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1. Resumen

La terapia génica es un concepto amplio que abarca al conjunto de técnicas
biotecnoldgicas y moleculares utilizadas para el tratamiento de enfermedades a
través de la modificacién del material genético de un individuo por medio de la
transferencia de genes terapéuticos que pueden realizar las funciones de un gen
sano o bien, silenciar un gen defectuoso, todo esto mediante el uso de vectores

capaces de penetrar las membranas celulares (NIH, 2021).

Mediante el estudio de diversas enfermedades se ha logrado llegar a conocer los
componente genéticos que actlan como causantes o se ven involucrados en el
desarrollo de patologias hasta el progreso de estas, de aqui que en la actualidad
sea posible pensar en estrategias enfocadas a tratamientos altamente
especificos, ademas de efectivos; uno de estos es el envio dirigido de genes a las
células a través de vectores, de donde proviene la creciente importancia en la
actualidad de contar con vectores eficientes a la hora de entregar el material

genético.

En este escenario donde los vectores poseen tal importancia para el desarrollo de
la terapia génica, el presente trabajo se centra en la optimizacion de la capacidad
de transfeccion del quitosdn como vector no viral por medio del acoplamiento de
dos péptidos cariofilicos, los cuales consisten en secuencias diferentes de
aminoacidos que actian como sefiales de localizacién nuclear y permiten la
entrada al nicleo a través de receptores denominados importinas, lo que
aumentaria la cantidad de DNA (&cido desoxirribonucleico) que entra al nucleo

para efectuar la accion terapéutica.

Las nanoparticulas (NPs) fueron ensambladas por coacervacion compleja y la
eleccion de las concentraciones para la obtencién de las NPs con ¢ptimas
caracteristicas se realiz0 a través de ensayos de retencién de la migracién en gel
de agarosa para su posterior caracterizacién por medio de microscopia electrénica

de barrido (SEM), determinacion del tamafo por dispersion dinamica de la luz
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(DLS), indice de polidispersion (Pdl) y potencial Z (ZP) por movilidad
electroforética acoplada a laser Doppler (DLS). Finalmente se estudio el efecto de
los dos péptidos cariofilicos en la transfeccion in vitro de las lineas celulares HelLa
y SiHa, ambas de céancer cervicouterino con la intencion de comparar las

caracteristicas y funcionalidad de las NPs en funcion de los péptidos acoplados.

Desde la caracterizacion se observdé un comportamiento diferente para cada uno
de los péptidos, donde se encontré que el péptido 1 (P1) formé NPs de mayor
tamafio (300 £ 20 nm) en comparacion con el control (quitosan + plasmido) (218 +
18 nm) y el péptido 2 (P2) (221 £ 19 nm), con diferencias estadisticamente
significativas; a su vez, el Pld sefial6 las NPs formuladas con P1 como el sistema
mas polidisperso (Pld P1 0.213 + 0.03) en comparacién con los otros dos grupos
de NPs (PId Control 0.105 + 0.038, Pld P2 0.078 = 0.018). En cuanto al ZP no
hubo diferencias significativas. Finalmente, los ensayos de transfeccion mostraron

una mayor eficiencia del P2 respecto al P1 y el control sin péptidos.

Con todo lo anterior se concluyé que el P2, en comparacion con el P1, ofrece
mejores resultados desde las propiedades fisicas hasta las bioldgicas, por lo que
la eficiencia de un péptido va a depender directamente de la secuencia y
caracteristicas de sus aminodcidos, las cuales tienen la capacidad de alterar las
propiedades previamente descritas. Los péptidos cariofilicos aumentan la
eficiencia de transfeccidén cuando las secuencias tienen una composicion de pocos
aminoacidos neutros y varios aminoacidos cationicos; sin embargo, la eficiencia de
la transfeccion del quitosan como vector puede aun incrementarse a futuro por
medio del acoplamiento de ligandos especificos, con la intencién de desarrollar un

vector casi tan eficiente como un virus sin las desventajas que eso conlleva.
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2. Introduccion

2.1 Terapia génica

La terapia génica fue propuesta hace casi ya 50 afios; sin embargo, en los ultimos
10 afios se ha visto el creciente desarrollo de la misma, demostrando asi que
posee beneficios clinicos significativos en comparacion con los tratamientos
farmacoldgicos de rutina, ademas de proveer un enfoque completamente nuevo al
tratamiento de enfermedades que se creian intratables tales como las
inmunodeficiencias o las hemofilias, todo esto a partir de los avances en genética

molecular y biotecnologia (Smith, 2017).

2.1.1 Concepto, tipos, ventajas y desventajas

El concepto de terapia génica abarca a todas aquellas técnicas y metodologias
que tienen la finalidad de modificar el material genético de un individuo, ya sea
regulando la expresion de genes por medio de la introduccién exdgena de DNA,
RNAmM, RNA interferente pequefio (siRNA), microRNA (miARN), oligonucledtidos
anti sentido o enviando directamente genes terapéuticos a células diana con el

objetivo de curar una patologia en especifico (Yin, 2014).

No obstante, esto ha expresado multiples desafios a lo largo de su desarrollo,
entre los que encontramos la mala optimizacion de las caracteristicas
farmacoldgicas en comparacioén con los farmacos convencionales (Yla-Herttuala,
2017).

Segun el tipo de material genético utilizado la terapia génica cuenta con diferentes

variantes, entre las que encontramos las siguientes:

e Terapia con DNA: Este tipo de terapia consta del envio de DNA
directamente al nucleo de la célula blanco, con la intencidon de integrarse

como una parte mas del genoma, en algunos casos tomando el lugar del
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gen defectuoso o dar la produccion de proteinas que resulten terapéuticas
(Yla-Herttuala, 2017).

e Terapia con RNAm: El potencial del RNAm en la terapia génica se debe a
su capacidad de producir in vivo proteinas terapéuticas al llegar a la célula
sin la necesidad de penetrar la membrana nuclear como sucede con una
terapia basada en DNA. Aunque presenta como principal inconveniente ser
una moléculas menos estable y mas propensa a sufrir desnaturalizacion
(Yla-Herttuala, 2017).

o Terapia con siRNA: Se fundamenta en la capacidad de silenciamiento de
casi cualquier gen que poseen los siRNA. tras la introduccién exdgena a la
célula son incorporados a la maquinaria endégena de silenciamiento y son

dirigidos hasta el gen obijetivo (Yla-Herttuala, 2017).

o Terapia con miRNA: La funcion de los miRNA enddgenos es promover la
degradacion del RNAm o la inhibicién de la traduccién para la formacion de
proteinas. Su importancia clinica se debe a dicha capacidad para regular
negativamente genes, como por ejemplo aquellos relevantes en los

procesos carcinogénicos (Yla-Herttuala, 2017).

