: a) El disponer de vectores capaces de conducir 

genes a poblaciones celulares específicas y dlrigirlos hasta el núcleo celular. b) Una vía de 

administración inocua. como la \,ía sanguínea o intratecal, para la admimstración de los 

yectores génicos e) La obtención de D0:A versátiles que contengan los genes aproplados, 

bajo el control de promotores y amplificadores específicos de tejido J baJO la regulación de 

elementos promotores inducibles. d) Lrra elevada eficlencia de transdUCClón y una 

prolongada expresión de los transgenes, en células que no están en diVisión [i'vfaldment et 

al. 1996; Bllang-Bleuel el al.1997] e) La disposición de mveles apropiados del producto 

transgénico para el control terapéutico [Manome el al, 1998: Ye er al, 1999]. t) La 

ausencia de mtegración del transgén en el genoma huésped para evitar tanto [as deleciones 

o mutaciones y la actlvación de protoncogenes, y g) La carenCIa de citotoxiCldad y de 

inmunogenicidad de parte del vector [Chirrnule el al. 1999]. 

Tomando en consideración lo anterior y como alternativa a los vectores virales, en ¡os 

últimos años se han estado desarrollando de manera exhaustiva vectores sintéticos tratando 

de proporcionar altos niveles de expresión del transgen in VIVO sin los riesgos de los 

vectores virales [De Smedt el al, 2000] De los vectores smtéticos, los complejos 

moleculares formados por DNA plasmídico, unido a conjugados de poli-L-lisma 

(poliplexes), capaces de ser endoCltados vía receptor específico celular, presentan varias 

ventajas que los hacen atractivos para ser utilizados en humanos, por ejemplo; pueden 

incorporar un DNA de mayor tamaño. proporcionan transferencia específica y son seguros. 

ya que no hay riesgo de inflamaclón y posiblemente sean menos inmunogénicos [vVagner et 
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al. i992a; \Vagner et al, 1992b; Ferkol et al, 1993; Ferkoi el al, 1996; Hasnlda el al., 

1998: Kouraklis. 1999]. Sin embargo, los sistemas de transferencia génica mediada por 

receptor sólo son efectivos en células que están en división celular o son susceptibles de ser 

induCldas a mitosis [Wilke et al., 1996]. Debido a esta limitación crucial, los slstemas de 

transferencia génica mediada por receptor sólo se han utIlizado ampliamente in vrtro e in 

vivo para transfeclar el hígado [Wu el al., 1987; Wu y Wu 1991. Plank el al, 1992: 

Hashida el al, 1998; Midoux el al" 1999], En este último caso se reqUlere la inducCIón de 

la regeneracIón hepática por hepatectomía de más del 50%, 10 mlllutos postenor a la 

InyeccIón del poliplex, para que el transgén se exprese en los hepatocltos remanentes [\x/u 

el al.. 1989: Wu el al, 1991: Chowdhury el d, 1993] 

El fracaso de los sistemas de transferencia génica mediada por receptor. se debe a que 

se han utilizado rutas endocíticas lisosomales para introducir el poliplex, como es el caso de 

la endocitosis acoplada al receptor de galactosa hepático [Plank et al. 1992; Hashida et al . 

1998]. Recientemente se reporté que, utilizando la ruta endocítica no lisosomal de la 

neurotensina, se pudo transfenr genes reporteros a neuronas dopaminérgicas ln vivo 

[Alvarez-Maya el al., 2001] En consecuencia, el presente trabajo responde a la necesidad 

de explorar rutas endocíticas no lisosomales, para transferir genes a céblas diferenciadas, 

esto es, células que han perdido su capacidad mitótica en aras de la especialización. como 

es el caso de las neuronas [Trubetskoy el al, 1992; Gao y Huang, 1996: Klm el al, 1997] 

El NGF es una neurotrofina que actúa sobre grupos neuronales muy sclcctlvos 

localizados tanto en el sistema nerYÍoso central como en el periférico [Le\li-yfontalcini, 

1987; Levi-Montalcim el al, 1990J. SU acción neurotrófica la reallza a través de cascadas 

de señalización acopladas a [os receptores Trk.A. y p75 [Jaiswal el al, 1994; Cassacia­

