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Resumen

Como respuesta a | a necesidad de crear materiales acarreadores de farmacos y material
genético, en este e studio s e d esarrollo un n uevo m aterial po limérico, c onstituido de
carboximetilcelulosa (CMC), polietilenglicol (PEG) y aminoacidos para formar complejos
estables con siRNA (RNA pequefio de interfrencia) y RNA ribosomal. Los copolimeros se
caracterizaron por espectroscopias de infrarrojo y resonancia magnética nuclear, asi como
por analisis térmico, dispersion de rayos X y microcopia electronica de barrido.

Losr esultados m ostraron que m ediante]l ar eaccionde E DC-NHS (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)—carbodiimida/N-hidroxisuccinimida), 1 os pol imeros de
carboximetilcelulosa s e funcionalizaron c on polietilenglicol y a minoacidos a través de
enlaces tipo éster y amida respectivamente, mostrando propiedades térmicas y morfoldgicas
diferentes como una funcién de la composicion quimica de los copolimeros.

La incorporacién de RNA ribosomal y siRNA esta determinada por el tipo de aminoacido
presente en el copol imero, s iendo 1 os ¢ opolimeros c on lisina los mads sus ceptibles a
adsorber material genético. Se obtuvieron copolimeros nanométricos esféricos entre 15-18
nm que mostraron respuesta a cambios de pH, esto como conse cuencia de la presencia de
grupos ionizables y una carga eléctrica en la superficie del complejo copolimero-material
genético, d eterminado por e 1t ipode a minodcidoy e 1 pesom olecular del a
carboximetilcelulosa. Los resultados obtenidos sugieren que los copolimeros son buenos

candidatos como acarreadores de siRNA.



Capitulo |

1.1 Introduccidén

En los ultimos afos se han desarrollado nanoparticulas como acarreadoras de farmacos y
material genético con el fin de liberar el farmaco o gen en células blanco, donde antes era
dificil de a cceder. Actualmente, la ci encia d e m ateriales ha he cho posible dirigir las
nanoparticulas a 6rga nos espe cificos, parael lo se pue de manipular la composicion

elemental, carga, tamafio y funciéon quimica de las nanoparticulas.

En particular se tiene interés en la elaboracién de acarreadores de material genético con
posible ap licacion en enfermedades ne urodegenerativas, ya que ac tualmente no hay
tratamientos ef icaces para com batirlas, ant e e sta p roblematica laterapia génica surge

debido a la necesidad de encontrar nuevos tratamientos terapeuticos efectivos.

La terapia génica se considera como una nue va forma de medicina molecular que tiene
como objetivo curar o controlar enfermedades a través de la liberacion de acidos nucleicos
al sitio de acci 6n. Es una poderosa he rramienta pa ra ¢ urar de ficiencias ge néticas o
enfermedades que actualmente no tienen cur a. E sto incluye una serie de enfermedades
neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, Esclerosis lateral amiotréfica, Parkinson,
Ataxias cerebelo espinosas), infecciones virales y cancer.

El s uministro de RNA terapéutico (siRNA, ribozimasy mRNA (micro-RNA)) o DNA
(plasmidos de DNA y oligonucledtidos) ha estado limitado por una serie de factores ya que
el RNA desnudo es degradado por nucleasas, activa el sistema inmunitario y la naturaleza
negativade | RNA (debidoa 1 os gr upos f osfatos de | RNA) no pe rmite atravesar
pasivamente la membrana celular, ya que esta debe ingresar a la célula y posteriormente
debe escapar del endosoma.

El material ge nético que ser equiere adm inistrar requiere encapsulacion, pr oteccion y
estabilidad en portadores nanométricos mediante el uso de vectores virales (por ejemplo:

adenovirus y el virus del herpes simple) o no virales (por ejemplo: polimeros y liposomas)



que permiten la administracion intracelular eficiente. Se ha tenido mayor interés en el uso
de vectores no virales debido a la baja inmunogenicidad con respecto al vector viral. Se
han utilizado di versos vectores no vi rales, como los polimeros cationicos (polilisina y
poliamidoamina), esto con la finalidad de estabilizar electrostaticamente el RNA o DNA
con carga n egativa, sin em bargo, el ex ceso d e com ponentes catidnicos en el polimero
causa reacciones adve rsas, como la agreg acion plaque taria y reacciones i nflamatorias.
También se ha propuesto el uso de dendrimeros, nanoparticulas de oro, puntos cudnticos y
liposomas, pero estos sistemas au n muestran desventajas como baja ¢ apacidad de
transfeccion a la célula blanco, algunos presentan toxicidad y falta de especificidad, etc. Es
por ello que es necesario mejorar estos materiales debido a las desventajas que presenta, asi
como el desarrollo de nuevos materiales para evadir barreras extracelulares e intracelulares
que 1 ogren el suministro de ge nes en células especificas. E s i mportante considerar | a
proteccion del material genético, la facilidad de fabricacion, capacidad de direccionamiento
a células es pecificas, sintesis e conomica, facil pur ificacion, estabilidad, i nternalizacion,
escape endosomal, liberacion eficiente, no toxico y no inmunogénico.

Dado su alto grado de flexibilidad quimica, los polimeros son materiales de uso comun para
la ent rega basada en nanoparticulas. Los pol isacaridos se uti lizan para ap licaciones
farmacéuticas y biomédicas de bido a su bi ocompatibilidad, y al no ser i nmunogénico.
Actualmente, existe un i nterés cr eciente en la apl icacion de es tos polimeros pa ra el
desarrollo de medicinas a escala nanométrica. En este sentido, la carboximetilcelulosa es
un derivado de la celulosa utilizada en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos
debidoa s ua Itabi ocompatibilidad, bi odegradabilidad y ba jai nmunogenicidad, y
quimicamente es f 4cil de funcionalizar debido a 1|a di sponibilidad d e di versos grupos
funcionales en las unidades glicosidicas (hidroxilos, dcidos carboxilicos).

Ademas, la funcionalizacion de estos polimeros con polietilenglicol proporciona proteccion
contra | a ad sorcion po r m onocitos hum anos, prolonga el tiempo de circulacion de 1as
nanoparticulas en el torrente sanguineo y evita la activacion del sistema inmunolégico.

Los acarreadores de tamafio nanométrico que transportan acido nucleico, generalmente
son internalizados a las células através de endocitosis, sin embargo, deben escapar del
endosoma hacia e | ci toplasma cel ular pa ra evi tar | a de gradacién del acido nucleico y

liberarlo.



Se ha n utilizado varias e strategias pa ra m ejorar el esc ape endos omal, por ejemplo la
incorporacion de grupos ionizables en los polimeros o lipidos para generar un efecto de
esponja de protones dentro de los endosoma que lo lleve a la ruptura de la membrana del
endosoma y la liberacion del material genético. Ademas, la incorporacion de estos grupos
ionizables, como los aminoacidos, ayudarian a estabilizar las cargas negativas del material
genético a través de interacciones electrostaticas.

En este estudio, los cop olimeros car boximetilcelulosa-polietilenglicol se prepararony s e
funcionalizaron con histidina y lisina a traves de la reaccion de EDC-NHS (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)  —carbodiimida/N-hidroxisuccinimida) parae valuarlos como
acarreadores de RNA ribosomal y siRNA.

Primero, los copolimeros se car garon con RNA ribosomal pa ra analizar 1a capacidad de
estos copolimeros como posibles candidatos para transportar material genético y estabilizar
la carga negativa del RNA ribosomal. Los copolimeros posteriormente se car garon con
siRNA para evaluar la capacidad del los copolimeros como acarreador de material génetico
hacia células HeLa y para determinar si los copolimeros protegen siRNA de la degradacion
por nucleasas.

El siRNA utilizado esta disefiado para inhibir la expresion de ataxina 7 (relacionado con
la enf ermedad de at axina cer ebelo espinos atipo 7 (SCA7), lacud lset ratad e una

enfermedad neurodegenerativa, caracterizada por la pérdida de control de los movimientos
voluntarios del ¢ uerpo, pé rdidade 1 avision  yp érdidade lac oordinacion motora
provocada por la degeneracion de las neuronas en la corteza cerebelosa y de alteraciones en
el tallo encefalico principalmente. Actualmente no existe un tratamiento farmacologico
curativo, sin embargo, se usan tratamientos de apoyo para disminuir las sintomatologias
(rehabilitacion motora, uso de farmacos para disminuir los agregados protéicos causantes
de la degeneracion, disminuir temblores, etc). Lamentablemente, los tratamientos no tienen
¢éxito lo que conduce a la muerte de pacientes o pérdida de la vista en el caso particular de
este tipo de ataxia ( SCA7). Sin e mbargo, | aterapia gé nica se haconvertidoenun

tratamiento alternativo pr ometedor para tratar e ste tipo d e e nfermedades ne urologicas

como el uso de herramientas moleculares como el siRNA.



1.2 Marco teérico

Las ataxias cerebelosas (SCAs) conforman un grupo de enfermedades neurodegenerativas,
que son una consecuencia de la degeneracion gradual del cerebelo y de alteraciones en el
tallo encefalico. Dentro de 1os transtornos ne urodegenerativos, las ataxias cerebelosas,
segiin la OMS, son las de mayor incidencia a nivel mundial junto con la enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, Alzheimer y la corea de Huntington.

A la fecha se han identificado 43 variedades de SCAs. La SCA7 es particularmente una de
las de mayor incidencia en México, con una prevalencia de 817/100000 habitantes, y que
se concentra regionalmente en cinco comunidades del estado de Veracruz, sobresaliendo
la comunidad Tlaltetela. La prevalencia a nivel mundial es tan solo de 1/ 100000 [1-2]
Desafortunadamente, hasta hoy no hay un tratamiento e ficaz para c ombatir t rastornos
neurodegenerativos, ya que los agentes terapéuticos utilizados pr esentan baja estabilidad,
baja compatibilidad, ademas de que estan limitados por la barrera hematoencefalica (BHE).
Especificamente en las SCAs, no se cuenta con una terapia eficaz y mucho menos una
terapia esp ecifica para cada variante de SCA. Los sintomas més comunes para las SCAs
son | os pr oblemas de ¢ oordinacion y e quilibrio, s in e mbargo, e nla actualidad solose
recomienda fisioterapia (para ayudar a 1a movilidad, mejorar el habla y para llevar a cabo
tareas de la vida diaria) o el uso de medicamentos para disminuir el temblor, rigidez, fatiga,
dolor, mareo, trastorno del suefio y e spasmos musculares. La terapia de quelacion ha sido
considerada como tratamiento potencial para retardar la progresion de las afecciones que
produce l a S CA. Esto pue de ira companado de 1 us o de farmacos para di sminuir | os
agregados p roteicos que se f orman a cons ecuencia de | pa decimiento [3-4]. Unodelos
medicamentos que se utilizan es el cl orhidrato de bus pirona el cual ha de mostrado una
regresion parcial del cuadro clinico [5].

Lamentablemente, muchas estrategias neuroterapéuticas no tienen éxito en el tratamiento lo
cual se traduce en la muerte de pacientes, dependiendo de la severidad de la mutacion.

No obstante, la terapia génica se ha convertido en un t ratamiento prometedor c omo el
uso de he rramientas m oleculares como el si RNA (RNA pequefio de interferencia) para
tratar diversas enfermedades como cancer y padecimientos neurodegenerativos [6-7]. Sin

embargo requiere de acarreadores que pueden entregar el material genético a su sitio de



acciony logre tener un efecto farmacoldgico efectivo. L os ve ctores vir ales  (ejemplo,
adenovirus, vi rus de h erpes s imple) y 1 os ve ctores no v irales (ejemplo, pol imeros y
liposomas) son dos cat egorias p rincipales de s istemas de adm inistracion para m aterial
genético [8].Se ha tenido mayor interés en el uso de vectores no virales debido a la baja
inmunogenicidad ademads de que la sintesis d e vectores no virales a escala 1 ndustrial
ofrece ventajas sobre los vectores virales. Dentro de los vectores no virales se han utilizado
péptidos, polimeros, lipidos, nanoparticulas de oro, etc [9-12].

ermedades

Actualmente, laadm inistracion de m aterial ge nético enf ocada a enf

neurodegenerativas es un  reto ambicioso debido a que 1 os acar readores de  material
genético necesitan formar un complejo estable con la carga negativa de este para protegerla
de | a de gradacion por enz imas dur ante la circulacion e n el t orrente sangui neo, las
nanoparticulas cargadas con material genético necesitan evadir la respuesta inmunologica,
requieren llegar al sitio de accion y atravesar la barrera hematoencefalica [13].

En laTabla 1 seresumen los casos mas r epresentativos de acar readores de m aterial

genético enfocados a enfermedades neurodegenerativas.

Tabla 1. Ejemplos de vectores virales y no virales para la liberacion de material genético

y su actividad terapéutica en modelos celulares o animales enfocados en enfermedades

neurodegenerativas

Enfermedad /Modelo

Acido nucleico
terapéutico

Vector virales y no virales

Actividad terapéutica

Alzheimer/ Modelo en | DNA que codifica | Virus del herpes simple Reduce la produccién de
raton APP (proteina neprilisin amiloides y reduce su
precursora de amiloide) acumulacion

[14]

Parkinson/ modelo en DNA que Virus del herpes simple Reversion del deterioro
rata inducida con 6- codifica para motor

OHDA (6- tirosina

hidroxidopamina) [15] | hidroxilasa

Esclerosis lateral DNA que Inmunoliposomas con PEG | Mejora el rendimiento

amiotrofica/ Modelo en
raton con SOD1
(superdxido dismutasa
1) [16]

codifica para
insulina y factor
de crecimiento 1

motor y prolonga el
tiempo de supervivencia

Ataxia cerebelo
espinosa tipo 1 (SCA
1)/ modelo de raton
inducido con SCA
1[17]

DNA que codifica
contra la mutante
de ataxina 1

Adenovirus

Reduce las inclusiones de
ataxina y mejora la
condicién motora




Ataxia cerebelo
espinosa (SCA7) /

DNA que codifica

Se preserva la funcion
normal de la retina.

Retina de raton cor(llterzizxrir;::einte Adenovirus Reduce la expresion de la
inducida con SCA7[18] proteina ataxina 7
Ataxia cerebelo
espinosa (SCA7) / DNA que codifica . . Reduccion de los
cultivo de células para shRNA psiCHECK (Plasmido agregados proteicos y

HEK293 (células
embrionarias de rifidon
humano) [19]

contra ataxina 7

modificado con un gen de la
renilla luciferasa)

reduce la expresion de la
proteina ataxina 7

Parkinson/ratones
inducidos con Thy1-
aSyn (promotor del gen
Thy1- alfa sinucleina)
[20]

siRNA contra
sinucleina

Nanoparticulas de
polietilenimina.

Reduccion del 50% de la
proteina sinucleina, los
ependimocitos y la
parénquima cerebral se
conservan sanas, y no
mostraron toxicidad

Alzheimer/ células de
neuroblastoma de raton

siRNA contra B-
secretasa y

Nanoparticulas micelares a

Reduccion de B-secretasay
de la proteina precursora de

21] proteina base de polietilenimina y amiloide en un 63.3 y
precursora de polietilenglicol 75.6% respectivamente
amiloide
Posible uso en la _El complejo siRNA-
hidrotalcita se internaliza a
enfermedad de .
. . siRNA contra la . . las celulas neuronales, se
Huntington / cultivo , Hidrotalcita . .
celular de neuronas proteina (MgeAL(OH);CO5 4H,0) libera el siRNA de manera
corticales (linea celular huntingtina O eficiente en el citoplasma
PC12) [22] y reduce I1)2; ;?;ZSIOH de la
Posible uso en
enfermedades Silenciamiento del gen p-
neurodegenerativas/ GiRNA contra p- . ghcpprotema, fa\.lorem?r’ldo
Modelo de barrera glicoproteina Quitosano el ingreso y la liberacion
hematoencefalica de doxorrubicina (usado
(células endoteliales como modelo de farmaco)
cerebrales )[23]

A pesar de la importancia de las SCAs, los estudios son escasos y en México practicamente

nulos, a pesar de su alta incidencia regional. Los pocos estudios sobre SCA7 se concentran

en el uso de vectores virales, es por ellos que es importante desarrollar nuevos vectores no

virales que transporten material genético y que tenga posible aplicacion a SCA7, SCAs

u ot ras e nfermedades ne urodegenerativas. Asi, el presente t rabajo de tesis parte con el

objetivo de contribuir en el campo de los vectores eficientes para liberacion de m aterial

genético.




1.3 Justificacion

El RNA pequefio de interferencia ha sido ampliamente estudiado en el campo de la terapia
génica. Es una he rramienta po tencial que promete aplicaciones clinicas com o agente
terapéutico debido a su capacidad de silenciar la expresion de genes y por lo tanto regula
la expresion de proteinas causantes de la enfermedad, sin embargo la aplicacion de siRNA
en tratamiento clinico es limitado debido a su degradacion por nucleasas endogenas, su baja
permeabilidad en la membrana celular y la falta de especificidad. Esto conduce a una baja
biodisponibilidad in vivo. Para resolver esto se plantea desarrollar sistemas de transporte de
siRNA, que sean seguros y efectivos. Este tipo de vectores son de tipo viral y no viral, sin
embargo se ha puesto mas atencién en los no virales para evitar respuestas inmunes por
parte del organismo. Entre los vectores no virales mas utilizados incluyen a los polimeros,
liposomas, dendrimeros y ciclodextrinas, sin embargo, todavia hay muchos factores que
influencian la estabilidad, destino y especificidad de si RNA car gado en 1 os di ferentes
vectores de bido al as dif erentes propiedades fisicoquimicas de 1os ve ctores f rente a
degradacion por enz imas enddg enas, penetracion de lam embrana cel ular, escape
endosomal, biocompatibilidad, y citotoxicidad. Asi, existe lanecesidad de desarrollar
vectores no virales multifuncionales que permitan, habilitar sel ectividad hacia células
blanco, estabilidad de siRNA, internalizacion a la célulay liberacion. Por esto se propone
la sintesis de vectores multifuncionales abase de carboximetilcelulosa la cual no se ha
estudiado en la liberacion de siRNA, pero es un candidato excelente al ser biocompatible,
biodegradable, usado ya en farmacia, ademas de su bajo costo de produccion.

El desarrollo de este tipo de ve ctores ayudaria a cont ribuir en el campo dela t erapia

génica.

I.4 Hipotesis

Es posible est abilizar las car gas n egativas de | material ge nético e n na noparticulas
poliméricas e laboradas ¢ on a minodacidos, po lietilenglicol y carboximetilcelulosay se
podréan obtener sistemas nanoparticulados que funcionen como acarreadores de material

genético con potencial aplicacion en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.



La i ncorporacion d e a minoacidos al os ¢ opolimeros permitira estabilizar las car gas
negativas d el material genético y mostrardn r espuesta a cambios de pH, facilitando la

liberacion de material genético.

1.5 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar e structural, f isicoquimica y bioldgicamente nue vos vectores no
virales aba se de ca rboximetilcelulosa, pol ietilenglicol ya minoacidos que f ormen
complejos estables y que funcionen como acarreadores de material genético, buscando que
presenten baja citoxicidad en un modelo celular de HelLa pa ra pos ible uso en terapia

génica para padecimientos neurodegenerativos.

1.5.1 Objetivos particulares

- Sintetizar y caracterizar matrices or ganicas de 1tipo copolimeros ¢ ompuestos de
carboximetilcelulosa y polietilenglicol, seguido de una funcionalizacién con a minoacidos
cationicos ( lisina e hist idina) para formar co mplejos sen sibles a pH y estables c on el

material genético.

- Evaluar la capacidad de los copolimeros como agentes acarreadores de material genético

bajo diferentes condiciones para corroborar la respuesta a cambios de pH.

- Incorporar RNA ribosomal en los vectores no virales para formar complejos estables y

evaluar la capacidad de copolimero como acarreador de material genético.

- Incorporar siRNA en los vectores no virales para formar complejos estables y evaluar su
efecto sobre la expresion del RNA mensajero de ataxina 7 (relacionado con la enfermedad
de at axina cerebelo espinosatipo 7 (SCA7)) cua ndo se transporta a cél ulas HelLay

determinar el efecto de los copolimeros en la viabilidad celular de estos cultivos.

- Analizar | a e stabilidad biologica de 1 os sistemas R NA-vectores a f in de cono cer su

susceptibilidad a la degradacion.



-Evaluar la expresion del RNA mensajero de ataxina 7, esto dara inforrmacion de que los

copolimeros funcionan como acarreadores de material génetico (siRNA) a células HeLa y

que ejercen su efeto sobre este.
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Capitulo |1

Il. Antecedentes

11.1 Terapia génica

La terapia génica hace uso de acidos nucleicos (DNA (4cido desoxirribonucleico) y RNA
(4cido ribonucleico)) para reparar, reemplazar o regular 1 0os genes para prevenir o tratar
enfermedades. Cientos de genes se han investigado como candidatos en terapia génica y
para ello se han utilizado varias he rramientas moleculares, como, moléculas grandes de
DNA (pldsmidos de DNA; p DNA), moléculas pe queniasde DNA (oligonucleotidos;
ODN) y RNA (ribozimas, siRNA y miRNA)

Para de cidir si 1at erapia gé nica es ade cuada parael tratamiento de una enf ermedad,
primero debe conocerse la enfermedad e identificar el gen o genes mutados, comprender
la bio logia de 1 aenf ermedad, duracién, 1 ocalizaciéon, distribucion, et c. T ambién es
importante definir el sistemade t ransferencia g enética ade cuadopa rael t ipo de

enfermedad, es decir, la forma en el que el gen sera transportado [24].

El s istema ne rvioso central (SNC) es el sistema mas co mplejo del ¢ uerpo hum ano,
caracterizado por su plasticidad y flexibilidad. Se ha estimado que las funciones del SNC
requieren la expresion de aproximadamente el 60% de todos los genes de nuestro genoma
[25]. Sin embargo, esta complejidad expone al SNC a una serie de enfermedades diferentes,
am enudo causadas po r pe quefias variaciones en la s ecuenciade geneso elnivel de
expresion. Se ha reportado que muchos genes se expresan selectivamente en enfermedades
cerebrales, por e jemplo, aproximadamente el 99% d e los ge nes que seexp resan
unicamente en el cd ncer ce rebral son genesde f uncion desconocida [26]. L os
oligonucleotidos antisentido y el siRNA pueden considerarse como dos tipos diferentes de
estrategias anti-RNAm (anti- RNA mensajero), ya que ambos actiian sobre el RNAm para
prevenir s ut raducciébn e npr oteinas. Last erapias m ediadas por i nterferencia de

oligonucleotidos a ntisentido y e 1 siRNA son muy pr ometedoras para e | t ratamiento de

enfermedades de 1S NCen las quel ane urodegeneracion esta relacionada con la
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sobreproduccion de p roteinas e ndogenas. Ademas los ol igonucleotidos a ntisentido y e |
pequefio RNA interferente deben poder cruzar tanto la barrera he matoencefalica (BHE)

como la membrana de la célula cerebral para alcanzar e hibridar con el RNAm objetivo. Sin
embargo, sede gradanr &pidamente e nc ondiciones f isioldgicas por nuc leasas,

principalmente exonucleasas [27].

11.1.1 RNA pequefios de interferencia (SIRNA)

Desde el descubrimiento del RNA de interferencia o RNA de silenciamiento (siRNA) por
Fireetal, en 1998 [28], se ha c onvertido e n una t ecnologia p rometedora p ara t ratar
diversas enfermedades como el céancer, padecimientos neurodegenerativos, entre otras. Los
siRNA surgen como un proceso natural de regulacion de la expresion de genes a nivel post-
transcripcional en eucariotes y como una pot ente he rramienta pa ra e | “si lenciamiento”
artificial de genes que estan involucrados en el desarrollo de alguna patologia.

[29-30].