Fundamentalmente, cada una de estas terapias busca la llegada de un tipo
especifico de material genético para la regulacion de diversos procesos celulares y
esto se debe a que casi cualquier secuencia del genoma tiene el potencial de ser
modulado con fines terapéuticos por material genético de origen exdégeno. Por lo
gue uno de los principales retos en el desarrollo de la terapia génica es la
capacidad de hacer llegar el material genético seleccionado a la célula por medio
de vectores que resulten seguros y eficaces permitiendo aprovechar las ventajas
de este tipo de terapia; como la especificidad celular y el aprovechamiento de la
respuesta inmunoldgica (Yin, 2014).
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2.1.2 Vectores y tipos de vectores

La terapia génica presenta tres componentes indispensables que deben ser
considerados para el desarrollo de protocolos exitosos: inicialmente se requiere de
un gen que al ser expresado tenga efectos terapéuticos, en un segundo punto se
requiere de conocer cual es la célula blanco y finalmente el disefio del vector,
entendiendo por vector a aquel vehiculo que sera el encargado de introducir el
material genético a la célula blanco segun sus necesidades; hasta el citoplasma o
al nucleo (Rozalén, 2003). Al proceso mediante el que un gen exdgeno

terapéutico es introducido a una célula blanco le denomina transfeccion.
Vectores virales:

Son una herramienta utilizada para el suministro de genes que aprovecha la
capacidad natural de los virus para penetrar la célula, introducir su material
genético e inducir los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion. Los
vectores virales utilizados actualmente con mayor frecuencia son los virus
adenoasociados (AAV), los retrovirus / lentivirus y los adenovirus (Ads) (Chen,
2018). Los vectores virales, como retrovirus y adenovirus se han utilizado para
aproximadamente el 80% de los ensayos clinicos de fase | aprobados debido a su
capacidad para transfectar, sin tener gran éxito a causa de su relativa inocuidad
(Ishii, 2001).

Estos virus no pueden ser utilizados directamente como se encuentran en la
naturaleza y requieren de modificaciones para ser utilizados como vectores. Entre
estos cambios encontramos: alterar la capside, alterar las glicoproteinas que
cubren a los virus envueltos y restringir la expresion de ciertos genes a través de
promotores o potenciadores seleccionados. De manera general, este tipo de
vectores suelen presentar una elevada especificidad, asi como una eficiencia de
transfeccion superior a la de los vectores no virales ademas de que la capacidad
para almacenar material genético varia segun el virus utilizado, yendo desde 5 kb
hasta 30 kb (Lukashev, 2016).
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Aunque estos vectores presentan multiples ventajas sobre los vectores no virales,
aun no se les puede considerar vectores ideales ya que sus costos de produccion
son elevados, no es posible eliminar todos los genes encargados de las acciones
patogénicas, inducen de la respuesta inmunoldgica y tienen efectos citopaticos y
citotéxicos causados por su administracion que pueden llevar a que las terapias no

sean efectivas (Lukashev, 2016).
Vectores no virales:

Este tipo de vectores estan compuestos de diferentes materiales, entre los que
tenemos; lipidos, péptidos catidnicos, polimeros catiénicos y moléculas
inorganicas como el fosfato de calcio. Pero pocos de estos vectores se han
desarrollado hasta ahora clinicamente debido a su baja eficiencia de entrega en
relacion con los vectores virales, y sobre estos también presentan la ventaja de
proteger al material genético de endonucleasas séricas, no ser inmunogeénicos, un
costo de produccion menor y no tienen una restriccion en el nimero de bases para
transporte. Ademas, es practicamente facil crear y alterar quimicamente vectores

no virales a gran escala (Suryaji, 2019).

La interaccion entre los vectores y las moléculas de DNA se basa en la atraccion
de las cargas, mientras el DNA posee una carga neta negativa provista por los
grupos fosfato de los enlaces fosfodiéster los materiales utilizados para la sintesis
de vectores se caracteriza por presentar cargas netas positivas, promoviendo la

interaccion electrostatica y la formacion de NPs (Vermeulen?, 2018).

Actualmente el mecanismo por el cual la célula internaliza este tipo NPs a su
citoplasma no esta cien por ciento estudiado, sin embargo, la teoria que mejor
explica este proceso es conocida como “la esponja de protones”, dicha propuesta
plantea que la internalizacién del vector se realiza por medio de endocitosis
(Vermeulen!, 2018). Donde posteriormente el endosoma al madurar permite la
entrada de protones a través de la ATPasa desde el citoplasma al interior del
endosoma, donde el material del vector comienza a actuar como una “esponja”
limitando la acidificacion del endosoma por lo que comienza el bombeo de mas

protones que genera finalmente un desequilibrio osmotico idnico entre Cl/ H*.
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Teniendo como resultado el flujo de agua al interior del endosoma causando un
aumento de la presidbn osmotica que provoca la ruptura del endosoma con la
liberacién del contenido endosémico en el citosol (Vermeulen?, 2018) (Ver figura
1).

Liposoma
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Polimero DNA
cationico
Condensacion .
Lipoplex
Polyplex @ ¥ @
Endocitosis

Proteina

it Endosoma
. I8 - \.
e (© D
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( . ) Nicleo
Fragmentos N
de DNA / N Escape del Transcrlpuon /__.)
g d
=T Lisosoma sneesama

V= \ . mRNA

—14-\
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Degradacion del DNA

I Migracion por cttoplasma

N Translocacion nuclear

Figura 1. Mecanismo general para la internalizacién de NPs a las células blanco (Suryaji,
2019).