Boneffil et al. : 996: Meakm y Shooter, 1992; Kaplan y Stephecs, 1994. Segal y 
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Greenberg, 1996 Vossler ef al) 1997]. L:"n crecieme número de evidencias experimentales 

apoyan fuertemente La idea de que el ::\GF pudiera tener tambIén una aCCIón fisiológica 

intracelular. gracias a que es capaz de intemalizarse vía receptor y evadir la degradación 

lisosoma! [Johnson el al, 1978: Johanson el al., 1995; Grimes el al, 1996: von-Bartheld el 

al 1996, Hosang y Shooter. 1987, Kah!e y Herter, 1992J. Aún más, se ha sugerido la 

presencia de receptores a 0iGF en la membrana nuclear. apoyando fuertemente la Idea de 

que. para que el N"GF fuera capaz de activar tales receptores. tuviera que llegar intacto hasta 

La membrana nuclear e\ adíendo. en consecuencia. el compartImIento lisosomaL pnncipal 

obstáculo a los sistemas de transferencia génica medIada por receptor [Sch\\'ab. 1977. 

Claude el al, 1979, Schwab el al, 1979; Marchisio el al. 1980: Schwab y Thoenen. 1977; 

Yankner y Shooter. 1979]. Basados en la característica úmca de endocitosls del1'\GF. en 

este trabajo se smtetlzó el vector de genes constituido por la unidad ~ del 1:\GF umda a 

través del SPDP a la poli-L-llsina, y se probó S:1 capacidad de transfectar, vía endOCltOslS. el 

matenal genético a las líneas celulares que poseen receptores a NGF 

Durante el proceso de síntesIs del vector de NGF. la presencIa de la piridma 2-tiona 

detectada a 343 nm en el cromatograma del último paso de purificación reveló la 

realización de la conjugaclón del NGF a la poli-L-lisma (Fig. 11), ya que la úmca fuente de 

la pndina 2-tiona era el SPDP conJugado al :--JGF. Los resultados obtenidos en los ensayos 

de retardo eleetroforétlCo, permitieron establecer que el vector de 1\GF-SPDP-poli-L-lisma 

fue capaz de acoplarse de modo electrostátIco al DNA plasmidico (pGreen Lantern-l). 

slendo esta asociación dependiente de la concentración del vector (Fig. 13) La presencIa de 

la pindina 2-tiona durante la sínteSIS del vector de :--JGF y la capacidad de unir 

electrostátIcamente DNA plasmídico. son indicadores de que el vector de 1\GF cumple 
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fielmente con los parfulletros establecidos para los vectores sintétIcos, milizando el 

emrecruzador bifuncional SPDP [Martínez-Fong y ?'Javarro-Qmroga, 2000]. 

La mternalización, vía receptor del vector de l\"GF, es respaldada por el hallazgo de 

que células carentes de receptores a ?\GF, como la línea celular L-929. son incapaces de 

capturar el vector y de expresar el gen reportero. Por ei contrario, las células :-J1E-115. 

donde se ha señalado la presencia del receptor de baja afinidad a NGF [Villegas. 1997. 

Villegas el al., 1998]. se ha observado la presencia del DNA plasmidico en el núcleo de la 

célula. sugiriendo la internalización del vector de :-JGF Esta sugerencJa recibe sólIdo apoyo 

por el hallazgo de que esta línea celular fue capaz de expresar el producto del gen reportero. 

la proteína verde fluorescente, cuando el plásmldo pGreen Lantern-1 fue transferido por el 

vector de ?\GF Sobre la base de estas evidencIas. es posible mencionar que las células 

i\lE-115 también tengan el receptor de alta afinidad para el )JGF Esta sugerencla puede 

ser comprobada cuando se dIsponga de anticuerpos comerciales para este tipo de receptor. 