El siRNA es una molécula sintética de doble cadena con aproximadamente 21 pa res de
nucleotidos, de los cuales, 2 se encuentran desapareados en cada extremo 3'. Cada hebra
de RNAI tiene un grupo fosfato 5' (naturaleza negativa) y un grupo hidroxilo (-OH) 3' [31].
Unavez que el siRNA ingresaal acélula, es reconocido por el complejo multiproteico
RISC (complejo de silenciamiento inducido por el RNA), en donde la hebra antisentido del
siRNA se usa como molde para el reconocimiento del RNA mensajero que se de gradara.
Finalmente, el complejo RISC cataliza el corte del RNAmM complementario en dos mitades,
que posteriormente ser &n degradadas, bl oqueando asi la expresion de €ste. Todo e ste

proceso se lleva a cabo en el citoplasma [32].

Debido a que el tamafio del siRNA es mucho mas pequefio en comparacion con el RNA de
tamafio completo, e 1 siRNA puede s intetizarse a cos tos r elativamente ba jos. L a al ta
especificidad de siRNA y el bajo costo sintético le dan a la terapia génica un gran potencial
para una variedad de aplicaciones [33]. Sin embargo, siRNA es una molécula con carga
negativa, y resulta ser muy inestable en el torrente sanguineo ya que es incapaz de penetrar
las membranas celulares, es de gradado por nucleasas y puede ser inmunogénico [34], es

por ello que no se puede administrar el siRNA desnudo en medios biologicos. Un método
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de administracion segura y eficiente es crucial para darse cuenta del amplio potencial de las
terapias basadas en siRNA. Tanto los vectores virales como los no vi rales pueden usarse
como via de administracion. Los vectores no virales, especialmente las nanoparticulas, son
menos ¢ ostosas de produciry ¢ onllevan aun menor riesgo de provocar una respuesta
inmunoldgica en comparacion con los ve ctores vir ales. El &ci do nuc leico requiere su
encapsulacion, pr oteccion y e stabilidad e n po rtadores na nométricos mediante e 1 us o de
vectores no virales que permiten la administracion intracelular eficiente [35]. En la seccion
I1.3 se aborda mas sobre estos vectores que funcionan como transportadores de material
genético. En la siguiente tabla 2 se muestras algunos ejemplos representativos que tiene el

siRNA en terapia génica.

Tabla 2. Algunos ejemplos de los diferentes usos del siRNA en terapia génica.

Vectore no virales Enfermedad Sitio de accion del sSiRNA

VEGEF ( factor de crecimiento

Quitosano [36] Cancer endotelial vascular )

Infeccion hepatica causado

Polietilenglicol [37] por el virus de Hepatitis B Virus de la hepatitis B
Dendrimeros [38] Cancer TNF-a ( factor de necrosis tumoral)
Nanoparticulas de oro Céncer VEGEF ( factor de crecimiento

[39] endotelial vascular )

Enfermedad intestinal

. . TNF-a ( factor de necrosis tumoral)
inflamatoria

Polietilenimina [40]

Enfermedades

antum dots [41 i
Quantum dots [41] neurodegenerativas

BACEI1 (B-secretasa 1)

11.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas, desde el punto de vista médico, se definen como particulas coloidales
solidas enel r angode t amafio del al00 nm;cons tituidas por m ateriales
macromoleculares, en las cua les el pr incipio act ivo s e pue de e ncontrar di suelto o
encapsulado de forma adsorbida o enlazada quimicamente. Las nanoparticulas ofrecen la

posibilidad de unal iberacion controlada de 1f drmaco, enmascaran las propi edades
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fisicoquimicas de € ste y, por tanto, r educen s u t oxicidad; de i gual forma, a umentan l a
biodisponibilidad e incrementan 1 a bi odistribucion y e ficacia terapéutica [42-44]. En
funcion del medicamento a incorporary s u via de administracion se elige la s intesis de
estas nanoparticulas. Las vias de sintesis mas frecuentes incluyen la homogeneizacion a alta
presion, microemulsiones, e mulsificacion y e vaporacion del disolvente o por difusion, el
método de doble emulsion de agua-aceite-agua, agitacion a gran velocidad y ul trasonido.

En general, se busca que el material sea biocompatible, biodegradable y accesible [45].

Las nanoparticulas pueden tener un origen natural o sintético y pueden variar de 1 a 1000
nm. Las nanoparticulas sintéticas s e pue den preparar a pa rtir de m ateriales pol iméricos
como poli (alquilcianoacrilatos), dendrimeros de poli (amidoamina), poli€ -caprolactona),
poliésteres o materiales inorganicos como el oro, didxido de silicio, entre otros.

Por ot ro 1 ado, 1 as na noparticulas de or igen n atural s e pr oducen a p artir d e pol imeros
naturales, como polisacaridos (quitosan y a lginato), aminoacidos poli (lisina), poli (acido
aspartico) o proteinas (gelatina y albimina). Las nanoparticulas naturales tienen la ventaja
de ser bioc ompatibles, ademas de que | as m oléculas bio ldgicas pue den interactuar con

receptores o transportadores especificos que se encuentran en la célula [46-47].

11.2.1 Fisicoquimica de las nanoparticulas

En los tlt imos afios s e ha mantenido eli nterés en el desarrollo de na noparticulas
biodegradables para utilizarlas como sistemas de transporte de farmacos y genes [48-52].
Se han formulado na noparticulas ut ilizando pol imeros bi odegradables en los que un
agente terapéutico puede atraparse y se adsorbido o acoplarse quimicamente, el tamafo de
estas nanoparticulas varia en tamafio desde 10 a 1000 nm de diametro [53-54].

Las ventajas de usar nanoparticulas como acarreadores de farmacos pueden agruparse en
las s iguientes: 1) las na noparticulas pueden penetrar a t ravés d e ca pilares pe quefios,
favoreciendo una acumulacion eficiente del farmaco en el sitio de interés [55-56]. 2) el uso
de m ateriales biode gradables en la preparacion de na noparticulas p odria pe rmitir una
liberacion sostenida del fArmaco durante un periodo mas largo (dias o semanas) [56-58],y

3) la superficie de las nanoparticulas se pueden modificar para alterar la biodistribucion de
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los medicamentos o se pueden funcionalizar con un ligando para lograr que el suministro
de farmacos sea espe cifico [59-60]. V arios factores pu eden i nfluir e n 1 as pr opiedades
fisicasy biologicas de 1 as na noparticulas, como elus o de un emulsionante pa ra la
estabilizacion de las nanoparticulas, el material polimérico, su composicion, o la adsorcion

de ciertos polimeros o moléculas bioldgicas [61].

El tamafio es un aspecto crucial para la administracion de genes en el torrente sanguineo y
la captacion celular [62]. De manera general, las particulas con un didmetro inferior a 5-12
nm extr avasa en el capilar f enestrado [63] y las particulas m 4s grandes [>1 um]se
opsonizan rapidamentey se acumulan en el higado y el bazo, ademas pue den mostrar
agregacion y oclusion capilar [26]. A nive l c elular, las membranas evitan el p aso de
particulas y moléculas mayores de 1 Da, los poros nucleares son alrededor de 10-25 nm, las
vesiculas intracelulares comunes (p. Ej., Endosomas) tienen un di dmetro de 60-120 nm,
pero hay vesiculas mas grandes para macropinocitosis y fagocitosis (mas de 1 pm). Uno de
los requisitos para aplicaciones in vivo esta comprendido entre 25 nm y 100 nm [64-65].
Las na noparticulas m uestran una mayor capa cidad de internalizacion celular q uel as

microparticulas [61-64], con un tiempo de circulacién prolongado [67].

Estéd r eportado que I os na notransportadores co n caracteristicas qui micas equi valentes y
topologia distinta muestran importantes diferencias en la biodistribucion, absorcion celular
y toxicidad [68]. El efecto de 1a forma en la biodistribucioén se estudié am pliamente con
modelos tedricos y e xperimentales, donde se demostré que la forma discoidal muestra un
alto grado de adhesion en células endoteliales con respecto a 1 as nanoparticulas esféricas
[69-73]. También se ha reportado que las filomicelas (micelas alargadas ¢ on morfologia
similar a los gusanos) prolongan el tiempo de circulacion en el torrente sanguineo hasta tres

veces mas que las nanoparticulas esféricas con la misma composicion quimica [74].

El potencial Z eta es un a medida de |a car ga supe rficial y brinda i nformacion de la
estabilidad de I as particulas, asi como de su capacidad de interaccion celular [57]. L os
valores de potencial Zeta (positivos o negativos) se alteran al modificar la superficie de la

nanoparticula o con el uso de un agente estabilizador (emulsificantes). En este sentido, se

15



ha reportado que el potencial Zeta de nanoparticulas funcionalizadas ¢ on PLGA (acido
glicolico-polilactico), es aproximadamente de -45 mV [75], que se atribuye a 1os grupos
carboxilo en este polimero. En cambio, si |as nanoparticulas s e funcionalizan con PVA
(acetato de polivinilo), el valor de potencial Z es de -6 a -10 mV [61], como consecuencia
de que el emulsificante enm ascara |l os grup os de 1a su perficie de la nanoparticula a

diferencia del PLGA.

El aumento del PVA afecta el potencial Zeta de las nanoparticulas, especialmente con el pH
del medio. La formulacion preparada con una mayor cantidad de PVA demostrd una carga
menos positiva en el pH &cido o una carga menos negativa en el pH basico. La inversion de
la carga superficial de las nanoparticulas de negativo en pH neutro o basico a positivo en
pH écido se puede atribuir a la transferencia de protones de la solucion a su superficie [76-
77].

Se ha reportado una inversion de carga similar con el cambio en el pH de las nanoparticulas
de poliestireno con grupos funcionales carboxilo en la superficie y se atribuyo6 a una carga
positiva adquirida por enlaces de hidrégeno de iones hidronio a grupos carboxilicos [75]. El
recubrimiento de nanoparticulas con algunos polimeros anfifilicos normalmente disminuye
el potencial Z eta por que 1 as capas de r ecubrimiento protegen la car ga supe rficial [78].
Redhead et al. [79] han reportado una r educcidon similar en los pot enciales zeta de 1as
nanoparticulas de P LGA I uego de | r ecubrimiento ¢ on p olimeros a nfifilicos co mo el

poloxédmero 407 y la poloxamina 908.

La captac i6n intracelular de 1 as n anoparticulas pue de al terarse por varios f actores: el
tamafio de las particulas, la naturaleza de la superficie, la hidrofilicidad y el potencial
Zeta. Se ha reportado que nanoparticulas con tamafios mayores a 100 nm y menores a 100
nm tienen diferentes niveles de expresion génica.

La interfase de las nanoparticulas entra en contacto directo con la superficie de la célula es
por ello que la caracteristicas fisicoquimicas de interfase influird en la captacion celular,
asi como enla expresion génica. Se ha reportado e n di ferentes s istemas tipo p oliplex

(material g enético-polimero) y lipoplex (materila ge nético-lipidos), que la transfeccion
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génica es mejor cuando se tiene un menor tamafo de particula respecto a las nanoparticulas
de mayor tamafio [80].

Se ha demostrado que algunos polimeros como el PVA influyen en la absorcion celular de
las na noparticulas. Por ej emplo, lacapt acion celular de na noparticulas en  células
musculares formuladas con PVA al 0.5% fue aproximadamente tres veces mas alta que la
captacion celular de nanoparticulas formuladas con 5% de PVA.

Se ha a tribuido una reduccién enla a bsorcion c elular de 1 as na noparticulas con un
aumento de PVA, ya que aumenta su hidrofilicidad [61].

Debido a que éste trabajo esta enfocado en la sintesis de un nuevo acarreador de material
génetico con posible uso en enfermedades neurodegenerativas, es importante hablar de los
factores qu e que influyen en las nanopartiuclas para que logren atravesar la barrera

hematoencefalica (BHE).

11.2.2 Factores que influyen en las nanoparticulas para

atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)

Se han desarrollado o adaptado estrategias nue vas para el tratamiento de enfermedades
cerebrales. Esto representa uno del os m ercados m &s d esafiantes y cos tosos p ara | as
compaiiias farmacéuticas. D urante el proceso de de sarrollo y de scubrimiento de nue vos
compuestos dirigidos para el sistema nervioso central, pueden ascender a 100 millones de
dolares en los ensayos clinicos de la fase I y alrededor de mil millones de dolares antes de
llegar al consumidor [81]. Es por ello que es de suma importancia tener un avance eficaz
en la fase de desarrollo, aunque en los Ul timos afios, solo el 3- 5% de | os pr oductos
farmacéuticos dirigidos al cerebro han llegado al mercado, ya que la mayoria de ellos eran
incapaces de cruzar la BHE in vivo [82]. Actualmente, los avances en el campo dela
nanomedicina con el uso de nanoparticulas han generado varias plataformas que mejoran el
transporte de medicamentos a través de la BHE [83-86].

La BHE , e suna barrera m embranosa, altamente e specializada, que cons ta de va sos
formados por células endoteliales, conectadas por uniones estrechas y rodeadas por los pies

de los astrocitos. La BHE impide el paso de ciertas sustancias al intersticio cerebral con
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criterio selectivo. Por lo tanto, la liberacion de agentes terapeuticos al cerebro es un reto, a
pesar de que hay un f lujo s anguineo r elativamente alto en 1 a zona. A demas, e xiste | a
posibilidad de que 1os farmacos sean susceptibles a m etabolizarse o a provoc ar efectos
toxicos en las células [87].

Las propi edades fisicoquimicas de | as na noparticulas de terminan cudl es el m ecanismo
para atravesar la BHE. Se han descrito los siguientes mecanismos de transporte: 1] Las
nanoparticulas abren la union estrecha entre células endoteliales o inducen efectos toxicos
locales que conduc en auna pe rmeabilizacién localizada de |1 a B HE, permitiendo la
penetracion del farmaco en forma libre o conjugada [88-89]; 2] Las nanoparticulas pasan a
través de las células endoteliales por transcitosis [ 90]; 3] las nanoparticulas se acarrean a
través de las cél ulas en doteliales m ediante end ocitosis y ~ su contenido se libera en el
citoplasma celular para después ser exocitado en el lado luminal del endotelio [91]; 4] una
combinacion de varios de los tres mecanismos anteriores. Los mecanismos 2, 3 y 4 son los
principales mecanismos de transporte de las nanoparticulas reportados.

Las nanoparticulas son sistemas prometedores para la administracion de farmacos o genes
hacia el cerebro debido a 1a pos ibilidad de m odularlos e n t érminos de f orma, t amafio,
hidrofobicidad, r ecubrimiento qui micoy c argas uperficial. E 1¢ ontrol sobre e stas
caracteristicas puede mejorar la capacidad de las nanoparticulas para mejorar la estabilidad
del agente terapéutico en circulacion, controlar la liberacion de carga en el sitio deseado,
mejorar la eficiencia de penetracion de la BHE y escapar del sistema reticulo endotelial

[92].

Estd m uy bi en f undamentado que e xiste unac orrelacion entre el tamafio de 1 as
nanoparticulas y la permeabilidad de BHE. E n pa rticular, 1 a m ayoria de 1 os e studios
realizados h asta el m omento con modelos anim ales ha n utilizado nanoparticulas con
diametros entre 50 nm y 100 nm [93-95].

La forma de las nanoparticulas también influye en su distribucion corporal y la captacion
celular. Las formas mas comunes son esféricas, cubicas o barras, no obstante, los estudios
se han enfocado en la sintesis de nanoparticulas esféricas ya que son relativamente faciles
de preparar, aunque también se han hecho estudios in vitro que han de mostrado que 1as

nanobarras recubiertas con anticuerpostienen una al ta capacidad de adhe sion celular
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respecto a las esféricas. Por ejemplo, en un estudio in vivo se observo que las nanobarras de
poliestireno re cubiertas con un a nticuerpo m ostraron un a a cumulacion c erebral 7 veces
mayor respecto a las nanoparticulas esféricas recubiertas. Ademas, las nanoparticulas con
forma de v arillas co rtas ser etienen preferentemente en el higa doy presentan una
eliminacion rapida, mientras que las nanoparticulas con forma de varilla larga se atrapan en

el bazo y tiene una tasa de depuracién mas baja [96-97].

El potencial Zeta es otro parametro importante que afecta el paso de las nanoparticulas a
través de la BHE. Se ha demostrado que algunas formulaciones de nanoparticulas con alto
potencial Z eta pos itivo, ¢ ausan t oxicidad, motivopor e 1c ual,1 a mayoriade 1 as
nanoparticulas que va n di rigidas a 1 ¢ erebro t ienen va lores moderados de potencial Z
negativo entre—1 a —15 mV [98-99, 89, 90] o altos valores ne gativos entre15 a —45
mV]. [97,100], sin embargo, algunas formulaciones con un valor moderado positivo (hasta
15 mV) o alto potencial Zeta positivo (por encima de 15 mV) han sido capaces de cruzar la
BHE vy, en algunos ca sos, son sistemas eficientes de ad ministracion haciael cerebro
[88,101]. Ademas, las nanoparticulas neutras y zwitteridnicas permanecen mas tiempo en
torrente sanguineo en contraste con las nanoparticulas cargadas negativa o positivamente,
aumentando su disponibilidad para llegar a células blanco [102].

Se han conjugado varios ligandos a las nanoparticulas pa ra facilitar la penetracion de la
BHE, y estas se pueden agrupar en cuatro tipos : 1) ligandos que regulan la adsorcion de
proteinas d el t orrente s anguineo que 1 nteractiian di rectamente ¢ onl os receptores o
transportadores BHE [103]; 2) ligandos que tienen interaccion directa con los receptores o
transportadores de 1 aB HE [104-106],3 ) ligandos que a umentanl ac argayl a
hidrofobicidad [107] y 4) ligandos que mejoran el tiempo en c¢ irculacion sanguinea (por
ejemplo, PEG) [108].

Un ejemplo del primer caso, es el poli (sorbato 80), cominmente conocido como Tween
80, el cual puede adsorber apolipoproteina E y A -1. Este surfactante permite el anclaje de
apolipoproteinas con 1o0s receptores de | ipoproteinas exp resadas en el endotelio cerebral
cuya interaccion permite el cruce de la BHE. Un ejemplo es el receptor de transferrina
[106,109,110], r eceptor insulina [105,111], transportador de glucosa [104], etc. En otro

caso, las nanoparticulas se pueden funcionalizar con péptidos anfifilicos para facilitar la
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captacion celular por parte de las células endoteliales de la BHE. Ademas, el nimero de
ligandos, el tamafio, la densidad asi como su afinidad por el receptor, tiene un impacto
importante en el transporte de nanoparticulas a través de la BHE.

La afinidad del ligando a su receptor disminuye cuando se conjuga con las nanoparticulas
y laselectividad aumenta cuando se conjugan multiples ligandos que predeterminan una
orientacion [108, 112 ]. Por e jemplo, s e ha de mostrado que 1 as na noparticulas de or o
conjugadas con altas concentraciones de transferrina (100-200 m oléculas de transferrina
por nanoparticula) permanecen unidas a las células endoteliales del cerebro a diferencia de
las na noparticulas de or o ¢ onjugadas ¢ on ba jas ¢ oncentraciones de t ransferrina (20-30
moléculas de transferrina por nanoparticula) donde pueden interactuar de manera efectiva
con el receptor de transferrina [106].

Cuando las nanoparticulas entran en contacto con el e ntorno fisioldgico, se produce una
rapida absorcion de proteinas provenientes del torrente sanguineo sobre |a superficie de
las nanoparticulas, f ormando un r ecubrimiento de pr oteinas (conocida como ¢ orona de
proteinas) [113-114]. Se ha encontrado que mas de 70 proteinas séricas se ads orben a la
superficie de las nanoparticulas de oro [113] y esto puede alterar la superficie quimica de
las nanoparticulas, provocando la agregacion de estas y por lo tanto acelera su eliminacion
de lasangre a través del sistema reticulo endotelial, que se localiza principalmente en el
bazoye lhigado [83,115]. Siestoocurre la dosis de nanoparticulas di sminuirdy la
acumulacién en el sitio de interés s erd muy baja. La forma mas comin de superar este
problema es usar moléculas con la capacidad de minimizar la adsorcioén de proteinas en la
superficie de 1a nanoparticula y poder asi mantener su rendimiento y estabilidad. En este
sentido, la forma de evitar el aglomerado de las nanoparticulas y su pronta eliminacion es
recubrir las nanoparticulas con PEG. Las nanoparticulas PEGiladas p resentan una carga
superficial minima que conduce a una menor opsonizaciéon y una menor a bsorcioén del
sistema reticulo endotelial [116]. Se ha demostrado que las nanoparticulas P EGiladas (5
da) disminuyen la adsorcion de proteinas y ralentiza el aclaramiento de los nanomateriales
[113,117], aumentando su tiempo en circulacién sanguinea y por lo tanto favorece que las
nnaoparticulas 1 leguen al cer ebro de f orma ef iciente [112,118]. Pore jemplo, 1 as
nanoparticulas de poliestireno (con unt amafo aprox. 200 n m) recubiertas con PEG (5

kDa) pueden cruzar la BHE. Lo mismo ocurre con las nanoparticulas de PLGA (aprox. 78
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nm) recubiertas c on P EG, s e ha reportado que pueden atravesar rapidamente el tejido

cerebral de rata, en contraste con las nanoparticulas sin recubrir [118].

11.3 Vectores como sistemas liberadores de genes

11.3.1 Vectores virales

La actividad principal de un virus es llevar de manera eficiente su genoma de una célula
huésped a otra, ingresar a la nueva célula, llegar al ntcleo de la célula e iniciar la expresion
de su genoma con el proposito de auto-replicarse. Los virus que se usan para transportar
material genético terapéutico estan disefia dos ge néticamente para el iminar su virulencia.
Algunos virus como el retrovirus, el lentivirus (por ejemplo, el VIH), el adenovirus, el virus
del herpes y el virus de la viruela pueden transformarse en vehiculos de suministro de genes
al reemplazar parte de su genoma con un gen terapéutico. Se han realizado estudios en la
administracion de ge nes con vectores vir alesy no virales, yl osve ctores virales
recombinantes generalmente han demostrado ser muy eficientes como agentes terapéuticos

[119-121].

Casiel 77 % de todos 1 os ens ayos cl inicos d e t erapia gé nica han involucrado vectores
virales para administrar acidos nucleicos debido a su alta eficiencia de tranfeccion [122].

Sin embargo, el principal obstaculo para la aplicacion clinica de la administracion de genes
virales radica en su seguridad, a pesar de que los vectores virales recombinantes se vuelven
no replicativos, y por lo tanto no patogénicos, existe la posibilidad de que el virus vuelva a
convertirse en un vi rion. A demas 1 os vi rus s on i nherentemente i nmunogénicos, lo que
conlleva a dif icultades con administraciones r epetidas y 1 a pos ibilidad de r eacciones
inmunitarias peligrosas. Otra desventaja de usar vectores virales es la falta de especificidad

en células diana y los costos de fabricacion de terapias genéticas basadas en virus [88-89].

A pesar de su alta eficiencia de transfeccion, estos vectores presentan muchas desventajas,

es por ello, que los vectores no virales se han convertido en alternativas atractivas para el
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suministro de siRNA sintético y miARN debido a sumejor perfil de seguridad y menor

costo de produccion.

11.3.2 Vectores no virales

Los ve ctores no vi rales o s intéticos br indan op ortunidades para mejorar la s eguridad, 1 a
facil fabricacion y una mayor flexibilidad e n s u m odificacion qui mica. E n ge neral, 1 os
vectores s intéticos son m ateriales que se un en electrostiticamente al DNA o RNA,
condensando el material genético en particulas de tamafio nanométrico, protegen los genes
y median | a e ntrada c elular. A lgunos e jemplos s on c omplejos de DNA plasmidico ¢ on
lipidos (lipoplex) y polimeros catidnicos que interaccionan electrostaticamente con DNA
(llamados poliplex). Varios tipos de nanoparticulas se han utilizado para la entrega de genes
nanoparticulas ba sadas en lipidos [123], nanoparticulas basadas en po limeros [124-125],
nanoparticulas de oro [126-129], nanoparticulas de silice [130-133], nanotubos de carbono
[134-138], puntos cuanticos, e tc. [139]. El desarrollo de ve ctores no virales paral a
administracion de ge nes in Vvivo presenta al gunas desventajas: baja ef iciencia de

transfeccion y, e n a lgunos ¢ asos, t oxicidad e i nestabilidad in vivo. En la Tabla 3 se
muestran algunos ejemplos de vectores no virales para el transporte de material genético

con sus ventajas y desventajas.