Segun el material del que estén compuestos los vectores permite clasificarlos
esencialmente debido a sus caracteristicas estructurales y mecanismos de

penetracion celular.
Lipidos catiénicos

Son un amplio conjunto de macromoléculas caracterizado por tener propiedades
de compuestos polares. Son considerados como potenciales vectores debido a su
semejanza con los fosfolipidos y esteroles que conforman a las membranas

celulares. Su composicion consta de un grupo hidrofébico constituido de acidos
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grasos de extension variable y un grupo hidrofilico, compuesto por grupos amino
gue permiten el escape endosémico por el supuesto mecanismo de la esponja de
protones. Entre los lipidos catidnicos de interés tenemos como ejemplo a DOTAP,
DDAB y CTAB, su principal inconveniente es su deficiente estabilidad y su baja
transfeccion, siendo esta ultima la que ha buscado mejorar por medio de la

modificacion de los dominios hidréfobos (Suryaji, 2019).

Péptidos penetrantes de células (CPP’s)

Se trata de compuestos de origen peptidico, conformados aproximadamente por 5
- 30 residuos de aminoacidos que tienen la capacidad de penetrar las membranas
celulares de forma activa por medio de la interaccién especifica con receptores en
la membrana celular. En comparacion con otros vectores no virales estos cuentan
con la ventaja de tener una eficiencia de transfeccion mayor, ademéas de que los
complejos pDNA - CPP suelen proteger al DNA desnudo de mejor manera,
evitando su degradacién por endonucleasas, entre sus usos principales ademas
de la entrega de genes tenemos la entrega de farmacos quimioterapéuticos y el

reciente uso para el transporte del complejo CRISPR/Cas9 (Bohmova, 2018).

Polimeros catidénicos

Los polimeros catidnicos son macromoléculas con grupos funcionales que pueden
ser protonados a pH fisioldgico y poseen cargas positivas que les permite
interaccionar con los grupos fosfatos del DNA, estos complejos formados reciben
el nombre de poliplejos. Estos se ensamblan en dos etapas, en la primera la
interaccidn electrostatica neutraliza las cargas de los nucle6tidos y ya saturadas
las uniones de los nucledtidos el DNA interacciona con €l mismo, condensando las
cadenas dentro del polimero. Entre las ventajas de usar polimeros cationicos esta
la facilidad para la formacion de poliplejos, su mayor estabilidad en comparacion

con los lipoplejos y menor citotoxicidad (Santos - Carballal, 2018).

Sin embargo, algunos de estos polimeros también estan limitados en su aplicacion

debido a su pronunciada citotoxicidad. Por el contrario, los polimeros catiénicos
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naturales, como el quitosan, demuestran una eficacia de transfeccién comparable
a la alcanzada con los polimeros cationicos sintéticos, pero muestran una baja

toxicidad y buenos perfiles de bioseguridad in vivo (Raik, 2018).

18

——
| —



3. Marco Teorico

3.1 Quitosan
3.1.1 Caracteristicas y estructura de quitosan

El quitosan es un polimero catidnico biodegradable compuesto de B-D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina (Ver Figura 2), producido por desacetilaciéon
alcalina de quitina, debido a sus grupos amino se comporta como una base débil
en un pH entre 6.2 - 7.2, es Unicamente soluble en un pH entre 1 — 6 en el que
todos los grupos aminos se encuentran protonados, es en este intervalo de pH
donde el quitosan puede desencadenar la apertura de las uniones estrechas,
facilitando asi el transporte de sustancias de carga positiva, fuera de este intervalo

comienza agregarse y a precipitar (Guang, 2002).

El quitosdn es biocompatible, biodegradable y no tdxico; por lo tanto, se ha
propuesto como una alternativa mas segura a otros vectores no virales en el

transporte de pDNA, RNAm y la regulacion por miRNA (Opanasopit, 2009).

= -n

Figura 2: Unidad repetitiva de la molécula de quitosan
(Imagen de elaboracién propia)

3.1.2 Quitosan como vector en terapia génica

El quitosan comenzé a tener interés cuando fue posible observar su capacidad
para unirse a bacterias y células de mamiferos al interactuar con las glicoproteinas

de la membrana celular para posteriormente ser endocitado por la célula. Esto
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pudo ser observado por B. Carrefio — Dominguez en 1997 donde las microesferas
de quitosan fueron captadas por células B16F10 de melanoma murino mediante
fagocitosis, demostrando que la interaccién con la membrana celular permite la
entrada a las células para una posterior liberacién de material genético (Guang,
2002)

Inicialmente el quitosan reacciona electrostaticamente con los nucle6tidos,
saturando todas las cargas negativas hasta neutralizar la carga total,
posteriormente, se da una condensacion de los &cidos nucleicos dentro del
polimero formando el poliplejo que provee de proteccion contra la degradacion por
endonucleasas y a su vez permite la internalizacién celular. El proceso de
condensacion del DNA es impulsado entrépicamente, por lo que un polimero
cationico y el DNA forman de manera espontanea poliplejos al mezclarse (Raik,
2018).

En este punto es endocitado y tras la entrada del poliplejo a la célula bajo el
mecanismo denominado como esponja de protones las aminas primarias del
polimero catidénico, en este caso el quitosan, son protonadas y los acidos
nucleicos se desempaquetan en el citoplasma celular. Aunque adn no se
comprende completamente qué tipo de quitosan funciona mejor para los diferentes
tipos de genes terapéuticos que se buscan entregar, ha sido posible observar que
los parametros mas importantes a considerar para la funcionabilidad de los
poliplejos son la conformaciéon, la forma y el tamafio de particula (Santos -
Carballal, 2018).