Estos resultados de internalización y expresIón obtemdos en las células L-929 y 

NIE-115, por medio de la transferencia del plásmldo pGreen Lantern-l por el \"ector de 

NGF, concuerdan con aquellos obtenidos con la transferencia del plásmido pSV2cat 

medIada por el vector de NGF a las mismas líneas celulares [Vlllegas, 1997, Vi llegas et 

al, 1998]. El uso del pGreen Lantern-l tiene la ventaja de que. la expresión del transgen 

(esto es, la proteína verde fluorescente). pennite identIficar por microscopia. la población 

celular que se transfecto, facilitando el calculo de la proporción de la población que lo 

expresan. lo cual se consldera como eficiencia de transfecclón. Por otro lado. la expresión 

de la clorarnfenicol acetiltransferasa (CAT), permite el medir la actividad enzimatica. pero 

no permite conocer la eficiencia de transfecclón. 
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Además, la eficiencia de transfección del vector de NGF está e:t el rango de Id 

reportada para los vectores de transferencia génica mediada por receptor [Midoux et al., 

1993; Martinez-Fong el al, 1994; Kim el al., 1997; Zauner el al" 1998; Martinez-Fong et 

al., 1999J. la funcionalidad del vector 1\GF In vilro permlte sugenr que este vector puede 

ser utilizado para ensayar abordajes de ciertos tlpos de genes terapéutlcos prev 10 a la 

transferencIa In VIVO. 

Esta funcionalidad del vector de NGF in vitro. constituye la base para conslderar a 

este nuevo abordaje, como un avance significativo para el envío de genes terapéuticos a 

células especificas que expresen receptores a NGF. como lo pueden ser [as neuronas del 

sistema colinérgico central [Dreyfus. 1989; Knusel y Gao, 1996: Bigl y Schliebs, 1998:]. Es 

un hecho aceptado que las neuronas que constltuyen los diferentes núcleos del sistema 

colinérgico central (neuronas del septum medlal, banda diagonal de Broca, núcleo basal de 

Meynert), presentan ambos tipos de receptores a NGF, tanto en el cuerpo neuronaL como 

en las terminales axómcas [Levi-Montalcini el al., 1987; Korschmg, 1993]. Igualmente se 

conoce desde hace mucho tiempo que las neuronas del sistema colmérgIco central 

degeneran en la enfermedad de A1zheimer [Bartus el al, 1982; Toledano. 1988, Perry el 

al., 1992]. La neurodegeneración del sistema colinérgIco central es tan característica en la 

enfermedad de Alzheimer, que muchos mvestigadores la han conslderado como su 

principal etiología [Toledano, 1988; Bartus el al, 1982; Coyle el al, 1993], 

Independientemente de tales especulaciones. es un hecho aceptado que el sistema 

colinérgico central partICIpa en funciones superiores del S~C en el mdividuo sano, como lo 

son; la memoria, é.prendizaje, transmIsión del sabor, calor y dolor. la regulaclón del ciclo 

sueño I vigllIa y en el movimIento voluntario D-Jeill y Grossman, 1970; Bammer. 1982: 

Prado-Alcalá eí al, 1984: Bartus et al. 1985; ~ibiger, 1991J, y que su deterioro. si bie:1 
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pudiera no ser la causa de la enfermedad de Aizheimer, si explica gran parte de los 

síntomas de la demencia asociada a esta patología [Bartus el al., 1982: Toledano, 1988: 

Perry et al., 1992]. Una vez probada su efectividad e Inocuidad in vivo, el vector de NGF 

pudiera ser utilizado para sobre expresar genes que codifiquen para factores tróficos. 

incluyendo el mismo 1\GF. en las neuronas colinérgicas del sistema central basándose en la 

tendencia moderna para detener la neurodegeneración a través de factores tróficos [Hefti et 

al. 1989: ApfeL 1991, 1992: Meakin y Shooter, 1992. Sendtner el al, 1992: Koliatsos el 

al, 1993; Thoenen, 1993, Apfe1 el al, 1994; Chen el al. 1994: Diemel el al. 1994: Sango 

el al. 1994; Brodski el al. 2000; Ward y Hagg, 2000J. 