Tabla 3. Vectores no virales para la administracion de material genético.

Ciclodextrina Dendrimeros Polimeros cationicos
Alta eficiencia -
. ) . Alta eficiencia Escape endosomal
Ventajas Baja toxicidad o
) ) Escape endosomal Alta eficiencia
Biocompatible
. o Alto costo Falta especificidad
Desventajas Falta especificidad ) o _ .
Citotoxicidad Citotoxicidad
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11.3.3 Criterios para el disefio de vectores para la liberacion de

genes
Actualmente las nanoparticulas se utilizan estratégicamente en sistemas acarreadores para
administrar siRNA [140-145]. Actualmente, la administracion de siRNA, especialmente la
administracion sistémica in vivo, sigue siendo una tarea dificil [146] al estar limitada por
varias barreras bioldgicas. Asi, la administracion sistémica de siRNA continua siendo un
gran de safio, pr imero por que los na nomateriales pa ra la a dministracion de siRNA
necesitan formar un complejo estable con su cargane gativa p ara pr otegerlade I a
degradacion durante la circulacion en el torrente sanguineo y, s egundo debido a que las
nanoparticulas cargadas con siRNA necesitan evadir un rapido aclaramiento de la sangre y
evitar una respuesta inmune, que generalmente se realiza mediante 1a modificacion de la
superficie para proteger y estabilizar | as na noparticulas, ademas del escape endo somal.
Dado que el siRNA esté alojado en el citoplasma, la entrega exitosa de siRNA se basa en la
capacidad de las nanoparticulas para ingresar a la célula, alcanzar el citoplasmay luego
liberar la carga [147]. Por lo tanto, disefar sistemas multifuncionales de administracion de
siRNA eficiente es un gran reto.

Para dirigir 10os genes al ntic leo celular, 1 os ve ctores utilizados para su a dministracion
deben pasar una serie de obstaculos, tanto extracelulares como intracelulares. Los virus,
durante el proceso de evolucion, han adquirido la capacidad de introducir el DNA viral (o
RNA) en las células blanco. No obstante, 1os vectores no virales generalmente carecen de
una o varias de las funciones necesarias para llegar al sitio de accion y ejercer su efecto
(baja eficiencia de transfeccion, falta de espe cificidad, baja capa cidad para escap ar de |
atrapamiento endosomal). Por 1o tanto, es importante ¢ onsiderar la s barreras biologicas
(barreras e xtracelulares e int racelulares) quel imitan la ent rega d e ge nes, asi com o
comprender las limitaciones de 1os materiales que se uti lizan como agentes acarreadores,
esto con el fin de disefiar materiales de forma adecuada.

Los criterios que deben tomarse en cuenta pa ra disefiar 1os ve ctores no virales son:
barreras ex tracelulares e i ntracelulares, considerar 1 a naturaleza negativa d el m aterial

genético, estabilidad en suero, células alasque estaran dirigidas yla capacidad del
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material paralograrla liberacion del material genético. En los siguientes ap artados se

hablara especificamente de estos criterios.

11.3.3.1 Barreras extracelulares

Los vectores para el transporte de genes se en frentan a un conjunto de barreras desde el
tubode e nsayoa | a membranade una c ¢élulabl anco. E stos incluyen d esafios
fisicoquimicos, como la union y condensacion del DNA, estabilidad del complejo (vector
no viral-genes) en solucion, asi como las barreras in vivo que involucran la estabilidad en
el torrente sanguineo, la penetracion de la pared de los vasos sanguineos y de 1os tejidos

cercanos , y la interaccidén especifica a las células blanco [148].

11.3.3.2 Empaquetamiento del material genético

Como se mencion6 anteriormente, los acidos nuc leicos ne cesita formar un ¢ omplejo
estable con su carga negativa para protegerla de la degradacién por nucleasas, es por ello,
que se ha nuti lizado diversos acarreadores paraem paquetar y proteger el material
genético (ejemplo: lipidos, polimeros y compuestos inorganicos).

Por e jemplo, 1 0os materiales de tipo pol yplex (polimeros-material ge nético) protegen el
DNA y bloquean estéricamente el acceso de las enzimas nucleoliticas. El DNA plasmidico
no pr otegido e s de gradado por DNAsa en cuestion de m inutos, mientras que el DNA
plasmidico en los poliplex es estable durante horas [149]. Los vectores (con carga positiva)
condensan e | DNA en est ructuras pe quenas y compactas at ravés de I as i nteracciones
electrostaticas que se dan entre los fosfatos negativos a lo largo del esqueleto del DNA y las
cargas pos itivas que se encuentran en el vector [150]. Los pol iplexs e f orman
espontaneamente al mezclar pol imeros cat idnicos con DNA plasmidico y | as particulas
resultantes son generalmente estructuras tiroidales o esféricas [151-152] con didmetros que
varian de aproximadamente 30 a varios cientos de nandometros. Cada particula de poliplex
se constituye con frecuencia por varias moléculas de DNA junto con muchas cadenas de

polimeros. Laest ructuray lam orfologiad el os po liplex parecen est ar con troladas
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cinéticamente y, a menudo, dependen del orden de mezcla (por ejemplo, agregar polimero a

la solucion de DNA o DNA a la solucion de polimero) [153].

La estructura del polimero catiénico puede afectar la unién del DNA y su condensacion.
Por e jemplo, el nimero de restos catidonicos tiene un f uerte efecto en la interaccion del
polimero-DNA. Se ha reportado que en polipéptidos se requiere de un minimo de seis a
ocho cargas para lograr una condensacion eficiente del DNA [154-156]. En este contexto,
Wadhwa et al. reportaron que la adicidon de un r esiduo de triptofano (Trp) a la cadena de
polilisina aumenta la uniéon del DNA con éste [66]. Plank et al. por su parte encontraron que
los residuos de triptofano no tenian efecto importante en la union del DNA, al contrario,
existia una disminucion e n l a pot encia de ¢ ompactacion del DNA en los po lipéptidos
[157]. Es importante tomar en cuenta que la unioén fuerte y la condensacion eficiente del
DNA con el polimero no se co rrelacionan dir ectamente con la eficiencia d e en trega de
genes. Por lo tanto, un polimero debe equilibrar tanto la unién suficiente que se requiere

para proteger inicialmente el pladsmido y la capacidad de liberar el plasmido [158-159].

11.3.3.3 Estabilidad en suero

La estabilidad de los compuestos tipo poliplex depende de la estructura del polimero y de
lar elacionde car gade (DNA/polimero). L os pol iplex ne utros en ¢ oncentraciones
fisiologicas, f orman agregados gr andes, esto conlleva a sistemas i neficaces e incluso
pueden llegar a ser toxicos debido a la embolizacion de las particulas en el pulmon. Por el
contrario, 1 os pol iplex ¢ argados positivamente s uelen permanecer e ns oluciéon. Sin
embargo, estudios recientes han m ostrado que muestran toxicidad [153], ya que la carga
positiva ge nera ads orcion dela a lbimina séricay otras proteinas q ue est an cargadas
negativamente, causando agregacion que lleva a un rapido aclaramiento del poliplex por
parte de las cél ulas fagociticas y el si stema r eticulo endotelial [160]. Se ha n ut ilizado
agentes que estabilizan el poliplex, como, el polietilenglicol [161-162], N- (2-hidroxipropil)
metacrilamida (HPMA) [163-166], ol igosacaridos [167], azlcares [168-169] y p roteinas
[170]. El au mento de la es tabilidad probablemente se de be a los e fectos es téricos que

conducen a una disminucion de las interacciones particula-particula y particula-proteina. El
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efecto va a depender de 1a masa molecular del polimero hidréfilo, 1a densidad del injerto y
el método de unidn del polimero hidroéfilo al polication.

Sin embargo, se ha demostrado que 1a PEGilacion, la cual se aborda mas adelante en este
documento, reduce la internalizacion de compuesto poliplex no dirigidos a la célula y altera

el trafico intracelular [171].

11.3.3.4 Orientacion especifica a la célula

El grado de especificidad que se requiere en terapia génica hacia las células blanco varia
ampliamente. Por ejemplo, en terapias contra el cancer se requiere que la entrega de genes
solo llegue a un conjunto especifico de células. En el caso de la hemofilia, la importancia
radica en producir suficientes niveles de proteina terapéutica.

Generalmente 1 os pol imeros no tienen la ca pacidad de dirigirse por sisolos a cél ulas
especificas, pero sitienen una al ta flexibilidad para ser m odificadas q uimicamente con

agentes que permiten tanto una mayor captacion celular como especificidad celular [172].

Se pue de us ar muchas proteinas r eceptoras unidas a | a membrana para que el complejo
polimero-genes se internalice a la célula a través de un mecanismo de endocitosis mediado
por receptores. Los polimeros se han funcionalizado con restos glicosidicos [173-175], asi
como otras moléculas pequeiias como el folato [176], o e | direccionamiento mediado por
proteinas como la transferrina [151,177-180], esto con la idea de aportar cierta selectividad.
Algunas proteinas pueden proporcionar una orientacion alin mas especifica y limitada para
otras cé lulas, talesel caso delf actorde cr ecimiento epidérmico (EGF) [96,181],
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos [182] y secuencias de reconocimiento a integrinas
[183].

El é xito en esta est rategia de dir eccionamiento depende mucho dela qui micade 1a
conjugacion, la longitud del espaciador entre el ligando y el polyplex, la fuerza de union del
ligando-receptor y el numero de ligandos de direccionamiento por polyplex. Se ha utilizado
una variedad de quimicos espa ciadores para unir l os ligandos a | os p olimeros, ya sea a

través de enlaces covalentes o de la interaccion bioldgica estreptavidina y la biotina [181].
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Es i mportante ¢ onsiderar que 1a interaccion | igando-receptor no se v ea afectada porla
conjugacion. P or e jemplo, s e ha r eportado que para los c onjugados de E GF-biotina /
avidina-polilisina, los entrecruzantes c ortos entre el EGF y la biotina interfirieron con la
unién al receptor, no ob stante, observaron que alusarun espaciador de 30 A | la unién
entre ligando- receptor se daba sin obstaculos, dando como resultado, una mayor eficiencia

de transferencia de genes [184].

11.3.3.5 Barreras intracelulares

Cuando el complejo polimero-material genético supera las barreras extracelulares, éste se
internaliza en la célulay e s cuando 1 os ve hiculos de ad ministracion se enfrentan a un
nuevo conjunto de obstaculos intracelulares. Mas del 95% de los vectores se internalizan
[185], solo una fraccién menor al 50%, cumple con su objetivo. Los poliplex generalmente
se internalizan por e ndocitosis y, una ve zenlar uta e ndocitica se fusionan conl os
lisosomas (vesiculas acidas llenas de enzimas de gradativas). Por lo anterior, el DNA y el
vector de ben escapar d e est os co mpartimentos ha ciael citoplasma o en su caso ser
transportados ha cia e 1 ntcleo y atravesar 1 a membrana nuc lear para lib erar e 1 m aterial

genético y ejercer su efecto [186].

11.3.3.6 Endocitosis

En la mayoria de los casos, las nanoparticulas se internalizan a través de endocitosis y la
via endo-lisosomal. Dependiendo de las propiedades de las nanoparticulas [tamafio, forma,
propiedades de la superficie, etc.] y los tipos de células, la endocitosis de las nanoparticulas
puede ocurrir a través de diferentes vias [187]. La endocitosis se puede dividir de manera
general en dos categorias: fagocitosis y pinocitosis. La fagocitosis ocurre principalmente
con fagocitos especializados, como los macrofagos y las células dendriticas, mientras que
la pinocitosis esta presente en todos los tipos de células. La pinocitosis se produce a través

de vias mediadas por clatrina o vias independientes de clatrina. Las vias independientes de
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clatrina pu eden dividirse adicionalmente en  endocitosis m ediada por cav eolas,
macropinocitosis y vias independientes de clatrina y caveolas.

La endocitosis de las nanoparticulas es un proceso complejo y pue de utilizar més de una
via para lograr la entrada celular. Entre estas vias de endocitosis, la endocitosis mediada por
clatrina, y que pasa por la via endo-lisosomal, se considera la via mas comun.

Algunas vi as de e ndocitosis, ¢ omo a lgunos ¢ asos de e ndocitosis y macropinocitosis
mediadas por caveolas, pueden pasar por alto las lisosomas [187]. En estos casos, no es
necesario un mecanismo activo de escape endosomal. Sin embargo, la ruta mas comun de la
endocitosis es a través de la via endo-lisosomal. En esta via, las nanoparticulas comienzan
elt ransito1 ntracelular con  vesiculasde  endosoma tempranas,que s e vuelven
progresivamente 4 cidasa m edida que m aduran (endosomast ardios) [188-190]. La
acumulaciéon de protones en la vesicula ge nera acidificacion hasta que el pH disminuye
entre 5y 6.Y con la fusion de 1os endosomas tardiosy los lisosomas, el pH disminuye
entre 4y 5, por lotanto, el contenido se de gradaria por 1as enzimas en caso de que no
escapara del endosoma.

Las nanoparticulas catidnicas, con una fuerte capacidad buffer en el intervalo de pH 5 — 7,
han de mostrado tener c apacidad de escapardel endosomaat ravés del efecto llamado

"esponja de protones" [140-145,191]

Dentro de 1 os pol imeros que s e hanut ilizado bajo e sta hi potesis, 1 lamada e sponja de
protones, s e e ncuentran | os de ndrimeros de pol ietilenimina (PEI) y pol iamidoamina
(PAMAM) vy estos incluyen una gran cantidad de aminas secundariasy terciarias, y
muestran va lores de pK aentre el pH fisiologicoy e I1isosomal [192-194]. Las endo-
lisosomas se acidifican por la accién de una enzima A TPasa que transporta activamente
protones de I citosol a 1a ve sicula. Estos pol imeros, por 10 t anto, e xperimentan gr andes
cambios en la protonacion durante el trafico endocitico. La hipotesis esponja-proton sugiere
que los polimeros e vitan la acidificacion de las vesiculas endociticas, provocando que la
ATPasa t ransporte m s protone s p ara al canzar el pH de seado. E sta acum ulaciéon de
protones en la vesicula debe ser equilibrada por una afluencia de contraiones. El aumento

de 1a concentracion de iones en el endosoma provoca su hinchamiento y por lo tanto la
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rotura de la membrana, que finalmente libera a las nanoparticulas en el citosol, figura 1
[195].
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Figura 1. A) Copolimero (carboximetilcelulosa f uncionalizado ¢ on a minoacidos y

polietilenglicol) cargado con RNA.b) Escape endosomal del vector car gado con RNA

ribosomal

De acuerdo a lo anterior, es fundamental disefar nanoparticulas cargadas con siRNA que
puedan escapar del endosoma de manera eficiente [147]. Para lograr que siRNA se libere
en el citoplasma, las nanoparticulas necesitan escapar del endosoma en un periodo corto de
tiempo o de lo contrario las nanoparticulas s e de grada o ser ecicla, | o que |l imitarala
eficacia de la adm inistracion de siRNA. Las estrategias para ha cer mas eficiente est e
proceso radican en el cont rolde 1 acom posicion quimica, la m odificacion del as
propiedades de la superficie y tamafo de nanoparticulas [140-145, 191]. En este sentido, el
tamafio de e ndosomas t ipicos € n u na e ndocitosis m ediada por caltrinaesde 100 nm,

mientras que una endocitosis mediada por caveolina es de 50-80 nm [196-197].

11.3.3.7 Transporte de material genético a través del

citoplasmay su liberacion

Unave z quel osv ectores (acarreador de material ge nético) sonl iberados del os
compartimentos endosémicos, los polilplex deben moverse a través del citoplasma hasta el

nucleo. S in e mbargo, enel c itoplasma s e ¢ oncentran p roteinas, m icrotiibulos y ot ros
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organulos, 1 os c uales p ueden di ficultar e | m ovimiento de 1os ve ctores. L os e studios de
movilidad en el citosol mostraron que la di fusion e s de pendiente del tamafio [198]. P or
ejemplo, el DNA con una longitud mayor a 3,000 pares de bases es basicamente inmoévil
[199]. Por lo tanto, se podria esperar que los poliplex relativamente grandes también estén
inmoviles. Este hecho, junto con la degradacion conocida del DNA en el citosol debido a la
presencia d e nuc leasas citosolicas [200], presenta una barrera que a menudo se pasa por
alto para e 1 disefo adecuado de vectores. Los poliplex c argados pos itivamente podr ian
moverse a 1o largo de los microtibulos, proteinas motoras, o b ien podrian depender del

transporte normal de endocitosis para ingresar a la célula [201].

Al igual que el vector protege el DNA de la degradacion enzimatica, una fuerte interaccion
quimica entre el vector y material genético evitan la unidn de las proteinas necesarias para
la expresion génica. Por lo tanto, un vector debe liberar su DNA en la célula blanco. Varios
estudios han de mostrado que al reducir el nimero de cargas positivas en el polimero se
reduce la fuerza de uni 6n entre el polimero y el material genético, |0 mismo sucede al
conjugar cadenas de PEG en los vectores. También se ha demostrado que la disminucion de
la masa molecular del p olimero conduce a un aumento de la expresion génica [124,202-

203].

11.3.4 Liberacion con respuesta a pH

El valor de pH en los tejidos patoldgicos, derivadas del cancer, de una infeccidon o por el
desencadenamiento de una respuesta inflamatoria, es significativamente diferente al tejido
normal. El pH en una infeccion sistémica, de tumores primarios o de tumores a causa de
metéstasis, es mas bajo que el pH que tiene untejido normal, por ejemploel pH e n
condiciones normales es de 7.4 pero este puede bajar hasta 6.5 después de presentar una
reaccion inflamatoria por 60 horas [203-204]. E ste c omportamiento puede ser de gran
utilidad para disefiar materiales que responden a estimulos como el pH, para la liberacion
de material génetico o farmacos.

Los componentes celulares muestran un gradiente de pH transmembranal en condiciones

normales y patologicas, que también se pue den usar parael sum inistro intracelular de
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macromoléculas con potencial terapéutico, como los péptidos antigénicos (se dirigen a la
reconocimiento por e lc omplejo principal de hi stocompatibilidad tipo I, M HC I), 1 0s
oligonucleotidos antisentido (se dirigen al RNAm) o 1os genes correctivos (se dirigen al
nucleo). Se sabe que 10s com ponentes ce lulares como el citoplasma, 10s e ndosomas, 10s
lisosomas, el r eticulo e ndoplasmico, el a parato de gol gi, 1 as mitocondrias y | os ntcleos
mantienen sus propios valores de pH caracteristicos.

Los va lores de pH varian de sde 4.5 ¢ nellisosoma ha sta a proximadamente 8.0 enla
mitocondria, es im portante con siderar estos gr adientes de pH ya qu e los c ompuestos
terapéuticos con pKa entre 5.0 y 8.0 pueden mostrar cambios drasticos en sus propiedades
fisicoquimicas. Para lograr una administracion intracelular eficiente es importante disefiar

materiales que tengan respuesta a pH [205].

Como se menciond anteriormente, en el disefio de vectores no virales para el transporte de
material genético es muy importante que éste ingrese a la célula y posteriormente escape
del atrapamiento endosomal a través del efecto esponja de protones. Es este sentido, se
requiere del di sefio de materiales que escapen de ést e at rapamiento at ravés dela
introduccion de ¢ ompuestos que t enganr espuestaa ¢ ambios de pH que e vitenl a

acidificacion de las vesiculas endociticas [196].

Un ejemplo de este tipo de materiales son los polimeros cationicos, los cuales son capaces
de mejorar el escape endosomal pero pueden llegar a ser toxicos en un ambiente fisioldgico
porque pueden interaccionar con proteinas séricas, sin embargo esta toxicidad se puede
reducir al utilizar polimeros sensibles a pH. Para ayudar al escape endosomal los polimeros
se modifican ge neralmente c on grupos s ensibles al pH donde la relacién de 10s grupos
ionizantes u ot ros gr upos f uncionales s € pu ede a justar y e quilibrar pa ral ograr una
eficiencia de transfeccion optima.

Los grupos amina tienden a cambiar su estado de protonacion a medida que cambia el pH.
Sin embargo, el imidazol y otros grupos sensibles al pH son mas ampliamente utilizados. El
uso de imidazol y o tros gr upos s ensibles al pH pue de di sminuir 1 a cantidad de c arga
superficial positiva en el ambiente fisioldgico, lo que conlleva a reducir la toxicidad y hacer

que las nanoparticulas no sean reconocidas por el sistema inmunoldgico. Davis [206] fue
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uno de los primeros investigadores en utilizar polimeros modificados con imidazol para la
administracion de  siRNA.E 1y s usc olaboradores reportaron unna nomaterial d e
policatextrina | ineal m odificada c oni midazol que c¢ ontiene ¢ iclodextrinapa ral a
administracion de genes y establecieron que existia un mejor escape endosomal con la
presencia de este grupo endosomal. Malamas et al. [207] por su parte disefiaron y evaluaron
un lipido cationico anfifilico sensible al pH a b ase de imidazol para la ad ministracion de
siRNA.Gue tal [208] desarrollaron uns istema de na notransportadores a ba se de
polimeros que cont enia i midazol pa ral ograrel escap e endos omaly lal iberacion
programada de siRNA. En su estudio, se prepar6 un copolimero de bloques inspirado en el
virus de la gripe. Las cadenas de polimero que contienen i midazol fueron capaces de
fusionarse con | a m embrana de 1 e ndosoma paraa yudarale scape. Bennsetal. [209]
utilizaron un polimero en forma de peine poli (L -histidina) con un injerto de poli (L-

lisina) sensible al pH como vector de administracion de genes.

11.3.5 Componentes de los vectores no virales

11.3.5.1 Lipidos cationicos y polimeros

Eluso de lipidos cationicos para el suministro de genes se reportd por primera vez por
Felgner [210]. Se ha evidenciado que la estructura de los lipidos afecta su interaccion con
el DNA e influye en las propiedades de la membrana de los liposomas formados a partir de
esta interaccion y esto tiene una fuerte i nfluencia en la e ficiencia de ad ministraciéon de
genes [211]. Los lipidos catidonicos han sido los vectores sintéticos mas estudiados debido a
su eficiencia de transfeccion relativamente al ta [212]. La " lipofeccion" se ha u tilizado
ampliamente en estudios de administracion de genes tanto in vitro e in vivo, asi como en
muchos ensayos clinicos en humanos [213]. La administracion de genes a base de lipidos,
sin embargo, presenta algunas de sventajas, como la dificultad para fabricar liposomas y
complejos de (DNA-liposomas) reproducibles, toxicidad en algunas tipos de células in vitro

e in vivo y la estabilidad coloidal, especialmente en la administracion sistémica [214].
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Otros materiales ampliamente usados son los polimeros. Las ventajas mas importantes de
usar pol imeros s on la facilidad de procesamiento, l1a productividad y su bajo costo. No
obstante, 1 os polimeros naturales han atraido mas atencion debido al bajo coste, baja
densidad, son biodegradables y no abrasivos.

Los pol imeros ¢ omprenden una variedad de sustancias qui micas que incluyen tanto 1 o0s
materiales disponibles en el mercado como los polimeros disefiados especificamente para la
entrega de ge nes. L a flexibilidad en 1a modificacion qui mica de los pol imeros permite
proporcionar m ultiples f unciones r equeridas pa ral a entregae ficiente de  genes,
biocompatibilidad, facil fabricacion y una formulacion robusta y estable [208].

Los pol imeros cat i6nicos t ienen un gran potencial paralaterapia génica hum ana. S in
embargo, la baja eficiencia de transfeccion de los genes ha limitado su aplicacion clinica

[209].