Entre los parametros que influyen para la transfeccién en los vectores a base de
quitosan tenemos el peso molecular (MW), el grado de desacetilacion (DD), la
relacion N/P (relacion de quitosan cargado positivamente y DNA cargado
negativamente), el ZP y el pH del medio de transfecciéon ya que cada uno de estos
influye en los efectos de permeabilizacion y perturbacion sobre la membrana
célula (Guang, 2002).

Investigaciones pasadas de Sato y colaboradores (2001) han mostrado el efecto

del pH en la transfeccién; donde la eficiencia de transfeccién a pH 6,9 es mayor
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gue a pH 7,6. A un pH inferior a 7, los restos de amina en el quitosan se protonan
y los complejos de DNA-quitosan se cargan positivamente, lo que facilita la union
con las células cargadas negativamente. En cuestiones del peso molecular, el
peso molecular 6ptimo del quitosan depende de las lineas celulares y puede influir
en la estabilidad del complejo DNA-quitosan, la eficiencia de la captacion celular y

la disociacion del DNA del complejo después de la endocitosis (Ishii, 2001).

Por otro lado, es importante sefialar que el quitosan al comportarse como un
polielectrolito tiende a agregarse cuando se encuentra en solucién acuosa, como
es el caso de las NPs, por lo que es importante tener dicha consideracion al
momento de realizar las lecturas de ZP, asi como de tamafio de particula, ya que

la agregacion de los complejos puede afectar la suspension (Guang, 2002).

3.1.3 Coacervaciéon compleja para el ensamblaje de NPs

La coacervacion compleja es un método de autoensamblaje de NPs, basado en la
formacién de las NPs a partir de las interacciones electrostatica entre moléculas
cargadas en solucion. Dentro de las ventajas que presenta este método es la
obtencion de complejos de geometria funcional y bien definida, a través de
interacciones sencillas que no afectan la funcionalidad de lo que se desea

transportar.

Los coacervados o en este caso, los poliplejos son formados con cargas opuestas
entre si interaccionando y en algunas ocasiones también pueden intervenir otro
tipo de fuerzas como hidrofobicas, Van der Waals y puentes de hidrégeno que

estabilizan los complejos polisacarido — DNA (Koping-Hoggard, 2004).
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Figura 3: Interaccion de cargas para la formacién de NPs (Novo, 2015).

Las interacciones electrostaticas se dan segun las cargas netas de las moléculas
en las condiciones en las que se producen las mezclas, en el caso de la formacion
de los poliplejos DNA - quitoséan, la interaccion se da entre los grupos fosfato del
DNA que le proporcionan una carga neta negativa con los grupos amino cargados
positivamente del quitosan que lo convierten en un polielectrolito que se disuelve
facilmente en soluciones acidas (Ver figura 3). Estas interacciones de carga
generan cambios en la conformacion del DNA hasta una forma condensada,
inducida por el polication, asi como por las cargas i6nicas en el medio de

disolucion (Koping-Hoggard, 2004).

Para la formacion de este tipo de complejos se debe tener en cuenta la relacion
molar entre quitosan y DNA para obtener una particula de tamafio y forma
especificos, ademas del peso molecular del quitosan a utilizar, asi como el grado
de acetilacion. Bajos grados de desacetilacion generan sistemas hidrofobicos y
con menor densidad de carga, los cuales no favorecen las interacciones

electrostaticas, mientras que, altos pesos moleculares del quitosan y altos grados
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de desacetilacién tienden a formar complejos esféricos y con mayor estabilidad
(Cheng, 2014).

El tamafio de los complejos formados puede ir de los 150 nm hasta los 800 nm, en
relacion al peso molecular del quitosan utilizado, por lo que es importante tener
esto a consideracion ya que desde el punto de vista de la administracion de
farmacos el tamafo de particula es particularmente importante ya que afecta
fuertemente el tiempo de circulacion, la entrada a la células diana y la
biodisponibilidad del complejo, normalmente el tamafio ideal para la formacion del
endosoma es menor a 250 nm pero esto puede variar segun el amortiguador,

caracteristicas de las células utilizadas y el ZP (Vinogradov, 2002).
3.2 Péptidos cariofilicos

3.2.1 Concepto

Los péptidos cariofilicos o también llamados comuUnmente péptidos de
sefializacion nuclear son secuencias de 5 - 20 aminoacidos, formados
principalmente por aminoacidos basicos como la lisina (K) y la arginina (R)
derivada de proteinas nucleares eucariotas y proteinas virales, la cual contienen
una sefial de localizacidbn nuclear (NLS) que es reconocida por proteinas
receptoras intracelulares especificas que conforman los poros nucleares (Yin,
2012)

3.2.2 Utilizacion de péptidos cariofilicos en NP para terapia génica

A lo largo de la evolucion las células han desarrollado diferentes mecanismos que
protegen al DNA propio y a la célula de DNA exdgeno que pueda resultar
perjudicial como el de los virus, mientras que a su vez estos patdgenos han
desarrollado mecanismos de evasion. Por lo que conocer este tipo de relaciones

entre la evasion y la defensa facilita la entrega de genes terapéuticos (Yin, 2013).

Sin embargo, los sistemas de transferencia de genes no virales todavia adolecen
de una eficacia de transfeccién relativamente baja en comparacién con los

vectores virales, lo que dificulta su amplia aplicacion clinica, pues al llegar el DNA
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al citoplasma es liberado pero no internalizado al nucleo, por lo que la expresion
del material genético terapéutico no se realiza. Los péptidos que contienen una
sefal de localizacion nuclear (NLS) se unen al DNA de modo que se forma un
complejo DNA-NLS, mismo que puede ser reconocido como un sustrato de
importacion nuclear por proteinas receptoras intracelulares especificas conocidas
como nucleoporinas, que forman un canal llevando el complejo formado al interior
del nucleo celular (Cartier, 2002). EI mecanismo de internalizacién nuclear mas
estudiado hasta la fecha es el regulado por la importina 3, y es sobre el mismo que
actuan los péptidos cariofilicos.