Aparte del sistema colinérgico central, también se ha descrito la presencIa de 

receptores a ?--JGF en las interneuronas collllérgicas del estriado y en las neuronas 

colinérgicas del núcleo pedunculopontino, las cuales inervan profusamente todos los 

ganglios basales [Knusel el al, 1988; Mesulam el al. 1989: Van der Zee y Hagg, 1998; 

Kokaia et al .. 1998: Van Vulpen el al, 1999]. Por lo taIltO, el vector de :.JGF representa un 

avance esperanzador en la búsqueda de métodos para transfonnar el fenot:po de cierto ti po 

de células, como las neuronas colinergicas estriatales. las cuales podrían ser modificadas 

para producir dopamina por la transferencia del cD},,'A de la tlrosma hidroxilasa (enzima 

limltante en la biosíntesis de la dopamina), y de este modo, poder ser utillzada en el 

tratamiento de la enfermedad de Parkinson. En este caso, el vector de NGF sería una 

alternativa atractiva al uso, por ejemplo, de la transferencIa del promotor de la tirosina 

hidroxilasa combinado al gen reportero lac Z de Eseheriehza eolio en un VIruS defectuoso de 

herpes simple tipo-l (HSV-l) amplicon (THlac) [Jin, 1996J; o bien, a los transplantes 

cerebrales de células modificadas ex VIVO para expresar L-Dopa y Dopamina, para el 
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tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la eafermedad de Parkinson [Kang, 

1993]. 

Para alcanzar estas metas se requiere que la investigación se oriente a mejorar la 

etlciencia de transfección y encontrar vías de admmistración inocuas. Además de estos 

aspectos es fundamental conseguir la regulación de la expresIón de los transgenes. ya que 

hasta el momento todos los sistemas de transferencia génica adolecen de esta capacidad 

[Ghersa el al, 1998; Kitamura, 1998; Harvey y Caskey, 19981, Para simular condiclOnes 

fisIOlógicas con cualquier método de transfecClón. es más importante obtener la regulación 

del transgén que lograr altos niveles de la expresión de los genes terapéutlcos. 

La inclusión de nuevos mecanismos a la construcción que permitan, por ejemplo, eVitar 

la degradación liso so mal. y dirigir el transgen al núcleo celular. podrían lllcrementar la 

.::ficiencia de transfección [:'Javarro-Quiroga y Martinez-Fong, en prensa], y el uso de 

promotores específicos de tejido y elementos reguladores. favorecerían la permanencia del 

transgén y su expresión en forma regulada. 

En resumen. consideramos que estos resultados in vitro, son avances prometedores en 

la búsqueda de nuevos vectores génicos que pudieran tener una aplicacIón en el futuro en el 

tratamiento de las enfennedades neurodegenerativas in vivo. Si esta meta se alcanza, será 

posible llegar a los territorios en donde el desarrollo, perfeccionamiento y apllcación de 

esta metodología penmtirá curar no solo a las enfermedades neurodegenerativas. SIllO a 

otras enfermedades que tenga como origen anonnalidades de carácter genético. 
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8. COt~CLUS¡ONES. 

1. Se logró el acoplamiento del NGF y la poii-L-lisina y su purificación por 

cromatografía de exclusión molecular. 

2. El conjugado 01GF-SPOP-poli-L-lisina fue capaz de unir electrostáticamente D\íA 

plasmídico. 

3. El NGF-SPDP-poli-L-lisina fue capaz de internalizar D'\A plasmídlco en las 

células N 1 E-liS, donde se ha evidenciado el receptor de baja afinidad para el "iGF 

4. El NGF-SPDP-poli-L-lisina tracasó en mtemalizar DNA plasmídico en las células 

L-929, conocidas por carecer de ambos receptores para el 0iGF 

5. Las células NI E-lIS expresaron el gen reportero transferido por el I\GF-SPDP­

po li -L-lisina. 

6. Las células L-929 fueron incapaces de expresar el gen reportero transferido por el 

"G F -S PO P -poli -L-lisina. 

Por lo tanto, estas conclusiones apoyan la funcionalidad in vlfro del conjugado NGF-SPDP­

poh-L-lisina por lo que se puede considerar como un vector génico La siguiente etapa es 

explorar su funcionalldad in VIVO. De resultar exitosa sería evidencia de que la utIlización 

de rutas endocíticas no lisosomales pueden ser utilizadas para la transferencia de matenal 

genético a células diferencIadas. 
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