11.3.5.2 Derivado de la celulosa: carboximetilcelulosa (CMC)
La celulosa (C¢H;9Os)n, esun biopolimero constituido por unidades de B-glucosa unidas
entre si por enlaces 1-4. La celulosa se utiliza principalmente para producir papel y cartén,
sin embargo, solo pequefias cantidades se convierten en derivados de celulosa.
Estos derivados son importantes para diversas aplicaciones industriales, al representar la
principal f uente d e f ibras, textiles, aditivos para alimentos, peliculast ermoplasticas,
explosivos, y para tecnologia farmacéutica y cosmética.
Los factores que afectan las propiedades quimicasy fisicas de 1os derivados dependen
principalmente de 1grado de s ustitucion, el grado de p olimerizacion de | as m oléculas
finales y la polidispersidad. Los derivados de celulosa son usualmente clasificados en dos
clases principales: ésteres y éteres [215].
Los ésteres de celulosa mas representativos son el acetato de celulosa (AC), xantato de
celulosa, acetato propionato de celulosa (APC) y acetato butirato de celulosa (ABC),
siendo el acetato de celulosa uno de los mads utilizados e n aplicaciones i ndustriales
(plastico, pintura y textil).
Los derivados de c elulosa tipo éter son los m s u tilizados en la industria cos mética,
alimenticiay farmacéutica, dentro de 1 os m s utilizados son  la metilcelulosa ( MC),

hidroxipropilcelulosa (HPC), hidroxietilcelulosa (HEC) y la carboximetilcelulosa (CMC).
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Los éteres de celulosa son muy estables a la luz, humedad, calor moderado y alaire, y
dependiendo del tipo de éster, estos suelen ser térmicamente estables hasta temperaturas de
80°-100°C, ademas no muestran toxicidad en ratas, cerdos y humanos por lo que han sido
aprobados porlaF DA ( Food a nd D rug A dministration) ¢ omo a ditivos de a limentos,

cosméticos y productos farmacéuticos.

Los derivados de celulosa que contiene grupos carboxilo, suelen ser fuentes apropiadas
para disp ersiones s6 lidas am orfas, al tener ex celente pe rfil de s eguridad, interacciones
fuertes con particulas de farmacos, la capacidad de adaptarse a la hidrofobicidad a través
de la naturaleza del sustituyente y el grado de sustitucion (DS). L os altos valores de
temperatura de transicion vitrea (Tg), promueve la estabilidad de la formulacion y evitan su

cristalizacion durante el almacenamiento [215-216]

La modificacién quimica es | a ruta mds i mportante para cambiar las propiedades de 10s
biopolimeros naturales. La carboximetilacion de polisacaridos es una de las mas frecuentes
ya que es la ma simple.

La carboximetilcelulosa, Figura 2, se produce a partir de celulosa, donde la materia prima
principal es madera o a lgodon. La celulosa no es solub le la agua, pero la CMC si, esto
como resultado de una reacciéon quimica entre la celulosay el 4cido monocloroacético
(MCA) en presencia de hidroxido de sodio [217]. Este derivado tipo éter esuno de los
mas i mportantes y e suno delos que presen tam ds ba jo costo comercial. Su caracter
higroscopico, a Ita v iscosidad e n s oluciones d iluidas, bue nas pr opiedades pa ra f ormar
peliculas, i nocuidad y e xcelente ¢ omportamiento ¢ omo c oloide pr otector y a dhesivo,
determinan los usos de este compuesto. La CMC puede aplicarse en detergentes, pinturas,
ceramica, industria pe trolera, y sobre todo en la industria alimenticia e f armacéutica. El
grado de sustitucion (DS), asi como su grado de polimerizacion (DP) pueden variar mucho
dependiendo de su aplicacion, pero generalmente el DS estd entre 0.5-1.5. Debido a su
grado de sustitucion y de la alta estabilidad hidrolitica, la carboximetilcelulosa puede ser

esterificada adicionalmente con anhidridos de &cidos organicos.
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La CMC tiene varias ve ntajas debido a su excelente s olubilidad en agua, c apacidad de
formar geles y su funcionalizacion resulta muy accesibley facil por la presencia de
grupos hidroxilo y c arboximetilo. La naturaleza no t6xica y la biocompatibilidad de CMC
son ventajosos para aplicaciones biomédicas [218-219].

En cuanto al uso de CMC como transportadores de genes, se ha reportado su uso mediado
por polimeros cationicos a células de hueso. En estudios in vitro se d emostrd que estos

sistemas no muestran evidencia de toxicidad [220].

R=H or CH,COs Na

Figura 2. Estructura quimica de la carboximetilcelulosa (CMC)

11.3.5.3 Aminoacidos

Los aminoacidos cumplen diferentes funciones, tanto estructural y funcional, forman parte
de las proteinas, y participan en procesos bioquimicos. Un aminoacido se caracteriza por
presentar un grupo amino (-NH>) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos al mismo carbono,
conocido como carbono alfa. Estos dos grupos se pueden ionizar en medio acuoso, siendo
los responsables del anfoterismo de los aminoécidos, es decir, pueden actuar como acidos o
como bases, en funcioén del pH del medio: el grupo carboxilo se comporta como un acido
débil y el grupo amino, como una base débil. Por ello, la carga de los aminoacidos varia en
funcion del pH. A demas, cinco de los aminoacidos presentan otro grupo ionizable en su
cadena lateral: Lys, Arg, His (aminodcidos con carga positiva o ba sicos), Aspy G lu que

son aminoacidos con carga negativa o acidos [221].

35



11.3.5.3.1 Histidina

La hi stidina e s un aminodcido ¢ on un gr upo f uncional imidazol. E s uno de 1 os22

aminoacidos proteinogénicos. La histidina se aislo por primera vez por Albrecht Kossel en
1896. La histidina es un aminoacido esencial en 1os humanos y ot ros mamiferos y es un
precursor de la biosintesis de histamina y carnosina. Este aminoacido y otros compuestos
de i midazol t ienen propiedades an tioxidantes, anti inflamatorias y anti sec retoras. La
eficacia de la L-histidina en la proteccion de tejidos inflamados se atribuye a la capacidad
de las especies reactivas del oxigeno para ser generadas por las células durante la respuesta
inflamatoria aguda. La histidina, cuando se administra en cantidades terapéuticas, ya que es
capaz de inhibir las citocinas y los factores de crecimiento involucrados en el dafio celular.

Se localiza en el centro activo de muchas enzimas, ya que puede actuar donando o captando
protones del sustrato. E sta propiedad se debe a la presencia de un gr upo imidazol en 1a
cadena lateral. A demads, debidoa que el pKaesm enor al pH fisiologico, 1as proteinas
ricas en histidina actGian com ot ampones en los m edios bio l6gicos, por e jemplo la

hemoglobina [222-223], Figura 3.
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Figura 3. Ionizacion de la histidina

11.3.5.3.2 Lisina

La lisina fue aislada de la caseina por primera vez en 1889. Es un aminoacido esencial y es
un componente ba sico de 1 as p roteinas. En los ser es h umanos es ne cesario parae |

crecimiento y | a reparacion de tejidos. La lisina es un aminodcido dibasico con carga
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positiva. Presenta un cardcter antipatico, la parte hidrofobica corresponde a la cadena lateral
que contiene a los carbonos mientras que el extremo de la cadena lateral corresponde a la
parte con una carga positiva. El estado de protonacion del grupo amino y carbonilo cambia
dependiendo del pH, Figura 4. Presenta carga positiva a pH fisiologico.

La lisina forma bases de Schiff, que actiian como intermediarios covalentes en la catalisis
enzimdtica e interviene en launidn de coenzimas al as prote inas. La lisina también se
involucra con otros aminoacidos con carga negativa, como el aspartato, para crear puentes

de hidrégeno que permitan estabilizar a las proteinas [224].

El grupo amino es muy reactivo y a menudo participa en reacciones en los centros activos
de las enzimas. Las proteinas sélo tienen un grupo aminof}, pero numerosos grupos amino
beta. Sin embargo, el m ayor p Ka ha ce que 1as cade nas laterales de lisilo sean menos
nucleodfilas. Algunos efectos especificos en centros activos de la enzima pueden disminuir
el pKa de la cadena lateral lisil tal que se convierte en reactivo.

La cadena lateral de lisina tiene tres grupos metileno, de modo que a pesar de que el grupo
amino terminal se cargard en condiciones fisiologicas, la cadena lateral tiene un caracter

hidrofobo significativo [225].

FOOH  pK1 ,_":F:"" pK2 §07 pK3 foo~

HaN*= GH = HgN - HaN=CH - HaN=CH

pH 6

0 05 1 1.5 2 25 3

Equivalentes de OH-

Figura 4. Tonizacion de la lisina.
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11.3.5.4 Polietilenglicol (PEG)
11.3.5.4.1 Estructura y propiedades

El PEG es un poliéster lineal o ramificado con un grupo hidroxilo en cada extremo, Figura
5. Es un polimero altamente soluble en agua y en diferentes disolventes orgénicos. Siendo
un polimero no téxico, inerte y noi nmunogénico, esta aprobado por la FDA (Food and

Drug Administration) para su administracion en seres humanos [226].

HO\’(/\G/\}“KO'-'

Figura 5. Estructura quimica del polietilenglicol (PEG)

Dentro del area farmacéutica se ha utilizado ampliamente dur ante 1os ltimos afios para

mejorar las propiedades fisicoquimicas de las proteinas y de las drogas terapéuticas.

11.3.5.4.2 Pegilacion

En la década de 1970, Davis et al [227] estudiaron la conjugacion de polietilenglicol con
las proteinas, actualmente esta técnica es conocida como P EGilacion [228], éste es un
término que se ha utilizado para hacer referencia a 1a funcionalizacién de una proteina,
péptido o polisacarido c onuna o m as moléculas d e polietilenglicol. E ste p roceso
tecnologico ha impactado fuertemente a la industria bio-farmacéutica, ya que la PEGilacion
mejora las propiedades de las proteinas debido a que aumenta su vida media, aumenta la
solubilidad y1ar esistenciaa un ataque pr oteolitico, r educe e I reconocimiento por el
sistema inmune, aumenta su solubilidad y e stabilidad. Este fendémeno se explica debido a
la exp ansion del r adio hidrodindmico del ¢ onjugado ( proteina- PEG), ge nerado porla
capacidad quetieneel P EG de coor dinar nu merosas moléculas de aguay de laalta
flexibilidad de su cadena polimérica [229]. El PEG es facilmente desechado por el cuerpo
através del rindén (pesos moleculares d el polimero menores a 20 KDa), o de 1 higado

(pesos moleculares arriba de 20KDa) [230].
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La bioconjugacion con polimeros solubles en agua mejora el aclaramiento plasmatico y la
distribucion corporal, lo que aumenta los efectos terapéuticos y disminuye posibles efectos
secundarios.

La pegilacion ha sido la técnica més exitosa para mejorar las propiedades terapéuticas de
las macromoléculas [231]. Muchos de 1os beneficios de la PEGilacion de proteinas estan
ligados a las propiedades del PEG. Se han utilizado métodos quimicos y enzimaticos para
llevarla a cabo [232], pero para p oder realizar este proceso es importante p artir de un

PEG activado, siendo el metoxi-PEG (mPEG) el mas utilizado, Figura 6 [233].
CH:—(OCH 2CH,),—OH

Figura 6.Estructura del polimero, metoxi- PEG

El PEG activado puede unirse a un sitio especifico de las proteinas, generalmente sobre un
grupo a mino, sulthidrilo u ot ro gr upo nuc leofilico. Elsitio preferido pa ra r ealizar | as
modificaciones es el grupoaminode lalisinaoe 1grupoN - terminal de I a cade na
polipeptidica, s in e mbargo, 1 a m odificacion quimica mas cominse daen los grupos &-
aminos de los residuos de lisina, esto se debe a que una proteina tipica contiene una carga
de lisinas del 10% del total del aminoacido en la proteina, su disponibilidad favorece 1a
conjugacion entre PEG -proteina [232-233]. La pegilacion del grupo amino de la proteina
genera un alto nimero de isdmeros a causa del alto nimero de sitios activos en la proteina,
esto dificulta la posibilidad de obtener un numero especifico de aductos, lo cual también
genera problemas en la purificacién del conjugado. Es por eso que es importante generar
reacciones | o0 mas selectivas posibles que pr oduzcan uns olo ¢ onjugado s in a lterar | as
propiedades fisicoquimicas de la proteina de interés. Una forma de controlar la reaccion es
a través de cambios en el pH, la conjugacion de los grupos e-amino de las lisinas con PEG
se favorece a pH basicos mientras que la conjugacion del amino N —terminal con PEG se
favorece a pH acido [234].

Para realizar la pegilacion las variables a optimizar son la estructura y tamafio del PEG ya
que est o p uede | imitar | a reaccién. Lar amificacion de los PEG i ncrementa el pe so

molecular de la proteina-PEG y también puede limitar 1a disponibilidad del PEG con la
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proteina. Existen otros factores que pueden limitar el proceso como: tiempo de reaccion,

pH, temperatura, concentracion del PEG y de la proteina [234].

Existen diferentes PEG funcionalizados y s uuso dependerd del tipo de reaccién que se

desee efectuarentre el PEG y laproteina (puede reaccionar con 1 os gr upos amino

terminal, e-amino o sulfuros) Tabla 4.

Tabla 4. Derivados de polietilenglicol

Estructura

Propiedades

0
PEG/\)J\H

PEG- aldehido

Tiene dos etapas de reaccion, el primer producto (una
based eS hiff) aN ACNBH;
(Cianotrihidridoborato de sodio) Se realiza a pH 4.5-5

esr educido

y solo reacciona con los grupos a-amino.
-modificacion s obre e 1 grupo a mino (mantienel a

carga nativa de la proteina)

Cl

N=—
PEG—0— N
N

Cl

PEG-diclorotriazona

Yan o es empleado en aplicaciones terapéuticas
debido a su toxicidad.
- modificacion s obre e | gr upo a mino [Mantiene | a

carga nativa de la proteina]

PEG—0—S0,—CH,CF;

PEG-tosi

Noes muyu sado p orque g eneram ezclas de
productos.
- modificacion s obre e 1 gr upo a mino [Mantiene | a

carga nativa de la proteina]

0 0
PEG—0—cH,cH,——0su

PEG-Succimidil succinato

El enlace éster entre el acido succinico y el PEG es
facilmente hidrolizable.
-modificacion sobre el grupo amino [pérdida de la

carga positiva de la proteina]

0
PEG—DJLDO NO,

Lenta reactividad
- modificacion s obre e 1 grupo a mino [pérdidade la

carga positiva de la proteina]

40




-PEG-p-nitrofenilcarbonato
O Genera enlaces est ables,p erot ambiénp uede
reaccionar con aminas a pH mayor a 8.
PEG—N 1 -modificacién sobre el grupo tiol
O
PEG-maleimida
- Es el mas especifico para reaccionar con grupos tioles.
PEG—S—5 \I"-.I / -modificacion sobre el grupo tiol
PEG

11.3.5.4.3 PEG oligonucleotidos

El de sarrollo de algunosnue vos farmacos incluyee I usode ol igonucleotidos,
principalmente ol igdmeros a ntisentido y aptameros, debido a su alta selectividad en el
reconocimiento de blancos. Sin embargo, in vivo presentan una vida media muy corta, esto
se debe a su baja estabilidad frente a exo y e ndo-nucleasas. Otra desventaja es el tamafio
del ol igonucle6tido (moléculas pe quenas), ha ciéndolo m 4s propenso a una e xcrecion
rapida.

La molécula de PEG generalmente se une a los grupos hidroxilo del 4cido nucleico a través
de espaciadores, la funcionalizcion con PEG incrementa la estabilidad hacia la degradacion
enzimatica, prolonga el tiempo de circulacion en plasma y mejora la p enetracion en las
células. El PEG ayuda a enmascarar la carga negativa de los oligonucleotidos.

El uso de cadenas largas de PEG conlleva a que el siRNA esté mas protegido a frente a la
degradacion por nucleasas, aunque la eficiencia en el silenciamiento disminuye. Mientras

que el comportamiento con cadenas cortas de PEG, sucede lo contrario [235-236].
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11.4 Enfermedades neurodegenerativas- Ataxias espino cerebelosas
(SCAYs)

Las at axias espino  cerebelosas ¢ onstituyen ungr wupode t rastornos hereditarios
neurodegenerativos, de herencia a utosémica do minante, g enerando d afios t anto ene |
cerebelo como en el t allo encefilico. Las eva luaciones cl inicas m uestran signos
piramidales (relacionado con sistemas motores voluntarios) o extrapiramidales (relacionado
con sistemas motores involuntarios), of talmoplejia, disartria, y pé rdida de 1a sensibilidad
profunda. La ataxia puede ser clasificada de acuerdo a su causa en congénita, hereditaria y
esporadica [237].

Las S CAs fueron clasificadas en tres diferentes grupos de acuerdo a las caracteristicas
clinicas. Sin embargo, se han identificado los diferentes genes para cada patologia, asi que
la clasificacion actual estd basada en el andlisis genético-molecular, de las cuales se han
identificado 43 variantes de SCA pero conforme se de scubren otros genes se identifican
nuevas variantes (cada tipo se nombra con la abreviacion SCA mas el nim ero arabico
correspondiente a 1 nit mero de locus (posicion fijae n el c romosoma)). La mutacion
genética da lugar desde la variante SCA1 hasta SCA43. El tipo de SCA3 es uno de los mas
frecuentes y conocidos, las variantes desde SCA9 hasta SCA44 son las menos comunes.
De acuerdo al tipo de mutacién, se describen tres categorias de SCAs: 1) SCAs causadas
por e xpansiones de r epeticiones C AG e n r egiones ¢ odificantes, 2) SCAs caus adas por
expansiones de repeticiones en regiones no codificantes, 3) SCAs causadas por mutaciones
convencionales. Siendo la primera, la mas frecuente y la mas estudiada, representa el 50%
de la poblacion afectada en el mundo; estas SCAs consisten en una expansion de unidades
repetidas de 1 trinu cleotido CGA (citosina-adenina-guanina), 1 o cual i mplica una m ayor
incorporacion de segmentos de poliglutamina (poliQ) en la proteina codificada por cada
tipo de SCA, oc asionando un  mal pl egamiento a si c omo | a f ormacion de a gregados
proteicos que alteran la funcional neuronal, es por ello que existe un nimero especifico de
unidades repetidas que representa el limite entre 1o normal y un e stado patologico para
cada dif erente at axia u ot ro pa decimiento neurodegenerativo ¢ omo | a e nfermedad de

Huntington [238-240], Tabla 5 .
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Tabla 5. Enfermedades causadas por el nimero de unidades repetidas de trinucleétidos

Enfermedad | Trinucleotidos | Unidades | Unidades

repetidos repetidas | repetidas
(Normal) | que causan un
padecimiento

Huntington CAG 11-34 40-121

SCAI CAG 6-39 40-82

SCA2 CAG 15-24 32-200

SCA3 CAG 13-36 61-84

SCA6 CAG 4-20 20-29

SCA7 CAG 4-35 37-306

SCA17 CAG 25-42 47-63

Kennedy CAG 9-36 38-62

El inc remento anormal de los trip letes e sta re lacionado con el de sarrollo de m ultiples
enfermedades, como ataxias, Huntington, Kennedy, etc que se caracterizan generalmente
por una degeneracion neuronal y muscular.

Existe una prevalencia mundial de SCA de 5-7/1000,000 habitantes. La incidencia va a
depender del tipo de ataxiay de 1 fenémeno ge nético de la poblacion. Se reporta que la
ataxia mas comuin en el mundo corresponde a la tipo SCA3 abarcando aproximadamente el
21% de los casos, seguido de la ataxia tipo 2 (SCA2) y SCA6 que representan el 15 %. La
SCA2 prevalece sobre todo en ciertas regiones de Cuba, India, Australia, Martinica, Tunez,
Alemania, I talia, P olonia y surde Brasil, no ob stante, este pa decimiento también se
encuentra en | apob lacion mexicana y  se cons iderauna de 1as m &s f recuentes,
presentandose en 45% de la poblacion [241-242].

Los sintomas mas comunes para las SCAs son los problemas de coordinacion y equilibrio,
sin embargo, no se cuenta con una terapia eficaz y mucho menos una terapia especifica
para cada variante de SCA. En la actualidad se recomienda fisioterapia (para ayudarala
movilidad, mejorar el hablay parallevara cabo tareas delavida diaria) oelusode
medicamentos para disminuir el temblor, rigidez, fatiga, dolor, mareo, trastorno del suefio y
espasmos m usculares. Uno d e los m edicamentos que s e uti lizan es e | ¢ lorhidrato de
buspirona e | ¢ ual ha d emostrado una r egresion pa rcial del ¢ uadro clinico [243-244].
Durante 1 a siguiente se ccion solo se hard énfasis en la ataxia spino cerebelosa tipo 7

(SCA7) ya que el disefio del siRNA que se usara en el desarrollo de este proyecto.
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11.4.1 Ataxia espino cerebelosas tipo7 (SCA7)

LaSCA 7 esun desorden degenerativo caracterizado por la de generacion del cerebelo,
tallo cerebral y retina. Pertenece al grupo de las ataxias espino cerebelosas, sin embargo,
este tipo de ataxia se asocia mas con un dafio severo de los fotoreceptores de la retina que
conduce a la pérdida de la vision.

La SCA 7 la causa una expansion repetida del triplete CAG en la region codificante del gen
ATXNT7 que se localiza en el cromosoma 3 p12-p21, el cual consta de 13 exones de DNA
genomico. Este gen codifica para una proteina de 892 a minoacidos denominada ataxina 7
[245], cuya funcidn es desconocida, sin embargo, el tamafio de la proteina dependera de la
longitud de 1 a pol iglutamina, e s decir, de 1 ac antidad de e xpansiones r epetidas de 1
trinucleotido que van de 37 a 200 repetidos en alelos anormales (en alelos normales el
intervalo es de 4 a 27). La ataxina 7 se encuentra en el citoplasma y nucleo de células

nerviosas en algunos tejidos no neuronales.

LaSCA 7 esuna de las ataxias autosémicas menos comunes encontradas en el mundo,
conuna pr evalencia de 1/ 1000 00 [246],1 a pr oporcion de S CA tipo 7 representa
aproximadamente el 2% en Australia [247], 2.7% en Taiwan [248], 30.3% en el sur de
Africa [249] y el 85.94% en México [250]. Desafortunadamente se ha identificado una alta
prevalenciaen lapo blacion mexicana, en 5 di ferentes ¢ omunidades di stribuidas
geograficamente e n una pe quefia regién de 1200 Km? en el sureste d e México (region
Central del Estado de Veracruz, sobresaliendo la comunidad Tlaltetela) con una prevalencia

de 817.14/100000 habitantes [250].
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Capitulo 111

I11. Metodologia

Materiales

La car boximetilcelulosa (CEKOL 700 (7CMC), PM-70000; C EKOL 30 (3CMC), PM-
80000; gr ado de s ustitucion (DS) =0 .82) se obt uvo de C Pkelco. A cido ¢ lorhidrico,
acetonitrilo, ¢ ter di etilico, m etanol, t ween 80, poli (etilenglicol) metil éter (mPEG-OH,
PM= 2000), 1 -etil-3- (3-dimetilaminopropil) -carbodiimidaH Cl (EDC HCI),N -
hidroxisuccinimida ( NHS), 4 di metilaminopiridina (DMAP), s olucion s alina tamponada
con f osfato (PBS), hi dréxido de s odio, L -lisina, L-histidina, NaOH, HCly los
oligonucleodtidos especificospa ra A taxinay = GAPDH ( Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa se a dquirieron de S igma-Aldrich. Elr eactivo de RNA RiboGreen de
Quantum (Incluye R NA ribosomal) y el kit Taq DNA p olimerasa se c ompro6 en F isher
Scientific, Inc. Els iRNA seo btuvé de ambion (AM16706). El agua DE PC
(dietilpirocarbonato), glucosa, suero fetalb ovino (FBS), reactivo MTT ( 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; ¢ olor a marillo), i sopropanol, buffer de c¢ arga
(glicerol 3 0%, a zul d e br omofenol 0.25% , xileno cianol 0.25% ), a garosa, ¢ tanol,
cloroformo, trizol, buffer de DNAsa (Tris 10 mM- EDTA 10 mM (10:1)), DNAsa, EDTA,
TAE 1x (0.04 M de tris- acetato y 0.001 M de EDTA), bromuro de etidio (0.01 pg/mL)y
Kit SuperScript III fueron c omprados e n invitrogen. L as células Hela se adquirieron de

ATCC.