El sustrato se une a la importina B a través de la proteina adaptadora importina a
para sustratos con NLS rico en arginina / lisina mediado por la GTPasa Ran
(RanGAP) que convierte el GTP a GDP (Ver figura 4, punto 1). La subunidad a de

importina se une a la sefal de localizacion nuclear (NLS) y la subunidad B se

@ acopla al complejo de poros nucleares y
1. ® se transloca a través del canal al interior
Ran del nacleo (Ver figura 4, punto 2
(Ver figura 4, purto 2
k@

2.
G(P)
Cytoplasm

se disocia por medio del factor RanGEF

gque pasa de GDP a GTP y los factores a

’VP(

{ ‘}3"__ Cuando el complejo es internalizado (3)

ll\'uclcar envelope
y B son enviados de nuevo al citoplasma

1

Nucleus G nP

para su reciclaje (Ver figura 4, punto 4).

Rm

Xe

@0 La forma GDP permite la asociacion del
n complejo mientras que la GTP lleva a

cabo la disociacién, por lo que la

a direccion del intercambio se ve dictada

Figura 4: Mecanismo de la B importina. rl iStri ién RanGEE v RanGAP
(Cartier, 2002) por la distribucion de RanGEF y RanGAP.
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3.2.3 Aspectos a considerar en el desarrollo de vectores no virales usando
péptidos cariofilicos

Si bien la insercion de péptidos con secuencias NLS aprovecha la maquinaria de
importacion nuclear, el disefio de vectores no virales requiere tener en
consideracion diferentes factores que influencian la capacidad de los péptidos
cariofilicos para mejorar la entrega de genes terapéuticos; como el método de
incorporacion del péptido NLS, el tipo de péptido NLS, la morfologia del DNA y el

tipo de union con el péptido.

Tipo de unién y morfologia del DNA

En el caso del DNA lineal se ha observado un incremento en la transfeccion de 2 a
7 veces cuando existen uniones con los péptidos NLS en uno de los extremos de
la cadena con una union que puede ser tanto covalente en una zona no
codificante como electroestatica, mientras que en el DNA plasmidico la
transcripcion se puede ver disminuida o inhibida si la union de los péptidos se
realiza de forma covalente y por otro lado, la uni6on por interacciones
electrostéticas presenta la ventaja de ayudar a la condensacion del DNA para la

formacion de heteroplejos (Bremner, 2004).

De la misma forma, se ha observado que en entregas de DNA desnudo el
complejo NLS - DNA lineal ha tenido mayor transfeccion al complejo Plasmido -
NLS, caso contrario a si se realiza un heteroplejo. Por lo que para entregas
directas como es el caso de la microinyeccion los plasmidos pueden ser digeridos

por enzimas de restriccion a su forma lineal (Bremner, 2004).

Interacciones del péptido con los receptores nucleares y cantidad de

péptido

No seria posible sefalar con exactitud la cantidad de un péptido que debe
utilizarse, sin embargo, se debe tener en cuenta que el complejo debe presentar
las cargas positivas de la lisina y arginina para la interaccion con los receptores de
transporte, y su neutralizacion al unirse electrostaticamente al DNA impediria el

reconocimiento, ademas de que si se desea formar un heteroplejo por
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coacervacion compleja también se debe buscar un balance de cargas para formar

la nanoparticula (Bremner, 2004).
Purificacion del complejo NLS -DNA

Los péptidos no conjugados al ser introducidos a la célula pueden competir por los
sitios de internalizacién nuclear con los complejos formados, por lo que se debe
tener en cuenta una purificacion por precipitacion con etanol de los complejos
formados en casos en los que la transfeccidn no sea exitosa de manera inicial,
todo para asegurar que no exista competencia en los receptores que pueda

afectar la transfeccion (Bremner, 2004).

3.3 Determinacion de relaciones molares optimas y parametros
para la caracterizacion de las NPs

3.3.1 Ensayos de retencion para la determinacion de relaciones molares optimas

Una de las formas para la evaluacion de NPs son los ensayos de retardamiento
también llamados ensayos de cambio de movilidad electroforética, los cuales son
una técnica que permite analizar las interacciones DNA - proteina, implementada
por Fried y Crothers en 1981 para el estudio del operdn lactosa, el fundamento de
la técnica se basa en la estabilidad de los complejos formados con el DNA que
impidan su migracién durante la electroforesis en gel y no se limita a proteinas,
pues se extiende al estudio de complejos formados de la unién DNA — péptido, y

en general al estudio de complejos DNA — componentes catiénicos (Scott, 1994).

El ensayo consta de una electroforesis en gel, donde el DNA con carga neta
negativa viaja desde el a&nodo hasta el catodo segun su tamafio, s6lo que en este
caso en especifico al evaluarse la estabilidad de los complejos se espera que la
union entre el DNA y la proteina o molécula de interés impida la migracion o la
retarde debido a la neutralizacion de las cargas, lo que mostraria que se esta
formando un complejo estable que protege al DNA. Para esto las muestras se
dejan correr sobre el gel y al ser revelado se analiza la altura de la banda, donde

la estabilidad del complejo serd inversamente proporcional al desplazamiento e
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incluso en algunos casos el complejo puede ser tan estable que resulte en la
desaparicion de la banda por una incapacidad de intercalamiento de los colorantes
entre los pares de bases del DNA. De esta forma, y segun sea lo que se busque
de la interaccion entre los componentes cationicos y el DNA, serd el grado de
retencion de la migracion que determinard las relaciones molares 6ptimas entre el

componente cationico y el DNA (Scott, 1991).

3.3.2 Determinacién de tamafio de particula 'y ZP

Las NPs se pueden definir como particulas submicroscépicas con una dimension
inferior a 1000 nm, las cuales pueden mantener ciertas caracteristicas
fisicoquimicas especificas relacionadas con su tamafio. Es el tamafio quien
determina si se trata de una nanoparticula, asi como su posibilidad de ser
endocitada por la célula. Para la determinacién del tamafio de particula se utilizan
técnicas como la dispersion dinamica de la luz (DLS), basada en el movimiento
browniano que poseen las particulas en solucion, que al hacerles incidir un haz de
luz provoca un desplazamiento de tipo Doppler que, tras diferentes tratamientos
matematicos, permiten conocer el radio hidrodinamico de la particula, siempre y
cuando esta sea esférica. Las NPs de menor tamafio poseen una mejor
penetracion que las contrapartes mas grandes e incluso son capaces de cruzar

capilares y sinusoides tisulares (Santos - Carballal, 2018).