I11.1 Sintesis de los polimeros, 7CMC-PEGy 3CMC-PEG
La muestras 7CMC-PEG y 3CMC-PEGQG se sintetizaron como sigue: La CMC (1.2 mmol de
acido) se disolvid en agua (30 ml) y se ajusté el pH a 5 (solucion de HCI), posteriormente
se adicion6 EDC HCI (1.4 mmol), NHS (1.4 mmol) y DMAP (0.2 mmol), todos disueltos
en 4 ml de agua. La solucién se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente y se protegio

de la luz. Al cabo de una hora se adiciono el reactivo de PEG-OH (0.36 mmol) (disuelto en
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4 mlde agua), a lasolucion previamente preparada. L areaccion se dejo en agitacion
durante 1 a noc he ¢ on proteccion de 1a 1uz, pos teriormente e | pr oducto s e pr ecipitd c on
metanol y se lavo con una mezcla de acetonitrilo y éter dietilico (90:10). El producto lavado
se disolvid en agua y se precipitd nuevamente en metanol, se filtrd y se seco a temperatura
ambiente [251]. Se realizo un analisis estructural con *C RMN 'y FTIR para confirmar la
presencia d e P EG. 3CMC-PEG se si ntetizd con el m ismo procedimiento m encionado

anteriormente, Figura 6.

1)Ajustara pH5
2)EDC HCI/NHS/DMAP
Ho-HO HO, 3)PEG-OH Ho-HG, ‘{SL//YLF
H,O, T. amb.
O

Figura 6. Esquema de la funcionalizacion de carboximetilcelulosa con polietilenglicol y
aminoacidos

Las muestras fueron etiquetadas como:

-7TCMC-PEG (carboximetilcelulosa de  alto pe so molecular f uncionalizado con
polietilenglicol)

-3CMC-PEG (carboximetilcelulosa de ba jope so molecular f uncionalizado con

polietilenglicol)
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111.2 Sintesis de los polimeros 7CMC-PEG-Lis, 3CMC-PEG-Lis, 7CMC-PEG-
Hisy 3CMC-PEG-His
Los copolimeros (carboximetilcelulosa y polietilenglicol) se funcionalizaron con 30% de
lisina e histidina. Se disolvieron 7CMC-PEG o 3CMC-PEG en aguay se ajusto el pH a 5.
Enseguida se agregaron los siguientes reactivos: HC1 EDC (1.4 mmol), NHS (1.4 mmol) y
DMAP (0.2 mmol), todos disueltos en 1 ml de agua. Después de 1 hora, se afiadieron 0.36
mmol de aminodacido, histidina o lisina, figura 6. La reaccion se dejo en agitacion durante
una noche con proteccion de la luz. El producto obtenido se precipitdé con metanol y se lavod
con una mezcla de acetonitrilo y éter dietilico (90:10). Nuevamente se disolvio en agua 'y se
precipitd en metanol, se filtrd y se secd a temperatura ambiente [251].
Las muestras fueron etiquetadas como:
-7TCMC-PEG-Lis ( carboximetilcelulosa de al to peso molecular f uncionalizado con
polietilenglicol y lisina)
-3CMC-PEG-Lis (carboximetilcelulosa de ba jo pe so m olecular f uncionalizado ¢ on
polietilenglicol y lisina)
-7TCMC-PEG-His ( carboximetilcelulosad e a lto peso molecular f uncionalizado con
polietilenglicol e histidina)
-3CMC-PEG-His ( carboximetilcelulosa de b ajo peso molecular f uncionalizado ¢ on

polietilenglicol e histidina)

111.3 Preparacion de las nanoparticulas
Las nanoparticulas se prepararon disolviendo 3 m g del copolimero (carboximetilcelulosa-
PEG-aminoécido) en 2.5 ml de una solucion de tween 80 al % 6. La solucion al 6% se
prepar6 diluyendo tween 80 en agua desionizada estéril. Las muestras se sonicaron durante
2 hys e centrifugaron a 12,000 rpm durante 30 min. L as nanoparticulas obtenidas se re-

suspendieron en agua desionizada estéril [252].

111.4 Caracterizacion de los copolimeros

Las muestras se car acterizaron por dispersion de rayos X a angulos pequefios (SAXS),

espectroscopia de infrarrojo (FTIR), resonancia m agnética nuc lear en estado solido °C
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(RMN MAS), analisis te rmogravimétrico (TGA) y microscopia e lectrénica de ba rrido
(SEM). Las nanoparticulas obtenidas de l1os copolimeros se car acterizaron por dispersion

dinamica de luz (DLS) (se midio el potencial Z y el tamaiio de particula).

111.4.1 Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-

ATR)
Los espectros F TIR de 1os productos obtenidos se obtuvieron a temperatura ambiente en
una ventana espectral de 4000 a 400 cm™. Se us6 un e spectrometro, ATR-FTIR (con un

ATR de diamante, espectrometro Brucker FTIR), con una resolucién de 4 cm™.

I11.4.2 Resonancia magnética nuclear en estado sélido de **C con giro al

angulo magico (“C RMN MAS).
Los espe ctros de °C CP RMN M AS se obtuvieron a una frecuencia L armor de 100.58
MHz utilizando un espectrometro Bruker Avance 300 con una sonda MAS de polarizacién
cruzada (CP) que gira a una velocidad de 5 kHz. Se us6 un tiempo de contacto de 5 ms, y

pulsos /2 de 5 ps. Los desplazamientos quimicos fueron referidos a TMS (trimetilsilano).

111.4.3 Andlisis termogravimeétrico (TGA)
Las curvas TGA se obtuvieron en un equipo TA Instruments Q500. El andlisis se realiz6
en un intervalo de de 30 a 900 ° C, con una velocidad de calentamiento de 10 °© C / min, en

atmosfera de nitrogeno con un flujo de 1.0 ml / min.

111.4.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)
Se obt uvieron micrografias de 1os materiales en un microscopio e lectrénico de b arrido
(SEM Jeol 7600) que opera a un voltaje de aceleracion de 15KV. Los aumentos fueron de
50x y 20x

I111.4.5 Tamario de particula y del potencial Zeta
El didmetro hidrodinamico promedio, el potencial Zeta y el indice de polidispersidad (PDI)

de las nanoparticulas se midieron mediante andlisis de dispersion dindmica de luz (DLS)
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utilizando Zeta sizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). Todas las mediciones se realizaron
a 25 ° C con agua desionizada y estéril, a un angulo de deteccion de 90 ° C (para el tamano
y PDI) y 120 ° C para el potencial Zeta. Los datos de medicion se expresaron como: media

+ desviacion estandar

111.4.6 Dispersion de rayos X a &ngulo pequefios (SAXS)
Se obtuvieron perfiles de dispersion de rayos X a angulo pequefio utilizando una camara
Kratky acoplada a un tubo de 4nodo de cobre. La distancia entre la muestra 'y el contador
lineal fue de 25 cm; se utiliz6 un filtro de Ni. La muestra se introdujo en un tubo capilar. La
intensidad I (q) se midi6 durante 9 min para obtener una buena calidad e stadistica. Los
datos SAXS se procesaron con el programa ITP [253-255] donde el angulo de dispersion
(q) se define como q = 2msinb/A, donde Oy A son el d&ngulo de dispersion de los rayos X
y la longitud de onda, respectivamente. La funcion de distribucion de forma y t amaiio de
los objetos dispersos se estimo a partir de la grafica de Kratky, q°I (q) contra q. Finalmente,
la dimension fractal de los objetos dispersos se estim6 a partir de la pendiente de 1a curva

log I (q) vs log (q) [256-257].

111.5 Encapsulacion del material genético
Las na noparticulas s e suspendieron e nuna s olucion de RNA ribosomal (1 ml de una
concentracion de 100 ng / ml). La solucion se incubd a 8 © C durante 10 minutos. Después
lam ezclasecentr ifugd a 12 ,000r pmd urante 30 m inutos pa ras edimentar la s
nanoparticulas. El sobrenadante se retir6 y se analiz6 con el kit Quantit Ribo Green. La
cantidad de RNA ribosémico en el sobrenadante (w) se extrajo de la cantidad total de RNA
ribosomal agregado (w, 100 ng ). El por centaje de e ficiencia (E) del RNA ribosoomal

atrapado en las nanoparticulas se calculd utilizando la férmula.

_cantidad total de RNA ribosomal (w)—RNA ribosomal en el sobrenadante [w
cantidad total de RNA ribosomal [w]

E 1100
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La medicion de la concentracion del acido nucleico se realizé en un e spectrofluorémetro
(Synergy HTX, multi-mode reader), con una fluorescencia maxima de excitacion y emision

de 500 y 525 nm respectivamente.

En el caso de las nanoparticulas cargadas con siRNA. Las nanoparticulas se sus pendieron
en 1 mL de agua DEPC y seadicion6 3 p L de una concentracion 10 nM de siRNA. La
solucion se incub6 a 8 ° C durante 10 minutos y después la mezcla se centrifugd a 12,000
rpm durante 30 minutos para sedimentar las nanoparticulas. El sobrenadante se retird y se
analiz6 con el kit Quantit Ribo Green. Los datos de medicion se expresaron como: media +

desviacion estandar.

111.6 Evaluacion de la estabilidad de las nanoparticulas
Las nanoparticulas c argadas con RNA ribosomal s e s uspendieron en s olucion buf fer de
fosfatos estéril (PBS) aun pH ajustado de5, 6y 7.4 (el pH delmedio de fosfatosse
modificod utilizando NaOH 0.1 M o H C1 0.1M). La mezcla se sonic6 dur ante 1 h. L as
nanoparticulas se al macenaron a 8§ ° C durante una semana. El tamafio de particulay el
potencial Zeta de los polimeros cargados con RNA ribosomal se midieron a varios tiempos

(1 hora, 24 horas y 1 semana).

I11.7 Caracterizacion bioldgica en células HelLa

Se utilizaron células HeLa para realizar las pruebas bioldgicas. Las células se cultivaron en
cajas estériles y se utilizéo un medio de crecimiento compuesto por MEM, 1% penicilina
/estreptomicina, 2 mM de glucosay 10% de suero fetal bovino (FBS). L os cultivos se
incubaron en una atmosfera de 5% CO, y 95% de aire a una temperatra de 37°C.

Una vez que se cultivaron las células y quieran sembrarse para realizar un experimento en
especifico, se retira el medio de las células y se lava con buffer de fosfatos (PBS), luego se
adicionan 200pL de tripsina'y 200 p L de PBS, después de 1 min, se retira la tripsinay se
comienzan a despegar las células con 1 mL del medio.

Teniendo estandarizado el tratamiento de estos cultivos y con un numero considerable de

células (170000 mil) se comenzaron los experimentos.
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Antes de comenzar los ensayos, el material y soluciones preparadas fueron esterilizados en
una autoclave con agua D EPC (dietilpirocarbonato; 0.1%). L os ensayos se r ealizaron en
condiciones estériles en una cdmara de flujo laminar. Los copolimeros se esterilizaron con

luz UV durante 10 minutos antes de incorporar el material genético.

111.7.1 Evaluacion de la viabilidad celular
Para eva luar 1 avi abilidad celular, seuti lizo el ensayode MTT (Mide la f uncién
metabolica de las células usando una sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio; color amarillo) el cual es reducido por la actividad metabolica de
las células a un formazano del MTT (color violeta). Primero se sembraron las células HelLa
en una placa de 96 pozos con 5000 mil células en cada pozo, se adiciondé medio MEM y se
dej6 incubando por 24 horas. Posteriormente se retiré el medio de las células, se lavaron
con 200 p L de una solucién de b uffer de fosfatos (PBS). Después se incorporaron 1as
nanoparticulas a di ferentes concentraciones e ncada poz o (2 pg/mL, 60 pg/mL, 300
pug/mL, 1500 ug/mL y 7500 ug/mL). Se dejoé incubando durante 24 horas, después se retird
el medio, se lavo con 200 pL de PBSy posteriormente se adicion6 10 pL del reactivo
de MTT a cada pozo. Se dejo incubando dur ante 4 ho ras y pos teriormente se retir6 el
medio cuidadosamente. A cada pozo se le adicion6 200 pL. de HCI 4 mM en isopropanol
al 100% . Se dejo incubando a temperatura ambiente durante 15 m inutos hasta que se
disuelvan los cristales. Finalmente se r ealizd la mediciéon en un equipo (Synergy HTX,

multi-mode reader) para leer la absorbancia a 570 nm.

El siguiente procedimiento experimental consiste en varias etapas para finalmente evaluar
la expr esion del R NA  mensajero que codi fica pa ra a taxina. Primero ser ealiz6 la
transfeccion de los po limeros car gados con si RNA a cél ulas H eLa, posteriormente la
extraccion de R NA, t ratamiento de R NA con D NAsa, s intesis de ¢ DNA uti lizando
SuperScript III, RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) de

GAPDH y ATAXINA vy finalmente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa.
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111.7.2 Transfeccion de los copolimeros cargados con siRNA a ceélulas
HelLa
Para realizar la transfecicon se utilizaron células HeLa con una confluencia del 70%. S¢
retird6 el medio y selavd con P BS. Posteriormente se adici onaron las na noparticulas
cargadas con siRNA y se dejaron i ncubando d urante 24 h oras. L as nanoparticulas se
prepararon a una concentracion de 60 pg/mL y posteriormente se cargaron con 3 uL de

una concentracion de 10 nM de siRNA.

111.7.3 Extraccion de RNA

El reactivo de trizol se utiliza para obtener RNA total de células y tejidos. Se trata de una
solucion m onofésica de f enol e 1 socianato de gua nidina. E ste r eactivo mantiene | a
integridad del RNA mientras se rompen las células y se disuelven componentes celulares,
también tiene actividad contra RNAsas para evitar la degradacion de la muestra.

Después de 24 hor as de incubacion de las células HeLa con las nanoparticulas cargadas
con siRNA, se retird el medio y se lavo con PBS, después de este tratamiento se adiciond 1
mL de triazol, posteriormente se adiciond 200 pL de cloroformo, se mezcld y se incubd
durante 5 m in a temperatura ambiente. Después se centr ifugd durante 15 mina 11000
rpm a 4°C. Se obtuvieron dos fases, una organica y una fase acuosa. Se recupero la fase
acuosa, evitando tomar la interfase. El RNA se mantiene en lafaseacuosaelcual se
recuperd por medio de precipitacion con 1 mL de isopropanol. Se dejo incubando durante
10 min a temperatura ambiente, se centrifugd durante 15m ina 11000 rpm a4°C,y se
desecho el sobrenadante. Posteriormente se ag regd 750 plde etanol al 75% (con agua
previamente tratada con DEPC al 0.1%) para lavar el RNA. Se centrifug6 durante 10
mina 850 00 rpma 4°C,s ede sechd els obrenadante yde jo secar | a pastilla
aproximadamente 5 min a temperaturaa mbiente e nc ampana de f lujo | aminar.
Finalmente se r ealiz6 la cuantificacion de 1pL de 1a muestra donde I a relacion de 1as
absorbancias en promedio medidas 260/280 nm es de 1.8, y la verificacion de la integridad
del RNA en un gel de agarosa al 1% (agregar al pozo 1uL de RNA, 4uL de H,O y 2uL de
buffer de carga (glicerol 30%, azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol 0.25%). En este
deben observarse claramente las bandas 28 s y 18 s. El RNA extraido se conservo a una

temperatura de -20°C para posteriormente realizar un tratamiento con DNAsa.
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111.7.4 Tratamiento de RNA con DNAsa
Se coloco 1 pg de RNA en un tubo estéril y se adiciond 1 pL de buffer de DNAsa (Tris 10
mM- EDTA 10 mM 10:1) y 1 pLL de DNAsa (10 mg/uL), se dejé incubando a 37°C durante
30 min, posteriormente se afiadi6 1 pL de EDTA (10 mM) y se dejo6 incubando por 65°C
por 10 min. Finalmente, este se conservéd a una temperatura de -20°C para el experimento

posterior que es la sintesis de cDNA.

111.7.5 Sintesis de cDNA utilizando SuperScript 111
Mediante este Kit es posible sintetizar cDNA a partir de RNA con contenido desde 100 pb
a mas de 12kb. La sintesis se realizo utilizando primers de genes especificos.
Se realizaron dos mezclas, la primera corresponde a la mezcla de RNA para desnaturalizar,
para ello se adicion6 1 uL de RNA (concentracion de aproximadamente 100 ng/mL), 1
uL de oligo dT (0.5 pg/uL), 1 uLL de ANTPs (desoxinucledtidos trifosfato; 10 mM), 10 L
de H,O cbp. La segunda corresponde a la mezcla complementaria para la sintesis de cDNA,
se adiciond 2 pL de buffer 10X RT (100 mM de Tris-HCI (pH 9.0), 500 mM KCly 1%
Triton), 4 u L de M gCl, (25 mM), 2 uL de DTT (ditiotreitol; 1M), InL de RNAsa (40
U/uL) y 1 pL de superScript III RT (enzima, 200 U/uL).
Una ve z preparadas | as mezclas de reaccion, se utilizé el programa r tpcrinvitrogen del
termociclador Veriti. La mezcla 1 se coloco en el termociclador y se dejo incubando a
65°C durante 5 min, después de este tiempo, se colocaron los tubos en hielo du rante 1
minuto y s e adicion6 1 0 pL de la mezcla 2. Los tubos nuevamente se coloc aron en el
termociclador a 50° C durante 50 min, para finalizar lar eaccion se debe aum entar 1a
temperatura a 85°C durante 5 min. Al finalizar la reaccion las muestras se congelaron a -
20°C para experimentos posteriores.

111.7.6 RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa) de GAPDH y ATAXINA

Una ve z obtenido el cDNA sellevd acabo lareaccion de R T-PCR para ob tener | os
amplicones de AT AXINA y GAPDH (control de carga). Para ello se mezcl6 1.25 p L de
buffer 10X (200 mM detrisHCI(pH 8.4) y500 mMde KCl), 0.25 n L de dN TPs
(desoxinucledtidos trifosfato; 10 m M), 1.2 p L de oligo Fw (10uM), 1.25 nL de oligo R
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(10uM), 0.125 nL de Taq polimerasa (5 U/uL), 0.75 pn L de M gCl, 25 mM), 6.63 p L de
H,Oy1lp Lde cDNA (concentracion de 500 nM ) . Posteriormente se coloc 6 en el
termociclador (se utilizé el programa rtpcrinvitrogen del termociclador Veriti) bajo las

siguientes condiciones, figura 7.

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados fueron:
ATAXINA

5’- CCCTGCTGAATCCATCAAGA- 3’ [forward]

5'- AGGCTTCCAAACTTCCTGGG- 3’ (reverse)

GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa)
5'- TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG- 3’ (forward)
5’- TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT- 3’ (reverse)

A B

94°C,Smin - 11X 94°C,Smin - 1y
94°C, 30 s 94°C, 30 s

62°C,30s 64°C, 30 5

72°C,30 s 25K 72°C,30s | 2%
72°C,10s L 1x 72°C,10 min . 1x
4°C, == 4°C, oo

Figura 7.a) condiciones de RT-PCR para GAPDH, b) condiciones de RT-PCR para
ATAXINA (sugerencia del fabricante (kit taq DNA polimerasa ).

111.7.7 Electroforesis en gel
Se prepar6 un gel de agarosaal 1 % con TAE 1x (0.04 M de tris- acetato y 0.001 M de
EDTA). Una vez disuelta la agarosa en el TAE 1x, se adicion6 1.6 uL de bromuro de etidio
(1.25 uM). Unave zque el gel polimerizod, e steseco loco dentro de una c d&mara de
electroforesis y se cubrié con una solucion de TAE 1x. Luego en cada pozo del gel se

adiciond la muestra preparada (SuL de cDNA y 1 pL de buffer de carga (glicerol 30%,
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azul de br omofenol 0. 25%, xileno cianol 0.2 5%). P osteriormente la muestra se de jo
corriendo a 60 mV durante 40 min. Después de 1 hora, el gel se observd en luz UV en el

equipo fotodocumentador (BIO-RAD modelo 680).

111.7.8 Estabilidad de siRNA frente a RNAasa (ribonucleasa)

Para evaluar la capacidad de los copolimeros para proteger siRNA contra la de gradacion
por nuc leasas. L os ¢ omplejos ¢ opolimero- siRNA ( unar elacion m olar de 30: 1) se
incubaron a temperatura a mbiente e n presencia de 0.5 p L de RNAasa (10 mg/mL). Se
tomaron alicuotas de 10uL a la horay a las 24 horas. Las muestras fueron analizadas por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. El gel se prepard como se indicaen laseccion

II1.7.7.
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Capitulo IV
IV. Resultados y discusion

En la primera parte se muestran los resultados (seccion IV.1) de la caracterizacion de los
copolimeros por espectroscopia de infrarrojo (FITIR-ATR), resonancia magnetica nuclear
en estado solido (*C RMN), analisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica de
barrido (SEM) y la evaluacion de viabilidad celular en cultivos HeLa. En la segunda parte
(seccion IV.2) se muestran los resultados de los copolimeros cargados con RNA ribosomal
(se eva lud laincorporacion de m aterial gé netico en los copol imeros, se ana lizd la
estabilidad del c omplejo (copolimero-siRNA) a diferentes valoresde pHy se evaluo su
respuestaa pH). En latercera p arte ( seccion I V.3) se muestran los r esultados de 1 os
copolimeros cargados con siRNA (se evalud la estabilidad de siRNA frente a nucleasas,
se determino la eficiencia de incorporacion del siRNA en los copolimeros y se analizo la

expresion del RNA mensajero que codifica para ataxina 7).

IV.1 Copolimeros carboximetilcelulosa-polietilenglicol ~ funcionalizados con
aminoéacidos

IV.1.1 Estructura y estabilidad térmica

Los espe ctros F TIR de car boximetilcelulosade ba jo peso molecular (3CMC),
carboximetilcelulosa de bajo peso molecular funcionalizada con polietilenglicol, (3CMC-
PEG), carboximetilcelulosa de bajo pe so molecular funcionalizada c on polietilenglicol e
histidina (3CMC-PEG-His) y carboximetilcelulosa de bajo peso molecular funcionalizada
con polietilenglicol y lisina (3CMC-PEG-Lis) se observan en la Figura 8.

Los espe ctros F TIR de car boximetilcelulosade al to peso molecular (7CMC),
carboximetilcelulosa de alto peso molecular funcionalizada con polietilenglicol, (7CMC-
PEG), carboximetilcelulosa de alto pe so molecular funcionalizada ¢ on polietilenglicol e
histidina (7CMC-PEG-His) y carboximetilcelulosa de alto peso molecular funcionalizada

con polietilenglicol y lisina (7CMC-PEG-Lis) se pueden observar en la Figura 9.

56



En los espe ctros de 3CMCy 7CMC, 1aba nda que a parece a Irededor de 3422 cm’
corrresponde a las vibraciones de estiramiento de 10s grupos hidroxilo. La banda a 2924
cm™” y 1613 cm™ corresponde a la vibracion de estiramiento del enlace C-H y a la banda de
absorcion de C =0 presente en el grupo carboxilo respectivamente. A ba jos ni mero de
onda, en 1062 cm™', se distingue una banda que se atribuye al estiramiento del enlace C-
O-C.

En el caso de 1 oses pectrosd el os co polimeros carboximetilcelulosa-polietilenglicol,
3CMC-PEGy 7CMC-PEG, presentan las ba ndas de absorcion ca racteristicas de | a
carboximetilcelulosa (7CMCy 3CMC), sin e mbargo, s e observa una banda adicional a
1740 cm™ para 3CMC-PEG y a 1742 cm™ para 7TCMC-PEG, que se atribuyen al modo de
estiramiento del enlace C=0 que corr esponden al grupo éster [258-259]. Esta ba nda
confirma que la carboximetilcelulosa se ha funcionalizado con polietilenglicol (PEG-OH).
Los espectros de los copolimeros funcionalizados con histidina (3CMC-PEG-His) y lisina
(3CMC-PEG-Lis) no mostraron diferencias significativas respecto al espectro de 3CMC.
Lo mismo se observo al comparar los espectros de 7CMC-PEG-His y 7CMC-PEG-Lis con
el espectro de 7CMC.
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Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimerodeonda ( o)

Figura 8. Espectro de infrarrojo de carboximetilcelulosa de bajo peso molecular (3CMC)
(a), carboximetilcelulosa de ba jo pe so molecular f uncionalizada ¢ on polietilenglicol
(3CMC-PEG) (b), carboximetilcelulosade b ajo peso molecular f uncionalizada co n
polietilenglicol e hi stidina ( 3CMC-PEG-His) (c), carboximetilcelulosa de ba jo peso
molecular funcionalizada con polietilenglicol y lisina (3CMC-PEG-Lis) (d).
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Figura 9. Espectro de infrarrojo de carboximetilcelulosa de alto peso molecular (7CMC)
(a), carboximetilcelulosa de al to peso m olecular f uncionalizada ¢ on polietilenglicol
(7CMC-PEG) (b), carboximetilcelulosade alto pe so molecular f uncionalizada co n
polietilenglicol ¢ hi stidina (7CMC-PEG-His) (c), carboximetilcelulosa de al to peso
molecular funcionalizada con polietilenglicol y lisina (7CMC-PEG-Lis) (d).

En la Figura 10, 11 y 12 se muestran las estructuras quimicas de carboximetilcelulosa, L-
histidina y L-lisina respectivamente. En cada una de las estructuras quimicas se nu meran

los carbonos para identificar la sefial correspondiente en el espectro de resonancia.

Las m uestras se ana lizaron por “C R MN e n e stado s 6lido pa ra obt ener informacion
complementaria sobre la estructura de los copolimeros. La Figura 13 muestran los espectros
correspondientes a Lis, Hisy | os copolimeros ¢ on ba jo peso m olecular: 3C MC-PEG,
3CMC-PEG-His, 3CMC-PEG-Lis. La Figura 14 contiene los espectros de los copolimeros
con alto peso molecular: 7CMC-PEG, 7CMC-PEG-His, 7CMC-PEG-Lis.
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En los espectros de 3CMCy 7C MC, Figura 13y 14, se observa la sefial a 178 ppm que
corresponde al carbono del grupo carbonilo, la sefial a 104 ppm corresponde al C-1, el
picoa 83 ppm corresponde al C-4 , lasefial a 75 ppm corresponde a la superposicion

de C2,C3,C5,C7y 63 ppm corresponde a la sefial del C6 [260].

R=H mEH;EGDNa

Figura 10. Estructura quimica de la carboximetilcelulosa.

Las sefiales de la histidina se observan en 174.94, 137.36, 134.42, 110,50.06 y 26.86 ppm
que corresponde a los carbonos C-1, C-6, C-4, C-5, C-2 y C-3 respectivamente, Figura 11

Figurall. Estructura quimica de L-histidina.

En la Figura 12 se muestran las sefales caracteristicas de la lisina, con desplazamiento en
25, 31,35, 46,58y 176 ppm que c orrespondena 1 C -6,C -5,C -4, C-3,C -2,C -1

respectivamente.

e s

F e o ¥ MNH
o 2 P T
HHz

Figura 12. Estructura quimica de L-lisina
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Los espe ctros de 3C MC-PEGy 7CMC-PEG presentan las sefa les ca racteristicas de 1a
carboximetilcelulosa y una sefial adicional cercana a 1 77 ppm. Esta sefial se atribuye a la
formacion de 1 grupo ¢ésterde bido a la interaccionde 1 osg rupos -COOH de

carboximetilcelulosa con los grupos hidroxilo del PEG-OH.

Al co mparar el espe ctro de 3C MC-PEG-His con 3C MC-PEG, se ob servan diferencias
significativas en elintervalode 110y 140pp m, que c orresponden a 1 os c arbonos
aromaticos de la histidina, en los que la intensidad de las sefiales se vuelven mas anchas,
sugiriendo que el anillo aromatico de la histidina interacciona con la superficie de 3CMC-
PEG. T ambién s e obs erva un de splazamiento a ¢ ampo abajo del ¢ arbono C -2 (carbono
unido a la amina en la histidina) y se observo un pico adicional a 174 ppm, debido a que
CMC-PEG reacciona c on 1 os grupos amino (C-2) dela histidina para formar el enlace

amida.

Con respecto al espectro del copolimero con lisina, 3CMC-PEG-Lis, se observa la amplitud
de los carbonos alifaticos C3, C4, C5y C6 en laregion de 20-39 ppm, esto probablemente
como consecuencia de una interaccion de la lisina con el copolimero a través del grupo

amino terminal del aminoacido, reduciendo asi el movimiento de los cuatro carbonos.

En el caso delos espe ctros de los co polimeros 7C MC-PEG-Lis y 7C MC-PEG-His, se
observa el mismo comportamiento r especto a l os co polimeros de ba jo peso molecular

3CMC-PEG-Lis y 3CMC-PEG-His.

Se obt uvieron copolimeros funzionalizados c on polietilenglicol, a través de enlaces tipo

ester, y aminoacidos a través de enlaces tipo amida.
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Figura 13. Espectro °C CP MAS RMN de la carboximetilcelulosa de bajo peso molecular
(3CMC), carboximetilcelulosa de bajo peso molecular funcionalizada con polietilenglicol
(3CMC-PEG), carboximetilcelulosade ba jo peso molecular f uncionalizada con
polietilenglicol e histidina (3CMC-PEG-His), carboximetilcelulosa de bajo peso molecular
funcionalizada con polietilenglicol y lisina (3CMC-PEG-Lis), lisina (Lis), histidina (His).
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Figura 14. Espectro °C CP MAS RMN de la carboximetilcelulosa de alto peso molecular
(7CMC), carboximetilcelulosa d e alto pe so molecular funcionalizada c on polietilenglicol
(7TCMC-PEG), carboximetilcelulosade a Ito pesom olecular f uncionalizada con
polietilenglicol e histidina (3CMC-PEG-His); carboximetilcelulosa de alto peso molecular
funcionalizada con polietilenglicol y lisina (7CMC-PEG-Lis).

En la Figura 15, se presentan las curvas termogravimetricas de 1 as muestras 3 CMC,
3CMC-PEG, 3CMC-PEG-Hisy 3CMC-PEG-Lis. En laF igura 16 sep resentan los
termogramas de las muestras 7CMC, 7CMC-PEG, 7CMC-PEG-Hisy 7 CMC-PEG-Lis.
En general la de gradacion de 1os polimeros se produce en dos etapas. La primera etapa
ocurre de 30 a 150°C y se pierde del 2 al 15% en peso, que se atribuye a la pérdida de agua
adsorbida (fisisorbida en superficie). En la segunda etapa, entre 250-460 ° C, las muestras
pierden el 30-40% en peso debido a la degradacion de la cadena lateral y la pérdida de CO,
[261-262].
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En la Tabla 8 se resumen los porcentajes de p erdida en peso de los copolimeros y las
temperaturas a las cuales ocurren. Comparando los termogramas de 3CMC y 3CMC-PEG,
se observa que se desorbe mas agua fisiosorbida en 3CMC-PEG. En la segunda etapa de

pérdida de peso, la presencia de PEG marca una diferencia del 6 % en perdida en peso.

Las curvas de las muestras con lisina e his tidina, 3CMC-PEG-His y 3CMC-PEG-Lis],
muestran mas de dos etapas de degradacion. Las dos pérdidas de masa entre 150 y 260 °C
se pueden atribuir no solo a la pérdida de CO,, sino también a la pérdida a los grupos -

OCHj; provenientes del PEG y los grupos -NH;-R de los aminoacidos.

El termograma de 1a muestra 7CMC-PEG respecto a 7CMC muestra una diferencia muy
significativa del 28% de pérdida en peso en la segunda etapa. En el caso de las muestras
con aminoacidos, 7C MC-PEG-Lis y 7C MC-PEG-His, se obs ervan 2 et apas mas de
pérdida de peso respecto a 7CMC debido a la presencia de aminoacidos y PEG.

Tabla 8. Datos de 1as curvas termogravimétricas de 1a car boximetilcelulosa 'y de 1o0s

copolimeros.
Muestra Region de Temperatura Pérdida de
descomposicion | (°C) peso (%)
Inicio fin

7CMC 1° 30 175 8%

2° 175 350 42%

7CMC-PEG 1° 30 150 8%

2° 150 280 14%

3° 280 420 43%

7CMC-PEG-His 1° 30 150 8%

2° 150 215 5%

3° 215 270 10%

4° 270 450 30%

7CMC-PEG-Lis 1° 30 150 2%

20 150 250 13%

3° 250 280 9%

P 280 400 40%

3CMC 1° 30 150 2%

2° 150 255 14%

3° 250 380 40%

3CMC-PEG 1° 30 150 15%

2° 150 285 20%

3° 285 450 40%

3CMC-PEG-His 1° 30 150 8%

2° 150 250 8%

3° 250 382 39%

3CMC-PEG-Lis 1° 30 150 8%

2° 150 210 6%

3° 210 270 8%

4° 270 460 34%
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La f uncionalizacién d e 1 a ¢ arboximetilcelulosa ¢ on pol ietilenglicol ya minoacidos
conllevaa una t emperatura mayor ded escomposicion en comparacion a 1 a

carboximetilcelulosa, es decir, los copolimeros son térmicamente mas estables que 7CMC
y 3CMC.

1004 ——7CMC
—— 7CMC-PEG
—— 7CMC-PEG-Lis
—— 7CMC-PEG-His
80 4
S
o 60+
(7]
[}
o
40 4
201
O T T T T T T T
200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 15. Curvas termogravimetricas de la carboximetilcelulosa de alto peso molecular
(7CMC), c arboximetilcelulosa de alto peso molecular funcionalizada con polietilenglicol
(7CMC-PEG), carboximetilcelulosade a Itope so molecular f uncion alizada con
polietilenglicol e hi stidina  (7CMC-PEG-His) y carboximetilcelulosa de al to peso
molecular funcionalizada con polietilenglicol y lisina (7CMC-PEG-Lis).
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Figura 16. Curvas termogravimetricas de la carboximetilcelulosa de bajo peso molecular
(3CMC), carboximetilcelulosa de bajo peso molecular funcionalizada con polietilenglicol
(3CMC-PEG), carboximetilcelulosade ba jo peso molecular f uncionalizada con
polietilenglicol ¢ hi stidina (3CMC-PEG-His) y carboximetilcelulosa de ba jo peso
molecular funcionalizada con polietilenglicol y lisina (3CMC-PEG-Lis).

1VV.1.2 Morfologia de los copolimeros

En las Figuras 17, 18 y 19 se presentan las micrografias SEM de los copolimeros obtenidos
con carboximetilcelulosa, PEG y aminoacidos. En la Figura 17, las micrografias muestran
diferencias morfologicas significativas entre los copolimeros 3CMC-PEG y 7CMC-PEG.
La muestra de alto peso molecular se construye de particulas laminadas que se apilan para
formar una supe rficie quetiende aser 1isa, mientras qu e I as m uestras de ba jo pe so
molecular f orma a glomerados c on una s uperficie rugosa. E so qui ere de cir quel a
diferencia en el pe so molecular d urante | a si ntesis es ¢ rucial pa ra provoc ar ca mbios

morfologicos.
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Figura 18. Micrografias de los copolimeros con aminoacido-lisina. a) 3CMC-PEG-Lis, b)
7CMC-PEG-Lis
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Figura 19. Micrografias de los copolimeros con aminoacido-histidina. a) 3CMC-PEG-His,
b) 7CMC-PEG-His
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En la Figura 18 se muestran las iméagenes obtenidas de los copolimeros con lisina, 3CMC-
PEG-Lis y 7CMC-PEG-Lis. Las propiedades morfoldgicas se modifican con la adicion de
lisina, en el caso de la muestra con 7CMC-PEG-Lis no se mantiene con una superficie tipo
laminas apiladas como las observadas en 7CMC-PEG, al contrario, se forman aglomerados
para formar particulas de forma irregular, obs ervandose una supe rficie mas porosa. La
muestra 3C MC-PEG-Lis present auna supe rficie m ucho menos de nsar especto al a
muestra 3CMC-PEG, es decir, aumenta la porosidad en la escala microscopica, donde las

particulas muestran formas esféricas.

En la Figura 19 se muestran las imagenes de los dos copolimeros que contienen histidina.
Donde t ambién se obs ervan cambios evide ntes com o consecuencia d e | a pre sencia de |
amonodcido. Por un lado, el copolimero de bajo peso molecular, 3CMC-PEG-His, provoca
que la superficie sea menos rugosa y resulta en una morfologia de laminas apiladas. Por
otrol ado, en7C MC-PEG-His las pa rticulas se ag lomeran para f ormar pa rticulas
irregulares. Con esto se confirma que la funcionalizacién con aminoacidos genera cambios
morfoldgicos. La aglomeracion de las particulas deja espacios vacios que posiblemente

pueden contribuir a la adsorcién de material genético.

Los c opolimeros 3C MC-PEGy 7CMC-PEG se funcionalizaron c on 30% de lisina e
histidina. En la Tabla 9 se muestra e 1and lisis e lemental de 1 os copol imeros con
aminodcidos que consisten principalmente de C, O y N . Se observa que el contenido de
nitrégeno tanto en % en peso como % en atomos varia en dos unidades entre el copolimero
de alto peso molecular y bajo peso molecular. Eso quiere decir que el copolimero de alto
peso molecular t iene un mayor grado de funcionalizaciéon con lisina respecto a 3C MC-
PEG-Lis, que se atribuye al mayor numero de unidades que tiene la carboximetilcelilosa de
alto peso molecular.

Se obs ervd e 1 m ismo ¢ omportamiento ¢ on 1 os ¢ opolimeros de hi stidina, d onde e 1
copolimero de alto peso molecular varia en tres unidades entre el copolimero de bajo peso

molecular.
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Tabla 9. Analisis elemental de los copolimeros por EDS (Espectrometria de dispersion de

energia de rayos X)

Copolimeros % peso % atomos
3CMC-PEG C 46.82 C 53.98
053.18 0 46.02
7CMC-PEG C45.41 C52.56
0 54.59 047.44
3CMC-PEG-Lis C36.75 C42.36
02355 023.28
N 39.70 N 34.36
7CMC-PEG-Lis C32.70 C 38.06
025.33 02527
N 41.97 N 36.67
3CMC-PEG-His C 34.82 C 39.94
03231 031.68
N 32.97 N 28.38
7CMC-PEG-His C35.17 C40.46
0 28.86 0 28.47
N 35.97 N 31.07

1VV.1.3 Viabilidad celular

Una vez que se demostro que los aminodcidos pueden funcionalizar al copolimero, y que la
naturaleza del aminoacido influencia las propiedades morfologicas del material resultante,
fue momento de evaluar el efecto de los copolimeros en la viabilidad de las cé¢lulas HelLa,
la cual se evalué mediante un ensayo de MTT utilizando. Las células se incubaron con las
nanoparticulas y 1 os copolimeros durante 24 h, posteriormente se cuantifico la viabilidad
celular en funcidn de la actividad metabolica total, resultante de 1a reduccidon del reactivo

tipo azoico.

Primero se evalu6 el efecto de los copolimeros en la viabilidad celular (en células HelLa) y

posteriormente el efecto de las nanoparticulas.

En ge neral t odos 1 os copolimeros mostraron ba jos ni veles de c itotoxicidad (75% de
viabilidad), Figura 20. Por otra parte, los copolimeros de tamafio nanometrico, Figura 21,
mostraron citotoxicidad a concentraciones mayores a 300 pg/mL (75 % de viabilidad), 1o
que sugi ere, | as na noparticulas son bue nos ca ndidatos como nanoacarreadores y a que

mantienen la viabilidad celular,
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Viabilidad celular
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Figura 20. Viabilidad por centual (%) decél ulas Helaexpue stas adi stintas
concentraciones de | copolimero después de 24 horas. Cada punto es el valor promedio

obtenido e n tres e xperimentos i ndependientes por triplicado. L as barras representan la
desviacion estandar.
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Figura 21. Viabilidad porcentual de células HeLa expuestas a distintas concentraciones de
nanoparticulas poliméricas después de 24 horas. Cada punto es el valor promedio obtenido
en tres experimentos independientes por triplicado. Las barras representan la desviacion
estandar.

Antes de evaluar l1a capacidad del copolimero para estabilizar y liberar s iRNA, éste se

evalué primero con un estandar (RNA ribosomal).

IVV.2 Copolimeros cargados con RNA ribosomal
IVV.2.1 Tamafio de particula y potencial Zeta

En la Tabla 10 se reportan los datos de tamano de particula, indice de polidispersidad (PDI

por sus siglas en inglés) y los valores de potencial Zeta de cada uno de los copolimeros. En
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general las muestras presentan un tamafio de particula entre 9 y 14 nm. El tamafio de las
nanoparticulas de los copolimeros preparados con 7CMC fue mas pequefio respecto a las
preparadas a partirde 3CMC, 1o que sugiere que el peso molecular esun parametro

importante que influye en la interaccion entre celulosa y polietilenglicol.

Considerando I os ¢ opolimeros con y sin cargade RNA ribosomal, no e xiste una
correlacion directa e n el aumento de tamafio de particula con I a incorporaciéon de los
aminoacidos. Por otra parte la carga de los copolimeros de alto peso molecular respecto a
los de bajo peso molecular sin RN A, muestran una carga mas negativa que se puede atribuir
al m ayor ni mero de unidades de carboximetilcelulosa en el pol imero de m ayor pe so

molecular, donde los grupos carboxilo aportan en su mayoria la carga total del polimero.

Por otra parte, se observa una notable diferencia en el potencial Z entre los polimeros que
contienen 3 CMC y 7C MC. Cuando I os ¢ opolimeros ¢ on 7C MC s e funcionalizan ¢ on
aminoacidos, el potencial Z llega a valores mas positivos con respecto al copolimero libre
de aminoacidos. En contraste, se observo la tendencia opuesta para la serie que contiene
3CMC. Este resultado se puede explicar ya que el niimero de unidades repetitivas y el
peso molecular entre 7CMC y 3CMC son muy diferentes, por lo tanto, la sustitucion de los
grupos ca rboxilo de finird1 as i nteracciones en | a su perficie, asicom o la carga

electrostatica.

Se observo que los copolimeros que contienen 7CMC fueron los materiales con los valores
mas altos de polidispersidad. Donde el ancho del 30% de PDI a m enudo se considera la
frontera entre mono y polidisperso. Esto concuerda con un PDI igual a 0.09, lo que lleva a
la recomendacion, ya que P DI <0.1 es monodispersay P DI> 0.1 e s multimodal. Por lo
tanto, todos los copolimeros preparados son multimodales excepto 3CMC-PEG-Lis [263-

265].
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Tabla 10. Tamano de particula y potencial Z de los copolimeros

Muestra Sin RNA ribosomal Cargados con RNA ribosomal
Tamafio de  PDI Potencial Tamarfio de PDI Potencial
particula Z (mV) particula(nm) Z (mV)
+ SD (nm)

7CMC-PEG  9.83+0.12 0.151 -25.3 12.98+0.07 022 -259

7TCMC-PEG-  12.24+0.07 0.34 -25.06 9.14+0.11 0.16 -17.6

Lis

7CMC-PEG- 11.39+0.075 0.25 -24.66 11.27+0.09 0.22 -20.9

His

3CMC-PEG 11.2+0.035 025 -3.22 14.18+0.05 0.27 -27.6

3CMC-PEG- 13.01£0.039  0.099 -5.95 11.92+0.15 022 -19.9

Lis

3CMC-PEG- 13.9+0.049 0.175 -9.84 13.96+0.02 023 -234

His

1V.2.2 Incorporacion del material genético

Las diferencias encontradas en el tamafo de particula y el potencial zeta como una funcién
del aminoécido que funcionaliza al copolimero fueron claras y ahora se procedio a mostrar
si est as d iferencias so n suficientes pa ra con ducir a dif erencias si gnificativasen la
encapsulacion de R NA. En la Figura 22 se muestra la grafica de la c antidad de R NA
ribosomal (expresado en % de RNA) que se adsorbid en los di ferentes c opolimeros. Se
observé qu e 1 os ¢ opolimeros f uncionalizados con | isina presentaron un por centaje de

adsorcion mayor respecto a los copolimeros con histidina. La muestra con menor R NA

ribosomal adsorbido fue la muestra 3CMC-PEG-His.

La Tabla 10 incluye el tamafio de particula antes y después de cargar el RNA ribosomal.
En el caso de los copolimeros con lisina, 7C MC-PEG-Lis y 3CMC-PEG-Lis, se observa
una disminuciodn en el tamafio de particula después de cargarlo con RNA ribosomal, en el
caso de 7CMC-PEG-Lis, la disminucion es alrededor de 3 nm , mientras que 3CMC-PEG-
Lis solo disminuy6 aproximadamente 1 nm. Esto se puede atribuir a 1a c ondensacion de
las cargas p ositivas de 1 copol imero y las c argas ne gativas de | grupo fosfato del RNA

ribosomal, como consecuencia, se observa una disminucion del tamafo de las particulas,
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este fendmeno también se ha observado en complejos de tipo (lipidos cationicos — material
genético) [266-267]. No obstante, los copolimeros funcionalizados con histidina presentan

casi el mismo tamano de particula antes y después de cargalos con RNA.
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Figura 22. Eficiencia de incorporcion (%) de R NA ribosomal e n las na noparticulas

polimericas.

La funcionalizaciéon de los c opolimeros c on g rupos i onizables es parte esencial parala
condensacion de RNA ribosomal. Aqui cabe mencionar que a pH 7.4 los grupos carboxilo
del aminoacido estan presentes en la forma -COOH y | os grupos amino libres unidos al
carbono (los otros grupos amino forman un enlace éster con CMC) estan presentes en la

forma protonada, NH; ”,

El analisis por ?C RMN de los copolimeros concluyé que los grupos amino que formaron
el enlace amida con las cadenas de carboximetilcelulosa son el amino terminal en el caso
de la lisinay el grupo amino unido al carbono asimétrico de la histidina. Por lo tanto, el

grupo amino libre que interacciona con la carga negativa del RNA es el grupo imidazol
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en el caso de la histidinay el grupo amino unido al carbono asimétrico en el caso de la

lisina, Figura 23.

Se observa una mayor absorciéon de RNA ribosomal en el caso del copolimero con lisina
debido a que se favorece la condensacion de RNA, por otra parte los copolimeros con
histidina no son tan favorecidos cuando interaccionan con el grupo imidazol. Por lo tanto,
la in teraccion electrostatica ent re los RNA y los po limeros se convierte en un f actor
determinante en la interaccidon entre el grupo amino con carga positiva y el RNA negativo

y esto puede afectar directamente en la cantidad de RNA adsorbido en el copolimero.

COPOLIMERO CON HISTIDINA COPOLIMERO CON LISINA
= o
C li .
L goon [eopaimers]—4
NH_C[" NH
CHy
- ™ dy
A c

| =

CH 1y
¢ e
H

Interaccionconla | “ Interaccion con la 'ﬂ
carga negativa carga negativadel
del RNA RNA

Figura 23. Copolimeros con lisina ¢ histidina cargados con RNA ribosomal

Ademas, la presencia de RNA en las nanoparticulas poliméricas cambia significativamente
los valores del potencial Z. Con el RNA, el potencial z es mas positivo para el grupo de
copolimeros con 7CMC y mads ne gativo para muestras preparadas a partir de 3CMC. El
RNA esta anclado ala superficie de 1 os copol imeros, el cual esta determinado por Ias

propiedades de la superficie de los copolimeros.

Los materiales con RNA, presentan un potencial Z mas pos itivo c uando estan
funcionalizados con lisina, mientras que los valores mas negativo c orresponden a los
polimeros libres de a minoacidos. Por | o t anto, 1as p ropiedades de 1a s uperficie de 1os
copolimeros son cruciales para obt ener materiales hibridos (copolimeros —RNA), ya que
eso sera determinante tanto para el grado de encapsulamiento del material genético en el

polimero, como tamafio de particula y potencial Z.
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IV.2.3 Estabilidad de los complejos de tamafio nanométrico
(copolimero/material genético)
Para evaluar la estabilidad de las nanoparticulas cargadas con RNA se suspendieron en una
solucion buffer de fosfatos a dif erentes valores de pH (5,6y 7.4 ) y seincubaron a
temperatura ambiente a diferentes tiempos (1 hora, 24 h oras y una semana). Bajo estas

condiciones se midi6 el tamano de particula. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

El valor de pH es un parametro que influye en el tamafio de particula, se observa que los
copolimeros funcionalizados con aminoacidos se mantuvieron estables durante periodos de
hasta una semana, sin embargo, las muestras sin aminoacidos, 7CMC-PEG y 3CMC-PEG,
forman aglomerados por periodos de hasta 24 h. Se debe concluir que la incorporacion de

aminoacidos en las cadenas poliméricas genera estabilidad en el medio acuoso.