El ZP se puede entender como la carga superficial de una particula en relacion
con el liquido en el que esta suspendida bajo la influencia de un campo eléctrico
aplicado que puede orientar respecto a la estabilidad de las NPs y éste se
determina mediante movilidad electroforética acoplada a velocimetria laser
Doppler. Cuando un ZP tiene valores positivos las NPs van a tender a repelerse
por las cargas, mientras que a potenciales Z negativos las NPs precipitan o se

aglomeran (Santos - Carballal, 2018).
3.3.3 Determinacion de morfologia

La microscopia electronica tanto de barrido como de transmision se ha utilizado

para determinar la forma fisica de las NPs. Sigue el mismo principio que un
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microscopio Optico con la diferencia de que en este caso se hace incidir sobre las
muestras un haz de electrones en lugar de fotones, lo que le otorga una resoluciéon
de muchos 6rdenes de magnitud mayor que con microscopios normales dado que
el poder de resolucion es directamente proporcional a la longitud de onda de la
irradiacion (Chandra, 2016).

Para el caso preciso del quitosan se conoce que puede adoptar diferentes formas
en complejos nanoparticulados, entre las que se encuentran la forma toroidal,
esférica o globular. Cada una de estas puede observarse segun la interacciéon
entre el quitosan y el DNA y va a tener efectos directos sobre su estabilidad como
complejo aunado a la capacidad de adentrarse a la célula (Santos - Carballal,
2018).

3.3.4 Ensayos de transfeccion in vitro

Los experimentos de transfeccién in vitro tienen como objetivo evaluar el
rendimiento general de los vectores de administracion de genes. La eficacia de la
transfeccion se evalla tipicamente analizando la expresion de una proteina
luminiscente como la luciferasa de luciérnagas, proteina verde fluorescente (GFP),
proteinas faciles de detectar como la B-galactosidasa o una combinacion de estas.
Y segun sea el gen reportero escogido se puede utilizar diversas técnicas para el
analisis de la expresion, como es el caso de la citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia para las proteinas fluorescentes. Otra técnica comun cuando se
utiliza como gen reportero alguna enzima es la deteccién de la fluorescencia o
formacion de metabolitos coloridos, como en el caso de la reaccion enzimatica de

la luciferasa (Bono, 2020)

Por otro lado, aunque existen diferentes genes reporteros, cada uno de ellos sirve
para la evaluacion de aspectos distintos. Los genes de proteinas fluorescentes
son buenos descriptores de la eficacia de la transfeccion a nivel de células
individuales, que normalmente se define como el porcentaje de células que
expresan la proteina codificada, mientras que los genes que codifican enzimas
como la expresion de luciferasa proporciona informacion sobre los niveles de

expresion de pDNA dentro de una poblacion celular pero no en células
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individuales. Es por esto que para una evaluacién completa se sugiere la mezcla
de genes reporteros que permitan conocer tanto la transfeccion a nivel individual

como poblacional (Bono, 2020).
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4. Planteamiento del problema y justificacion

En la actualidad con los conocimientos en materia de salud el desarrollo de la
terapia génica posee gran importancia para el avance de los tratamientos
meédicos, en especial para el de enfermedades que no pueden ser tratadas a
través de farmacos y terapias convencionales o no tienen un buen prondstico tras
ser detectadas, por lo que se requiere de estrategias innovadoras que ayuden a la
poblacién que enfrenta este tipo de enfermedades, de aqui la importancia del
desarrollo de vectores no virales 6ptimos que puedan asegurar la llegada del
material genético al nucleo celular para ser expresado y efectuar la accién
terapéutica. En este trabajo se busca disefar y caracterizar NPs basadas en un
vector no viral como el quitosan, asi como demostrar y comparar los efectos de la
adicion de dos péptidos cariofilicos tanto en sus caracteristicas como en su

funcionalidad.

5. Hipodtesis

Al acoplar un péptido cariofilico al plasmido pEGFP—-N1 mediante interaccion
electrostatica previo al ensamblaje por coacervacion compleja de NPs con
quitosan, la eficiencia de la transfeccion aumentara debido a la afinidad de estas
moléculas por el nucleo celular, aumentando la expresion del material genético
enviado, lo que contribuye a superar el gran inconveniente que presentan los
vectores no virales en el envio de genes terapéuticos, que es la baja eficiencia de

transfeccion.
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6. Objetivos

Objetivo general

Desarrollar NPs utilizando quitosan como vector no viral para el envio de genes
terapéuticos con una mayor eficiencia de transfeccion a través del acoplamiento
de dos péptidos cariofilicos comparando su efecto en las caracteristicas y
funcionalidad biolégica de las NPs mediante microscopia electronica, dispersion

dinamica de luz, retencioén electroforética y ensayos de transfeccion in vitro

Objetivos particulares

e Aislar el plasmido pEGFP — N1 de cepas de Escherichia coli en medio LB a
través de un kit comercial.

e Determinar las relaciones molares 6ptimas (plasmido: péptido: quitosan) para
el ensamblaje de las NPs utilizando dos péptidos.

e Caracterizar las NPs obtenidas determinando tamafio y polidispersion por
dispersion dinamica de luz, morfologia por microscopia electrénica de barrido y
ZP mediante movilidad electroforética acoplada a laser-Doppler.

e Evaluar la funcionalidad biol6gica determinando la eficiencia de transfeccion in

vitro de las NPs utilizando las lineas celulares HeLa y SiHa.
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7. Metodologia experimental

La parte experimental de este trabajo se realizo en el laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan Campo 1, ubicado en la Unidad
de Posgrado a cargo de la Dra. Patricia Miranda y con asesoria de la Dra. Maria
Eugenia Aranda Barradas, en colaboracion con el Centro de Fisica Aplicada y
Tecnologia Avanzada (CFATA), Juriquilla y con el laboratorio 4 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan Campo 4, a cargo del Dr.
Carlos Gerardo Garcia Tovar, pertenecientes a la Universidad Nacional Autonoma

de México.