Tabla 11. Tamafio de particula de los copolimeros cargados con RNA ribosomal a
diferentes valores de pH

Muestra Agua desionizada pH 5 pH 6 pH 7.4
1 24 1 1 24 1 1 24 1 1 24 1
hora horas | semana | hora horas | semana | hora horas | semana | hora horas | semana
7CMC- Tamafio | 12.98 | 29.09 | 50.72 9.75 9.49 9.74 9.81 11.72 | 120.86 9.73 11.51 10.32
PEG (nm) 0.22 0.2 0.38 0.05 0.1 0.16 0.09 0.28 0.34 0.06 0.24 0.16
PDI
7CMC- | Tamaiio | 9.34 8.97 9.53 10.01 | 10.04 | 10.02 9.82 9.81 9.89 9.89 45.95 | 10.04
PEG- (nm) 0.16 0.14 0.15 0.13 0.19 0.13 0.1 0.16 0.09 0.13 0.15 0.18
Lis PDI
7CMC- | Tamaiio | 11.27 | 11.94 | 13.71 9.22 9.78 9.88 9.66 9.75 9.98 10.04 | 9.96 10.09
PEG- (nm) 0.22 0.15 0.32 0.12 0.09 0.1 0.07 0.11 0.13 0.08 0.16 0.14
His PDI
3CMC- | Tamafio | 14.18 | 26.37 | 176.3 10.12 | 10.17 | 10.28 9.74 10.39 | 9.96 10.3 10.01 | 11.65
PEG (nm) 0.27 0.16 0.28 0.12 0.16 0.16 0.08 0.2 0.13 0.31 0.22 0.31
PDI
3CMC- | Tamaiio | 11.92 | 12.12 | 12.31 10.05 | 11.52 | 9.67 9.76 9.89 10.54 11.16 | 119.1 | 59.75
PEG- (nm) 0.22 0.24 0.22 0.08 0.22 0.06 0.07 0.09 0.15 0.12 0.23 0.18
Lis PDI
3CMC- | Tamafio | 13.96 | 15.39 | 14.62 10.43 | 10.58 | 10.41 11.02 | 13.62 | 11.0 14.09 | 10.04 | 10.51
PEG- (nm) 0.23 0.4 0.45 0.17 0.16 0.18 0.24 0.35 0.26 0.21 0.21 0.25
His PDI

El tamafio de particula de los copolimeros con aminodcidos no varia drasticamente a pH
acido, en general podria sugerirse que son parcialmente estables desde pH 7,4 hasta pH 5.

Curiosamente la muestra de 7CMC-PEG-Lis fue la que tuvo el tamafio de particula mas
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estable dentro de este intervalo de pH. Esto se puede atribuir al valor del punto isoeléctrico
(pH donde la molécula tiene una carga neta de cero), en el caso de la lisina es 9.74, por lo
tanto a pH 7.4 es probable que los grupos amino y el grupo carboxilo estén completamente
protonados. La histidina tiene un punto isoeléctrico de 7.59 por lo tanto a pH fisiologico,
es pr obable que no todos1os grupos -COOHy NH, del co polimero e stén protonados,
Figura 24.

1V.2.4 Complejos de tamafio nanométrico (copolimero/material genético)

sensibles al pH

La Figura 25 grafica el tamafio de particula de 1os copolimeros con RNA ribosomal en
funcién del pH. Se observa que el tamaio de las nanoparticulas disminuye cuando el pH
se vue lve mas acido. Como s e menciond a nteriormente, los gr upos ¢ arboxilo e stan
presentes e n la forma -COOH y 1o0s gr upos a mino 1 ibres e stan pr esentes e n l a f orma
protonada, N H;". Porlo tanto,la int eraccion electrostatica ent re los RNA y1 os
polinucleotidos esta fuertemente asociada entre el grupo amino y el RNA negativo, por lo
tanto, e tamafio de la particula disminuye, el cual se f avorece a pH bajo tanto en los
copolimeros con histidina y lisina, Figura 24. Sin embargo, no se han observado cambios
significativos en el tamafio de particula en los copolimeros de 7CMC-PEG y 3CMC-PEG
cuando se cambia el pH, debido a la falta de aminoacidos que le dan propiedades ionizables

al polimero.

La incorporacion de aminoacidos sensibles a cambios de pH en los copolimeros, resulta
de gran relevancia al responder a estimulos internos de la célula como es el caso del
escape endosomal, la acidificacion del endosoma degradaria el complejo copolimero-RNA,
evitando s uliberacion a las células bl anco, sin e mbargo, 1a i ncorporacion de grupos
ionizables generan una “esponja de protones” , esto provoca la ruptura de la membrana
endosomica comos e ha reportado e na lgunost rabajos pr evios [268], e vitando 1 a
degradacion del copolimero-RNA. Los copolimeros obtenidos podr ian funcionar ¢ omo

posibles candidatos para el transporte de material genético en diversos padecimientos.
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Figura 26. Potencial Z en f unciéonde 1pH del os ¢ opolimeros ¢ argados ¢ on R NA
ribosomal.

En la Figura 26 se muestra la grafica de potencial Z en funcion del pH. Se observa que los
polimeros presentaron una carga negativa en un entorno fisiolégico (pH-7.4), no obs tante,
la carga de la superficie fue ligeramente mas positiva a un pH mas bajo. El cambio en el
potencial Zeta se puede atribuir a la protonacion de los grupo amino en condiciones de pH

bajo.

Las cargas superficiales de los polimeros desempefian un papel en la captacion celular y la
estabilidad de la sangre. Generalmente, 1 os pol imeros con carga positiva promueven la
captacion celular debido a la mayor afinidad por la membrana celular negativa, sin embargo
se ha observado que los sistemas con cargas positivas altas generan citotoxicidad, ademas
activan al sistema i nmunoldgico ya que 1 as prote inas sér icas s e ve n afectadas al

interaccionar c on los m ateriales c argados pos itivamente. Por e llo e s i mportante disefiar

materiales que pe rmiten una a decuada capta cion celular pero que al ave z evit en
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citotoxicidad, el cual se puede lograr modulando adecuadamente la carga superficial de

los materiales acarreadores de RNA [269].

En resumen, los resultados sugieren que los polimeros responden a cambios en el pH en el
intervalo de 5y 6. Por lo tanto, los polimeros podrian convertir reversiblemente las cargas
de la superficie en respuesta al pH como c onsecuencia de la protonacién de los grupos
carboxilo y amina, lo que facilitaria el escape endosomal y la captacion celular. La carga
del copolimero dependiente del pH podria modularse variando la relacion molar de grupos

carboxilo o amino.

IVV.2.5 Naturaleza del ensamble copolimeros-RNA ribosomal

El tamafio de las particulas de copolimero se estimaron a partir de las curvas de Kratky
obtenidas por SAXS y suponiendo un sistema de esferas polidispersas como lo sugiere la

grafica I(q) x q5/ 3 (u.a) versus q (A), Figura 27, [253-257].

En la Tabla 12, se puede ver que el tamafio de los copolimeros con RNA varia entre 12.42 y
13.88 nm. El mayor tamaiio de particula se logra cuando 1os copolimeros s e preparan a
partir de 3CMC, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por DLS. En general, se
observa que los copolimeros cargados con RNA y funcionalizados con histidina son mas
grandes qu e | os f uncionalizados con 1 isina, lo que c onfirma que 1 a pr otonacion de

aminoacidos es i mportante para determinar la interaccion del copolimero con el RNA. En
este contexto, la dimension fractal es un parametro 1til, ya que revela que la carga de los
sistemas copolimeros-RNA sin aminoacidos conduc e a pa rticulas de nsas esf éricas. Sin
embargo, la dimension fractal disminuye cuando el RNA se incorpora a los copolimeros
funcionalizados con aminodcidos, es decir, genera el aumento del tamafio de las particulas
y la disminucién de 1a densidad, en otras palabras, las esferas no son " duras" sino que

responden a las interacciones de los aminodcidos con el copolimero y el RNA.
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Tabla 12. Tamafo de particula y dimension fractal de los copolimeros car gados con

RNA ribosomal por SAXS
Muestra Cargado con RNA ribosomal
Tamafo de Dimension fractal
particula
(nm)
7CMC-PEG 12.42 2.81
7CMC-PEG-Lis 12.61 2.76
7CMC-PEG-His 12.97 2.62
3CMC-PEG 13.01 2.89
3CMC-PEG-Lis 13.14 2.73
3CMC-PEG-His 13.88 2.66
P

I(q) x q°° (u.a)

Figura 27. Perfil de Kratky de 7CMC-PEG-Lis cargado con RNA ribosomal (circulos
vacios) y, 7CMC-PEG-His cargado con RNA ribosomal (circulos llenos).

IVV.3 Copolimeros cargados con SsiRNA
1VV.3.1 Eficiencia de incorporacion de siRNA

En la Figura 28 se muestra la gréafica de la cantidad de siRNA, expresado en % de RNA,

ques ea dsorbioe n los di ferentes ¢ opolimeros. S e o bservo que 1 osc opolimeros
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funconalizados con lisina presentaron un mayor porcentaje de adsorcioén (aproximadamente
el 40%) respecto a los copolimeros con histidina, este mismo comportamiento se observo

en el caso de los copolimeros cargados con RNA ribosomal.
100+
80

60-

Eficiencia de incorporacion %

Figura 28. Eficiencia de incorporacion (%) de siRNA en los copolimeros.
1V.3.2 Estabilidad de siRNA frente a RNAasa (ribonucleasa)

Antes de evaluar la capacidad del copolimero como acarreador de siRNA a células HeLay
ejercer su efecto de silenciamiento sobre el RNAm de ataxina, es i mportante evaluar su
estabilidad frente a degradacion por enzimas ( RNAasa; ribonucleasa), de bido a que los

siRNA desnudos son vulnerables a la degradacion por ARNasa.

En la Figura 29 se muestra la fotografia del gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio,
donde s e ¢ orrieron los copolimeros cargados con siRNA y e 1siRNA de snudo. Las
complejos copolimeros-siRNA y el siRNA desnudo se incubaron a 8°C durante 1 hora y 24
horas e n pr esencia de RNAasa. Se obs erva que durante una hor a de i ncubacion, 1 a
intensidad de 1a banda de siRNA (carril 3 de la fotografia) disminuye comparado con la
banda de si RNA libre de nucleasas (carril 2), eso significa que el siRNA comienza a
degradarse por la presencia de estas enzimas, mientras que a | as 24 horas de incubacion

este se encuentra totalmente de gradado (carril7). S in e mbargo, cuando este s iRNA e s
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adsorbido e n1os ¢ opolimeros ( 7CMC-PEG-Lis y 7C MC-PEG-Lis), la integridad del
siRNA permanece constante durante las 24 horas de incubacion, observandose una mayor
intensidad de la banda en el caso del complejo 7CMC-PEG-Lis-siRNA comparado con el
complejo 3CMC-PEG-Lis-siRNA, por lo tanto se sugiere que hay una mayor estabilidad
del siRNA con éste esta adsorbido e n el copolimero 7CMC-PEG-Lis. Por lo anterior se
considera que los copolimeros 3CMC-PEG-Lis y 7C MC-PEG-Lis ayudan a la estabilidad
del siRNA frente a d egradacion por nucleasas, por 1o tanto estos copo limeros se p ueden
utilizar para transportar siRNA ya que los protege de la degradacion y a demas tienen la

capacidad de adsorber siRNA como lo observamos en la Figura 28.

Copolimeros cargados con siRNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000
T00

300

Integridad del siRNA

Figura 29. Fotografias de geles de agarosa representativos tefiidos con bromuro de etidio
en donde s e c orrieron los copolimeros car gados con siRNA. 1) Marcador de pe so
molecular, 2 ) siRNA sin RNasa, 3) siRNA inbubado c on R NAasa durante 1 hora, 4)
3CMC-PEG-Lis en agua desionizada , 5) 3CMC-PEG-Lis cargado con siRNA, incubado en
agua de sionizada y RNAsa durante I hora 6) 3CMC-PEG-Lis ¢ argado ¢ on siRNA,
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incubado en agua desionizada y RNAsa durante 24 horas,7) siRNA incubado con RNAasa
por 24 hor as, 8) 7CMC-PEG-Lis en agua desionizada , 9) 7CMC-PEG-Lis cargado con
siRNA, i ncubado e n a gua de sionizada y R NAsa dur ante lhoray 1 0) 7CMC-PEG-Lis

cargado con siRNA, incubado en agua desionizada y RNAsa durante 24 horas.

IV.3.3 Evaluacion de la expresion del RNA mensajero que codifica para

ataxina 7.

Se de cidi6 analizar los nive les del RNAm de ataxina 7, debido a su asociacion con la
enfermedad de A taxia tipo 7, que se c aracteriza por tener una e xpansion repetida de 1

triplete CAG en la region codificante del gen ATXN7 que codifica para dicha proteina.

En la Figura 30 se observan fotografias representativas de 1os amplicones obtenidos por
RT-PCR d ea taxina y GAPDH (control de c¢ arga) en muestras tratadas con los
nanovectores cargados con siRNA tranfectadas en células HeLa. En esta figura (inciso a)
se observa que las células tratadas con los 3CMC-PEG-Lis y 7CMC-PEG-Lis cargadas
con siRNA muestran una menor intensidad en sus bandas respecto al control, eso quiere
decir que hubo una disminucion en los niveles de RNAm de ataxina, sugiriendo que hay
una actividad de silenciamiento del RNAm por parte del siRNA. Esto se comprueba con el
analisis densitométrico de estas fotografias. En la Figura 31 se presentan los valores del
analisis densitométrico. En este estudio se observa que hay diferencias en los niveles del
RNAm que codifican para ataxina.

Las células tratadas con el copolimero 3CMC-PEG-Lis cargado con siRNA, muestra en el
analisis d esitométrico una disminucion estadisticamente s ignificativa en los niveles de
RNAm de ataxina con respecto a los del grupo control. Lo anterior sugiere que hay una
actividad de silenciamiento del mRNA que codifica para ataxina 7 por lo tanto regula la

expresion de la proteina causante de la enfermedad.
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Estos resultados sugieren que los complejos (copolimero-siRNA) tienen la capacidad de
transfectar a la célula, escapar del atrapamiento endosomal y finalmente ejercer su efecto

sobre el RNAm de ataxina 7, Figura 32.
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Figura 30. Fotografias de geles de agarosa representativos teflidos con bromuro de etidio
en donde se corrieron los productos de RT-PCR de ataxina (a) y de GAPDH como control
de carga (b). 1) marcador molecular, 2) IMAX, 3) lipo2000, 4) lipo 3000, 5) 3CMC-PEG-
Lis, 6) 7CMC-PEG-Lis y 7) control
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Figura 31. Grafica del analisis densitométrico ajustado contra GAPDH y comparado contra
el grupo control de todas las muestras estudiadas. Se utiliz6 el software Graph Pad 5.0 (San
Diego CA, EUA) y un valor de p<0.05 se consider6 significativo.
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Figura 32. E squema representativo del i ngreso del ¢ omplejo de tamafio na nométrico
(copolimero-siRNA) a la célula, la liberacion de siRNA y su efecto de silenciamiento sobre

el RNAm de ataxina 7 y finalmente su degradacion.

Se propone que los copolimeros funcionan como acarreadores siRNA en células HeLa ya
que logran penetrar a la célula c on valores de potencial Z negativos y con tamafios de
particula entre 12 y 14 nm, evitan la degradacion de siRNA frente a nucleasas. Ademas la
incorporacion de los grupos ionizables al copolimero favorece la incorporacion de material
genético y logran estabilizar las cargas negativas de siRNA, asimismo presentan respuesta

a pH, la cual es conveniente para poder liberarse del atrapamiento endosomal.

Debido a que f ue po siblet ransportar s iRNA acél ulas H elLa, observandose una
disminucién en los niveles de RNAm de ataxina 7. Los polimeros podria tener un gran
potencial para liberar siRNA en el cerebro, para ellos seria necesario realizar pruebas in

Vvivo (células gliales y neuronales) e in vitro.
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Capitulo V

V. Conclusiones

Se s intetizaron copolimeros de ¢ arboximetilcelulosa y polietilenglicol ys el ogrosu
funcionalizacion con histidina y lisina a través de una reaccion de condensacion.

Esta funcionalizacién c on lisina e histidina e s c rucial para la obt encion de ¢ opolimeros
protonados para est abilizar RNA ribosomal y siRNA at ravés de i nteracciones
electrostaticas. Los copolimeros se forman como esferas, donde el tipo de aminoacido y el
peso molecular de 1os polimeros, determina la carga eléctrica en la superficie externa de
los ¢ opolimeros esféricos. Los ¢ opolimeros f uncionalizados ¢ on 1 isina f avorecen | a

incorporacion de material genético respecto a los copolimeros con histidina.

Se s ugiere que 1 os c opolimerosc on RNA son parcialmente est ablesya qu el as
interacciones aminoacido-RNA varian con el pH, esto favoreceria el escape endosomal y
porlotantol a | iberacionde siRNA. Estosr esultados s on deseables para s istemas

copolimeros-RNA para suuso como liberadores de RNA.

Los copolimeros presentan baja citotoxicidad a al tas concentraciones, sin embargo, 1as
nanoparticulas de estos copolimeros son citotdxicas a concentraciones, mayores a 300

ug/mL.

Los ¢ opolimeros det amafio nanométrico logran estabilizar asi RNA frenteal a
degradacion por nucleasas, esto es indispensable para tener una mayor disponibilidad de
siRNA y que estas logren llegar al sitio de accion. Los copolimeros cargados con siRNA
lograron internalizar en células HeLa al mostrar una inhibicion del RNA mensajero que

codifica para ataxina 7
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Abstract

very sensitive to changes in pH.

Functionalized copolymers were synthesized and are proposed as hosts of RNA. The copolymers are based on car-
boxymethy! cellulose and poly-(ethylene glycol)-OH. These copolymers were functionalized with two amino acids,
either lysine or histidine, through amide bond formation. The functionalized copolymer was then used to adsorb
ribosomal RNA. The RNA loading was based on the nature of the amino acid functionalization of the copolymer. The
array of RNA-copolymers was observed to be soft sphere-like, where the density of spheres was a function of the
molecular weight of the carboxymethyl cellulose and the nature of the amino acid. Such RNA-copolymer systems are

Introduction

Nanoparticles are already being developed as effective
carriers of drugs and gene delivery to target regions of
the body that were previously hard to access using tradi-
tional drug formulation methods. Through manipulation
of their elemental composition, charge, size, and chemi-
cal functionalization, it may be possible to target particles
to specific organs [1].

Gene therapy uses nucleic acids as a powerful tool to
cure genetic deficiencies or diseases that currently have
no cure. This includes a number of brain diseases (Alz-
heimer’s and Parkinson’s disease), viral infections and
cancer [2, 3]. Therapeutic RNA (SiRNA, ribozymes,
and mRNA) and DNA (plasmid DNA; oligonucleotides)
delivery have been limited by a number of factors. Naked,
single-stranded RNA, degraded by a nuclease, activates
the immune system and is negatively charged to passively
cross the cell membrane; it must be able to enter the cell
and escape from endosomes [4, 5].

Complex DNA nanostructures can be functionalized
with different biomolecules or nanomaterials, such as
different nanowires, nanoparticles, organic molecules,
peptides or proteins, to combine the properties of both

*Correspondence: lima@iim.unam.mx

! Laboratorio de Fisicoquimica y Reactividad de Superficies (LaFReS),
Instituto de Investigaciones en Materiales, Universidad Nacional
Auténoma de México, Circuito exterior s/n, Cd. Universitaria, Del.
Coyoacén, CP 04510 Mexico City, CDMX, Mexico

Full list of author information is available at the end of the article

B BMC

DNA and nanomaterials for achieving the aimed func-
tionality [6]. Nucleic acids require encapsulation, protec-
tion and stability in nanosized carriers by using viral or
nonviral vectors that enable efficient intracellular deliv-
ery [6]. The use of nonviral vectors is gaining attention
due to their low immunogenicity compared with that of
viral vectors [7]. Various nonviral vectors, such as cati-
onic polymers, including polylysine and polyamidoam-
ine, are used to electrostatically balance the negatively
charged RNA or DNA; however, excess cationic compo-
nents cause adverse reactions, such as platelet aggrega-
tion and inflammatory reactions [8, 9]. Dendrimers, gold
nanoparticles, quantum dots and methacrylate/meth-
acrylamide polymers have also been proposed [10-12].
However, it is necessary to improve these materials and
develop new materials to avoid gene delivery problems.
Additionally, it is important to consider the protection
of DNA, ease of fabrication, ability to target specific cell
types, inexpensive synthesis, facile purification, stability,
internalization, endolysosomal escape, efficient unpack-
aging, nontoxicity, and nonimmunogenicity [13].

Given their high degree of chemical flexibility, poly-
mers are commonly used materials for nanoparticle-
based delivery [14, 15]. Polysaccharides are used for
pharmaceutical and biomedical applications due to
their biocompatibility and nonimmunogenic proper-
ties. Currently, there is growing interest in applying
these polymers for the development of nanomedicines
[16]. In this sense, carboxymethyl cellulose sodium salt
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(CMCQ) is a derivate of cellulose used in food, cosmetics
and pharmaceutical products due to its high biocom-
patibility, biodegradability and low immunogenicity
[17]. Another advantage is the ease of chemical modi-
fication due to the availability of various functional
groups on the glycosidic units (hydroxyls, carboxylic
acids) [18].

Furthermore, a polymer coating with polyethyl-
ene glycol (PEG) provides protection from uptake by
human monocytes. Surface modification of nanopar-
ticles with PEG prolongs the circulation time of the
nanoparticles, temporarily avoiding the mononuclear
phagocyte system [19]. This polymer is amphiphilic
and soluble in water as well as in many organic sol-
vents. This polymer is nontoxic and is approved by the
U.S. Food and Drug Administration for use in different
pharmaceutical formulations, cosmetics and foods [20].

The nucleic acid nanocarriers are usually captured
by the cells and internalized via an endocytic uptake
mechanism [21]; they should preferably escape from the
endosomes in the cell cytoplasm to avoid nucleic acid
degradation and release the encapsulated or complexed
nucleic acid. Several strategies have been explored to
improve the escape from endosomes such as the incor-
poration of fusogenic agents. The incorporation of his-
tidine and imidazole into cationic polymers, cationic
lipids or peptides has led to nucleic acid delivery [22].
Lipids/peptides in liposomes and polyplexes, with the
introduction of an ionizable group, are efficient systems
to generate a proton sponge effect inside endosomes
[23, 24]. pH-responsive compounds, such as amino
acids, have been incorporated into nanocarriers (conju-
gated) to achieve efficient intracellular delivery of com-
plexed nucleic acid through electrostatic interactions.
In this study, copolymers of carboxymethyl cellulose-
polyethylene glycol were prepared and functionalized
with histidine and lysine for use as carriers of riboso-
mal RNA.

Experimental procedures

Carboxymethyl cellulose [CEKOL 700 (7CMC),
MW-270,000; CEKOL 30 (3CMC), MW-80,000; degree
of substitution (DS)=0.82] was obtained from CPkelco.
Hydrochloric acid, acetonitrile, diethyl ether, metha-
nol, poly(ethylene glycol) methyl ether (mPEG-OH,
MW =2000), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbo-
diimide HCI (EDC HCI), N-hydroxysuccinimide (NHS),
4-dimethylaminopyridine (DMAP), phosphate-buffered
saline (PBS), sodium hydroxide, L-lysine, and L-histidine
monohydrochloride monohydrate were purchased from
Sigma-Aldrich. Quant-iT RiboGreen RNA Reagent was
purchased from Fisher Scientific, Inc.
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Materials

Copolymers of carboxymethyl cellulose-polyethylene glycol
Copolymers of carboxymethyl cellulose-polyethylene
glycol were synthesized as follows: CMC (1.2 mmol
acid) was dissolved in water (30 ml) and pH adjusted to
5 (HCI solution), to which EDC HCI (1.4 mmol), NHS
(1.4 mmol), and DMAP (0.2 mmol) were added. The
solution was stirred for 1 h at room temperature under
dark conditions. After an hour, PEG-OH (0.36 mmol)
reagent was added to the CMC-PEG solution. After
overnight reaction, the product was precipitated with
methanol and washed with a mixture of acetonitrile and
diethyl ether (90:10). It was subsequently dissolved in
water and precipitated in methanol, filtered and dried
at room temperature. EDC HCl, DMAP, and NHS were
dissolved in water (2 ml), and mPEG-OH was dissolved
in water (4 ml). Two copolymers were synthesized and
labeled 7CMC-PEG or 3CMC-PEG according to the
precursor of CMC utilized in synthesis (Scheme 1).

Functionalization of copolymers with amino acids

Water at pH 5 was used to dissolve 7CMC-PEG
or 3CMC-PEG. Then, EDC HCIl (1.4 mmol), NHS
(1.4 mmol), and DMAP (0.2 mmol) were added. Lastly,
after 1 h, 0.36 mmol of amino acid, histidine or lysine
was added (Scheme 1).

Preparation of nanopatrticles of copolymers

The formulation, composed of copolymers (carboxy-
methyl cellulose-PEG-amino acid) and Tween 80 solu-
tion, was prepared by dissolving 3 mg of copolymer
in 2.5 ml of sterile solution. The solution at 6% was
prepared by diluting Tween 80 in sterile deionized
water. The samples were sonicated for 2 h and cen-
trifuged at 12,000 rpm for 30 min. The nanoparticles
were suspended in sterile deionized water, and the size
of the nanoparticles was measured by dynamic light
scattering.

Characterization

The structures of the materials were characterized by
infrared (FTIR) and '3C nuclear magnetic resonance (CP
MAS NMR) spectroscopies. FTIR spectra (ATR mode)
of samples were acquired using a Bruker Alpha FTIR
spectrometer. The spectra were recorded at a resolu-
tion of 4 cm™! in the spectral window 4000-400 cm ™.
13C CP MAS NMR spectra were obtained at a Larmor
frequency of 75.4 MHz using a Bruker Avance 300 spec-
trometer equipped with a 4 mm cross-polarization (CP)
MAS probe. The samples were spun at a rate of 5 kHz.
Spectra were recorded using a contact time of 5 ms and
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/2 pulses of 5 ps. The chemical shifts were referenced
to TMS.

The thermal properties of the materials were character-
ized by thermogravimetric analysis (TGA). TGA profiles
were obtained using a TGA 500 system. Samples were
heated at a heating rate of 10 °C/min from 30 to 900 °C
under a nitrogen atmosphere with a flow rate of 1.0 ml/
min.

The average hydrodynamic diameter, zeta potential
and polydispersity index (PDI) of the nanoparticles were
measured by dynamic light scattering (DLS) analysis
using a Zeta sizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). All
measurements were carried out at 25 °C, at a detection
angle of 90° (for size and PDI) and 120° for zeta potential.

Ribosomal RNA onto copolymers

The nanoparticles were suspended in ribosomal RNA
solution (2 ml with a 100 ng/ml concentration). The solu-
tion was incubated at 8 °C for 10 min. Then, the mixture
was centrifuged at 12,000 rpm for 30 min to pellet the
nanoparticles. The supernatant was removed and ana-
lyzed by the Quant-iT RiboGreen assay (Invitrogen). The
amount of ribosomal RNA in the supernatant (w) was
then subtracted from the total amount of ribosomal RNA
added (w, 100 ng). The experiments were conducted in
triplicate. The percentage efficiency (E) of ribosomal
RNA entrapment to the nanoparticles was calculated
using the following formula:

E = (total amount of ribosomal RNA (w)
—free ribosomal RNA in supernatant (w))/
(total amount of ribosomal RNA (w)) x 100

Measurement data were expressed as the mean =+ stand-
ard deviation; the comparison between two groups was
analyzed using a two-sample t-test. Statistical analysis
was performed using GraphPad Prism ver. 5.0 (GraphPad
software, USA). P values <0.05 were considered statisti-
cally significant.

The nanoparticles loaded with ribosomal RNA were
suspended in sterile phosphate-buffered saline (PBS)
at a pH of 5, 6 and 7.4. The pH of the PBS was modified
using 0.1 M NaOH or 0.1 M HCL. The mixture was then
sonicated for 1 h. The nanoparticles were stored at 8 °C
for periods as long as 1 week. The particle size and zeta
potential of polymer complexes were measured at vari-
ous time points (1 h, 24 h and 1 week).

Array of components of hybrid copolymer-RNA

Small-angle X-ray scattering profiles were obtained using
a Kratky camera coupled to a copper anode tube. The
distance between the sample and the linear proportional
counter was 25 c¢cm; a Ni filter selected the Cu KR radia-
tion. The sample was introduced into a capillary tube.
The intensity I(q) was measured for 9 min to obtain high-
quality statistics. The SAXS data were processed with the
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ITP program [25-27], where the scattering angle (q) is
defined as q=2msinB/\, where 6 and A are the X-ray scat-
tering angle and the wavelength, respectively. The shape
and size distribution function of the scattering objects
was estimated from the Kratky plot, q*I(q) against q.
Lastly, the fractal dimension of the scattering objects was
estimated from the slope of the curve log I(q) vs log(q)
(28, 29].

Results and discussion

Functionalization of copolymers

The FTIR spectra of two polymers functionalized with
amino acids are shown in Fig. 1. The spectra of carbox-
ymethyl celluloses are also included as a reference. The
spectra of both celluloses, 3CMC and 7CMC, present
a broad absorption band at 3422 cm™, which is due to
the stretching vibrational mode of the hydroxyl group.
The band at 2924 cm™! is assigned to the vy stretch-
ing vibration. The absorption band at 1613 cm™! is
assigned to v C=O0 present in carboxyl group. The band
at 1062 cm™! is due to C—O—-C stretching. The spectra
of copolymers 3CMC-PEG and 7CMC-PEG fit relatively
well with that of celluloses; however, it must be empha-
sized that the bands at 1740 cm™' for 3CMC-PEG and
at 1742 cm™! for 7CMC-PEG are ascribed to the C=0
stretching mode of the ester groups [30, 31]. These bands
confirm that polyethylene glycol (PEGOH) had been
linked to sodium carboxymethyl cellulose. The spectra
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of copolymers functionalized with histidine and lysine,
3CMC-PEG-His and 3CMC-PEG-Lys, did not show sig-
nificant differences from that of 3CMC. A similar behav-
ior was observed with the spectra of functionalized
copolymers 7CMC. To obtain complementary informa-
tion about the structure of these materials, solid-state 13C
NMR measurements were performed.

Figure 2 displays the 3*C CP MAS NMR spectra of
celluloses and amino acids as references and their cor-
responding copolymers. In the spectra of 3CMC and
7CMC, the broad NMR peaks at 178, 104, 83, 75, and
63 ppm were assigned to the carbonyl carbons, C1 and
C4, and the overlap of C2, C3, C5, C7, and C6, respec-
tively [32]. The peaks due to histidine were resolved at
174.94, 137.36, 134.42, 67.06 and 26.86 ppm. The assign-
ment of these peaks is performed for the corresponding
spectrum according to the number of carbons in Fig. 2.

The spectra of 3CMC-PEG and 7CMC-PEG exhibit
a new signal close to 177 ppm, in addition to the reso-
nances of celluloses. This peak suggests that the -COOH
groups of carboxymethyl cellulose reacted with the
hydroxyl groups of PEGOH to form the ester crosslink.
In the spectrum of 3CMC-PEG-His, Fig. 2, the peaks
between 110 and 140 ppm, assigned to aromatic carbons,
are broader, and a downfield shift was observed for car-
bons C-2 (carbon bonded to amine in histidine). Fur-
thermore, an additional peak at 174 ppm was observed.
These observations can be explained as the aromatic ring

3CMC-PEG-Lys

3CMC-PEG-His

3CMC-PEG

3CMC

Transmission (a.u.)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

functionalized with PEG and amino acids

7CMC-PEG-Lys

oy

3

<

-

c

o

[

2

% 7CMC-PEG-His
2 4

©

“

-

. 7CMC-PEG
7CMC

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)

Fig. 1 FTIR spectra of copolymers, a spectra of 3CMC and 3CMC functionalized with PEG and amino acids (lysine and histidine). b Spectra of 7CMC
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Fig. 2 '*C CP MAS NMR spectra of carboxymethylcellulose (low molecular weight, 3CMC) and carboxymethylcellulose functionalized with PEG and

of histidine interacting with the 3CMC-PEG surface and
CMC-PEG reacting with the amino groups (C-2) of his-
tidine to form the amide link. Regarding the spectra of
copolymers containing lysine, the broadness of aliphatic
carbons C3, C4, C5, and C6 indicates that lysine inter-
acts with the copolymer through the amine at the end of
chain, reducing the motion of four carbons.

The '3C CP MAS NMR spectra in Fig. 3 correspond to
samples synthesized with 7CMC, and a similar behavior
to the series of samples with 3CMC was observed.

The TG curves of copolymers prepared from 7CMC
are shown in Fig. 4. The degradation of polymers occurs
in two steps. The first TG step (2—15% mass loss), due to
the loss of adsorbed water, occurs in the range from 30
to 150 °C. The second TG step occurs in the 250-460 °C
temperature range, with a mass loss (30—40%). This step
is attributed to the degradation of the side chain and the
loss of CO, [33, 34]. The copolymers began to degrade at
approximately 150 °C, and the final decomposition tem-
perature was found at approximately 450 °C. The higher
decomposition temperature indicates that copolymers

are more thermally stable than 7CMC and 3CMC.
Table 1 compares the degradation temperatures and per-
centage mass for individual polymers and their blends.
The TGA profiles of copolymers with PEG or amino acids
show more than two degradation steps. The two mass
losses between 150 and 260 can be attributed to the loss
of CO,, -OCHj, groups of PEG and —NH,-R groups.

Particle size distribution

The data reported in Table 2 include the particle size, the
polydispersity index (PDI) and the zeta-potential values.
The particle size ranged between 9 and 14 nm. Particles
of copolymers prepared with 7CMC were smaller than
those prepared from 3CMC, suggesting that molecu-
lar weight is an important parameter influencing the
crosslinking between cellulose and polyethylene gly-
col. Loading amino acids induces an increase in parti-
cle size; however, no direct correlation was observed
between amino acids and increasing particle size. It
should be mentioned that particles of copolymers con-
taining 7CMC were the materials with the largest PDI
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Table 1 TG data for carboxymethycellulose and copolymers
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Sample Decomposition step Temperature (°C) Weight loss %
Start End
7CMC 1st 30 175 8
2nd 175 350 42
7CMC-PEG Tst 30 150 8
2nd 150 280 14
3rd 280 420 43
7CMC-PEG-His 1st 30 150 8
2nd 150 215 5
3rd 215 270 10
4th 270 450 30
7CMC-PEG-Lys Tst 30 150 2
2nd 150 250 13
3rd 250 280 9
4th 280 400 40
3CMC 1st 30 150 2
2nd 150 255 14
3rd 250 380 40
3CMC-PEG Tst 30 150 15
2nd 150 285 20
3rd 285 450 40
3CMC-PEG-His Tst 30 150
2nd 150 250
3rd 250 382 39
3CMC-PEG-Lys Tst 30 150
2nd 150 210
3rd 210 270
4th 270 460 34

values. In fact, a width of 30% PDI is often considered
the frontier between mono- and polydisperse. This cor-
responds to PDI equal to 0.09, which leads to the recom-
mendation that PDI<0.1 is monodisperse and PDI>0.1
is multimodal. Thus, all the prepared copolymers are
multimodal, except 3CMC-PEG-Hys, and these results

are in line with previous results obtained for other poly-
meric systems [35-37]. Lastly, a remarkable difference
was observed between polymers containing 3CMC and
7CMC. When amino acids are loaded onto copoly-
mers with 7CMC, the Z-potential becomes more posi-
tive with respect to that of amino acid-free copolymers.

Table 2 Particle size (diameter), polydispersity index (PDI) and Zeta potential of samples under study as determined

by DLS data
Sample Without ribosomal RNA Loaded with ribosomal RNA

Particle size £ SD (nm) PDI Zeta potential Particle size (nm) PDI Zeta

(mV) potential
(mV)

7CMC-PEG 9.83+0.12 0.151 —253 1298 4+0.07 0.22 —259
7CMC-PEGLys 12.244+0.07 0.34 —25.06 9.14+0.11 0.16 —176
7CMC-PEGHis 11.394+0.075 0.25 —24.66 11.27£0.09 0.22 —209
3CMC-PEG 11.2£0.035 0.25 —322 14.18+0.05 0.27 —276
3CMC-PEGLys 13.01+£0.039 0.099 —595 11.924+0.15 0.22 —199
3CMC-PEGHis 13.9+£0.049 0.175 —9.84 13.96£0.02 0.23 —234




Hernandez et al. BMC Chemistry (2019) 13:33

100 -
X 804
b1y *
g
Q@ *
g 60 -
Q * -
<
Kl
T 404 =
o
o
b
8
£ 204
0- T T
(< > 9 O 2 <
oQQ/ od 0:» o& 0'\;\ 0‘»
(,.é Qq’ QQ’ N Qq’ QQ’
A o < by < <
N o & N
L L oo >

Fig. 5 Ribosomal RNA (Maximal loading) on different copolymers.
Experiments were performed by triplicate and standard deviation

included in graphs

In contrast, the opposite trend was observed for the
series containing 3CMC. This result can be explained as
the degree of substitution between 7CMC and 3CMC
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polymeric chains being very different because the sub-
stitution groups drive the surface interactions, which in
turn determine the electrostatic charge.

RNA as guest in CMC-PEG-amino acid hosts

The histogram of Fig. 5 plots the amount of RNA
adsorbed on different copolymers. The loaded RNA
amount is expressed as a percentage of the RNA retained
by copolymers from the total amount put in contact with
particles. The highest fraction of RNA was loaded in both
copolymers functionalized with lysine. The copolymer
retaining the lowest fraction of RNA was 3CMC-PEG-
His. The statistical parameters confirmed the efficiency
of copolymers containing lysine. Compared to that in
7CMC-PEG, the incorporation efficiency in 7CMC-Lys
was significantly increased (t=21.94. P=0.0001), as was
the incorporation efficiency of 3 CMC-PEG LYS com-
pared to that of 3 CMC PEG (t=7.236, P=0.0019).

RNA loading, of course, changes the particle size,
as shown in Table 2. In both amino acid-free copoly-
mers, the particle size increases approximately 3 nm
after RNA incorporation. The PDI value increases
slightly upon RNA loading on both 7CMC-PEG and
3CMC-PEG copolymers. This result suggests that
as a consequence of RNA loading, particles have a
broader molecular weight distribution. This effect was
observed earlier in polymeric systems where the RNA
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loading did not reach a saturation level [38]. The size
does not increase with RNA adsorption onto all amino
acid-copolymer systems. The copolymers functional-
ized with histidine had almost the same particle size
before and after the RNA loading. The size of par-
ticles containing lysine decreases by approximately
2 nm, which is an unexpected result explained as fol-
lows: the acidic hydrogen permits a strong interaction
between the functionalized surface of the copolymer
and RNA. This compactness (or condensation) behav-
ior was also previously observed in other polymeric
systems [39, 40], and it will be confirmed below by
SAXS results. Furthermore, the presence of RNA on
particles significantly changes the Z-potential values.
With RNA, the Z-potential becomes more positive for
samples prepared from 7CMC and more negative for
samples prepared from 3CMC. Before RNA loading,
the Z-potential value was very different between sam-
ples containing 3CMC and that prepared from 7CMC.
However, this difference was clearly lessened after
RNA loading. Interestingly, the most positive materi-
als containing RNA are those using lysine in function-
alization, and the most negative are those free of amino
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acids. RNA is anchored to the surface of copolymers,
but the surface properties of copolymers are crucial
to the resulting hybrid RNA-copolymer materials.
Because of these results, it is expected that materials
differ significantly in response to changes in pH. The
incorporation of pH-sensitive amino acids onto copoly-
mers enables controlled endolysosomal escape. In this
context, Fig. 6a plots the particle size of RNA-copol-
ymers as a function of pH. The size of the nanoparti-
cles decreases when the pH becomes acidic. At pH 7.4,
the carboxyl groups are present in the form —COOH,
and free amino groups (the other amino group forms
the ester crosslink with CMC) are present in the proto-
nated form, NH;*. Therefore, the electrostatic interac-
tion between RNA and polymers becomes significantly
favorable between the amino group and the negatively
charged RNA, Scheme 2; consequently, the size of the
particle decreases. No critical changes in the size of
7CMC-PEG and 3CMC-PEG were observed when the
pH changed due to the absence of amino acids that give
ionizable properties to the polymer.

To deduce the stability of particles, they were sus-
pended in water at different pH values, and the particle
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Scheme 2 Isoelectric point of aminoacids anchored to copolymers. The carboxyl groups have a negative charge (— 1). But one-half of the amino
groups and one-half of the R-Groups (-NH, %) have a positive charge, so the sum of their charge is + 1. At pH lower than IP, amine and carboxyl
groups are protonated and at values higher than IP, ionizable groups donate protons
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Table 3 Particle size (diameter (nm)) of RNA-copolymers under different conditions of pH
Sample Deionized water pH 7 pH5 pH6 pH7.4
1h 24h 1 week 1h 24h 1 week 1h 24h 1 week 1h 24h 1 week
7CMC-PEG
Size 12.98 29.09 50.72 9.75 9.49 9.74 9.81 11.72 120.86 9.73 11.51 1032
PDI 0.22 0.2 0.38 0.05 0.1 0.16 0.09 0.28 0.34 0.06 0.24 0.16
7CMC-PEGLys
Size 9.34 897 9.53 10.01 10.04 10.02 9.82 9.81 9.89 9.89 45.95 10.04
PDI 0.16 0.14 0.15 0.13 0.19 0.13 0.1 0.16 0.09 0.13 0.15 0.18
7CMC-PEGHis
Size 11.27 11.94 13.71 9.22 9.78 9.88 9.66 9.75 9.98 10.04 9.96 10.09
PDI 0.22 0.15 032 0.12 0.09 0.1 0.07 0.1 0.13 0.08 0.16 0.14
3CMC-PEG
Size 14.18 26.37 176.3 10.12 1017 10.28 9.74 10.39 9.96 103 10.01 11.65
PDI 0.27 0.16 0.28 0.12 0.16 0.16 0.08 0.2 0.13 0.31 0.22 0.31
3CMC-PEGLys
Size 11.92 1212 12.31 10.05 11.52 9.67 9.76 9.89 10.54 11.16 119.1 59.75
PDI 0.22 0.24 022 0.08 0.22 0.06 0.07 0.09 0.15 0.12 0.23 0.18
3CMC-PEGHis
Size 13.96 15.39 14.62 1043 10.58 1041 11.02 13.62 11.0 14.09 10.04 10.51
PDI 0.23 04 045 0.17 0.16 0.18 0.24 0.35 0.26 0.21 0.21 0.25
size was measured over time. The results are summarized
in Table 3. It is remarkable that at the same pH value, .
only slight changes were observed for the copolymers
functionalized with amino acids, i.e., they were stable for b
periods as long as 1 week. At same time, the pH value 1 ‘
is a parameter that also slightly influences the particle - x
size, but no simple correlation was observed. The sam- E . ;;
ples without amino acids, 7CMC-PEG and 3CMC-PEG, 2 g ‘
form agglomerates for periods as long as 24 h. It should <11 t
be concluded that the incorporation of amino acids in z | i
the polymer chains generates stability in the aqueous ' 3~
medium. 1¢ ,\C
Interestingly, the particle size of the sample with lysine i s
(7CMC-PEG-Lys) remained stable from pH 7.4 to acidic 3 : ¥ G
pH. This can be attributed to the value of the isoelectric 0.0 0.1 02 03
point (pH where the molecule has a net charge of zero), q(A™)
in the case of lysine, which is 9.74. At pH 7.4, it is prob- Fig. 7 Modified Kratky profile for RNA loaded in 7CMC-PEGLys
able that the amino groups and the carboxyl group are (empty circles) and, 7CMC-PEGH:s (filled circles)

completely protonated. The histidine has an isoelectric
point of 7.59. At physiological pH, it is probable that not
all the —-COOH and NH, groups of the copolymer are
protonated, Scheme 2.

In Fig. 6, the zeta potential measured in different copol-
ymers stored at different pH values is plotted. The poly-
mers presented a negative charge under a physiological
environment (pH 7.4), but the surface charge became
slightly more positive at lower pH. The change in zeta
potential can be attributed to protonation of the amine

group under low-pH conditions. The surface charges of
polymers play a role in cell uptake and blood stability.
Generally, positively charged polymers promote cellular
uptake due to the greater affinity for negatively charged
cell membranes, but they tend to undergo rapid clearance
from blood due to the strong interaction with the serum.
Furthermore, negatively charged polymers can resist
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Table 4 Particle size and fractal dimension of RNA-
copolymer particles as determined by SAXS data

Sample Loaded with ribosomal RNA
Particle size (nm) Fractal
dimension

7CMC-PEG 1242 2.81
7CMC-PEGLys 12.61 276
7CMC-PEGHis 1297 262
3CMC-PEG 13.01 2.89
3CMC-PEGLys 13.14 273
3CMC-PEGHis 13.88 2.66

protein absorption, leading to a longer blood circulation
time [41].

In summary, the results suggest that changes in the
pH allow the polymer complexes to escape endoso-
mal entrapment at acidic pH values (5 and 6). Thus, as
a consequence of the protonation of carboxyl and amine
groups, the polymers could reversibly convert surface
charges in response to pH, facilitating endosome escape
and cellular uptake. The pH dependence of the charge
could be modulated by varying the molar ratio of car-
boxyl or amino groups.

Array of the RNA-copolymer hybrid system

Figure 7 shows SAXS profiles, more precisely the Kratky
modified plots [I(g) x g% vs q], of the RNA-copolymers.
The modified Kratky plots have a main peak as well as a
number of secondary peaks, and these profiles indicate
that scattered objects have a globular shape. No signifi-
cant differences concerning the shape of scattered parti-
cles were observed among the copolymers under study.
The copolymer particle sizes were estimated from the
SAXS data curves by fitting to a poly-disperse system of
spheres. Table 4 shows that the size of RNA-copolymers
ranges between 12.42 and 13.88 nm. The highest particle
size was achieved when copolymers were prepared from
3CMC, which is in line with results obtained from DLS
data. In general, RNA-copolymers functionalized with
histidine are larger than those functionalized with lysine,
confirming that protonation of amino acids is an impor-
tant parameter for determining the interaction of copol-
ymers with RNA. In this context, the fractal dimension
value is a useful parameter because the loading of RNA
onto copolymers without amino acids leads to spherical
dense particles. However, the fractal dimension decreases
when RNA is incorporated into the copolymers function-
alized with amino acids, i.e., the particle size increases
but the density decreases. Among the two functional-
ized amino acids, the polymers containing histidine lead
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to the most and least dense RNA copolymers; in other
words, the spheres are not “hard” but respond to interac-
tions of amino acids with copolymers and with RNA.

Conclusion

PEGylated link polymers of carboxymethyl cellulose
were effectively synthesized by EDC-NHS reaction and
coupling amino acids onto the side groups of CMC-
PEG copolymers. Copolymers were formed as stable
soft spheres. Functionalization with lysine and histidine
is crucial to obtaining copolymers prone to adsorbing
ribosomal RNA; the type of amino acid determines the
electric charge on the external surface of the spherical
copolymer where RNA is incorporated. RNA-copolymers
are partially stable as the amino acid-RNA interactions
vary with pH, which could facilitate the release of RNA;
this is a promising result because this RNA-copolymer
system could then be used for RNA delivery.
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