7.1 Preparacion del Quitosan como vector

El quitosan pulverizado se obtuvo a partir del exoesqueleto de camarén con un
MW de 20.6 kDa y un DD de 85-90%. Fue producido y caracterizado en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y se utilizé sin ningln otro
tratamiento adicional (Miranda, 2011). A partir de este pulverizado fue preparada
una solucién stock de quitosan al 1% con acido acético al 1% mediante la adicion
progresiva del sélido con agitacion constante a temperatura ambiente hasta su
completa disolucion y posteriormente se balanced el pH a 5.5 con la adicién gota a
gota de NaOH.

7.2 Aislamiento y propagacion del plasmido pEGFP — N1

La propagacién se realiz6 en medio LB con kanamicina 50 pg/ml de una cepa
bacteriana de Escherichia coli transformada con el plasmido pEGFP-N1 con
agitacion constante durante 17 horas a 37 °C. Para el aislamiento del plasmido se
utilizé el kit comercial Qiagen Megaprep plasmid extraction que incluye los buffers,
soluciones y la columna de separacion. Para mayor detalle sobre el plasmido
revisar el ANEXO 1y sobre el kit revisar el ANEXO 2.
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Tras el aislamiento las muestras fueron resuspendidas en agua inyectable. Se
realizo un gel de integridad utilizando agarosa al 1%, el cual fue cargado con 5 pl
de muestra, 1 yl de GelRed y 1 ul de buffer de carga y se dejo correr durante 20

minutos a 121 mV.

Para la cuantificacion se utilizé el Espectrofotometro para Microplacas Epoch™,
donde se determind la concentracion de plasmido en cada uno alicuota, asi como
su relacion 260/280 por duplicado, de donde se obtuvieron las medias para la
realizacion de célculos para la preparacién de soluciones stock de plasmido a 100

Mag/ml.

7.3 Restriccion enzimatica de pEGFP — N1

La digestién enzimatica se realiz6 con la enzima EcoRI. Se colocé 1 pg de pEGFP
-N1 con 5 pul de Buffer y 1 ul de EcoRI y se dejé en incubacion a 37°C por una
hora. Transcurrido el tiempo de incubacién las muestras fueron cargadas en un gel
de agarosa al 1% con GelRed y se dejo correr la electroforesis por 45 minutos a
121 mV.

7.4 Preparacion de las nanoparticulas por coacervacion compleja

Para la formacién de las NPs por coacervacion compleja se prepar6 una dilucion
stock de pEGFP — N1 a 100 pg/ml utilizando Na2SO4 (25 mM) como diluyente.
Para el ensamblaje se colocd en tubos Eppendorf de 1.6 ml un volumen de
plasmido concentracién stock, al que se le adicion6 un equivalente en volumen de
péptido cariofilico manteniendo la relacién volumen 1:1 y posteriormente la mezcla
se llevo a agitacion constante durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasada
la primera agitacién se afiadié el quitosan manteniendo la relacion volumen 1:1:1
entre el pldsmido - péptido- quitosan y se agitdé a temperatura ambiente durante

media hora.
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7.5 Ensayos de retardamiento de los complejos pEGFP — péptido

Las secuencias de ambos péptidos cariofilicos que se probaron se muestran a

continuacion:

Secuencia Péptido 1 CGGGPKKKRKVED

Secuencia Péptido 2 PAAKRVKLD

Para mayor detalle de las caracteristicas de los péptidos revisar el ANEXO 3.

Los péptidos liofilizados se resuspendieron en 1 ml de agua inyectable (3 mg/ml),
a partir de esta solucion stock fueron preparadas diluciones 1:400 para el péptido
1 y 1:500 para el péptido 2. De las soluciones anteriores de ambos péptidos
fueron preparadas soluciones a una concentracion de: 0.03 pyM, 0.07 pM, 0.15 uM,

0.2 pM, 0.3 pM con agua inyectable como diluyente.

Los complejos fueron ensamblados siguiendo la metodologia de coacervacion
compleja descrita anteriormente sin adicionar quitosan. Tras la agitacion, las
muestras fueron cargadas de la siguiente manera: 15 yl de muestra con 1 ul de
GelRed y 1 pl de Buffer de carga en cada pocillo de un gel de agarosa 1% que se
dej6 correr a 121 mV durante 30 minutos.

7.6 Ensayos de retencion de los complejos pEGFP — péptido — Quitosan

Las concentraciones establecidas para cada uno de los péptidos fueron las
siguientes:

Concentracion del Péptido 1 0.2 uM

Concentracion del Péptido 2 0.5 uM

Se prepararon diferentes concentraciones de quitosan: 0.03 %, 0.04%, 0.6 %,
0.8%, 0.1%, 0.12% y 0.14%. Para la formacion de los complejos por coacervacion
compleja y se repitid la metodologia anterior, mezclando 25 ul del plasmido con 25
pl de péptido (1 0 2) a la concentracion sefialada previamente y se mantuvo en

agitacion por 30 minutos. Tras la agitacion fueron afiadidos 25 pl quitosan a cada
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una de las concentraciones variables que se deseaba probar y se mantuvo en

agitacion por 30 minutos mas.

Efectuada la segunda agitacion, se realizé un nuevo gel de agarosa 1% donde se
cargaron por pocillo 15 yl de muestra con 1 ul de GelRed y 1 pl de Buffer,
finalmente se dejo correr a 121 mV durante 30 minutos para posteriormente ser

revelado y fotografiado.

7.7 Caracterizacion de las NPs
7.7.1 Determinacién del tamafio de particulay ZP

La determinacién se realizé en el equipo Zetasizer PRO (Malvern Panalytical,
Reino Unido) con 3 lecturas por muestra con un tiempo de exposicion de 180
segundos, las muestras fueron colocadas en una celda de plastico modelo
DTS1070 (Malvern, Reino Unido) e introducidas al equipo. Para esto se
prepararon 150 pl de cada muestra que se aford con agua inyectable para llenar la
celda. Las NPs fueron preparadas manteniendo la proporcion 1:1:1 entre el
plasmido 0.064 pM, péptido P1 [0.2 uM] o P2 [0.5 uM] y quitosan 0.14%,
condiciones ya establecidas. Se utilizé el programa Originlab 8 para exportar los

datos que arrojo el ZetasizerPro y obtener los graficos correspondientes.

7.7.2 Determinacién de morfologia

Se prepararon las NPs correspondientes al P1 y al P2 siguiendo la metodologia
anterior manteniendo la proporcion 1:1:1 de plasmido — péptido — quitosan. Las
muestras fueron colocadas en un porta muestras donde fueron secadas y se les
dio un bafio ionizante con oro. Las NPs fueron analizadas en el microscopio
electronico JEOL JSM-6060LV Scanning Electron Microscope (Jeol Inc., MA, USA)
usando 20 Kv, ubicado en el CFATA, Juriquilla de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

7.8 Ensayos de transfeccion in vitro

Los ensayos de transfeccién se realizaron en lineas celulares HelLa y SiHa,

proporcionadas por la Dra. Elizabeth Ortiz Sanchez, del Instituto Nacional de
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Cancerologia (Ciudad de México, México). Se sembraron 1.5x10° células por pozo
en una placa de 24 pozos y fueron cultivadas en cubreobjetos estériles de 1 cm de
ancho en medio DMEM suplementado con el 10% de suero fetal bovino (FBS) e
incubadas a 37° C con un 5% de COa.

Llegando al 60% de confluencia, las NPs equivalentes a 10 pug de plasmido se
diluyeron con 2 ml de medio de cultivo sin suplementar y se afiadieron de esta
forma a los pozos de las células tras el retiro del medio. Se mantuvo en incubacion
por 16 horas con las NPs, transcurrido este tiempo se retird el tratamiento
cambiando el medio por medio fresco suplementado con FBS al 10% y se dejo

incubar por 48 horas mas.

Al retirar el medio de cultivo se realizé la fijacidon con paraformaldehido (PAF) al
10% en PBS por 20 minutos. Pasado el tiempo de fijacion, el PAF fue retirado de
los pozos, y se realizé un lavado doble con buffer de fosfatos (PBS) para eliminar

los residuos.

Posteriormente y de acuerdo con los resultados obtenidos se repitid el mismo

procedimiento utilizando medio DMEM suplementado al 10% para la transfeccion.

7.8.1 Tincion de nucleos y citoesqueleto

Tras los lavados con PBS se permeabilizaron las células con Tritébn X100 al 0.05%
por 5 minutos, se lavé una vez mas con PBS y fueron colocados 30 ul de faloidina
rodaminada 1:150 por muestra. Estas fueron incubadas en la oscuridad por 20
minutos y lavadas con PBS. Posterior a esto se realiz6 el montaje con DAPI
acoplado al medio de montaje y fueron sellados los cubreobjetos para la

observacion al microscopio de fluorescencia.

7.9 Ensayo de seguimiento de nanoparticulas.

Previo a la formacion de los complejos el plasmido 100 ug/ml se marco con yoduro
de propidio (PI) concentracién final en el medio 10 yM y se mantuvo en agitacion

por 10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Tras el marcaje del
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plasmido para el seguimiento los complejos se ensamblaron las NPs siguiendo la

misma metodologia de coacervacion compleja, descrita anteriormente.

Las células se cultivaron de la misma forma que en los ensayos in vitro, sin
embargo, esta vez se utilizaron con una confluencia del 70 — 80%. Tras retirar el
medio de cultivo fueron colocados los tratamientos y se realizo la fijacion con PAF
10% en PBS a los 30 y 60 minutos de haber sido colocados. Los cubreobjetos
fueron lavados con PBS 2 veces y se realizo la tincion con DAPI acoplado al

medio de montaje para la observacion al microscopio de fluorescencia.
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8. Resultados

8.1 Aislamiento y propagacion del plasmido pEGFP — N1

Posterior al uso del Qiagen Kit para la extraccion del plasmido pEGFP- N1 se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 5) y se cuantifico y
obtuvo el indice 260/280 mediante espectrofotometria con la finalidad de evaluar

la pureza e integridad del plasmido pEGFP -N1.

Figura 5: Gel de integridad del plasmido pEGFP — N1, agarosa al 1% tincion con GelRed. (A -
F): alicuotas pertenecientes al mismo lote.

El indice 260/280 promedio fue 1.903 y en el gel se mostré que el plasmido se

encontraba integro y con una poblacién dominante en su forma superenrollada.

8.2 Restriccion enzimdtica del plasmido

Con el fin de confirmar la identidad del plasmido, se realizé la linealizacion del
plasmido. Con el mapa del plasmido obtenido con NEBcutter (Figura 6), se eligié
utilizar EcoRI ya que tiene un sitio Unico de corte. El plasmido tiene una medida
total de 4733 pb donde EcoRI corta en 629.
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Figura 6:Mapa lineal del plasmido con los sitios de cortes para diferentes enzimas, obtenido
de NEBcutter

La digestion con EcoRI formé una Unica banda, la cual migré en el gel de agarosa
hasta encontrarse muy proxima a la banda de 4,000 pb, lo que confirmé la
identidad del plasmido, mientras que en el carril del plasmido libre se observé una
migracion caracteristica de un plasmido en forma superenrrollada, con una mayor

migracion que la forma lineal.
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Figura 7:Gel de agarosa 1% tincion con GelRed de la digestién del plasmido. (M) marcador,
(PL) plasmido libre super enrollado, digestién EcoRl.

8.3 Determinacion de la concentracion optima de péptido con
base en la migracion electroforética

Se realizé una electroforesis en gel de agarosa para establecer la concentraciéon
optima de péptido utilizando una concentracion constante de plasmido (64 nM) y

concentraciones crecientes de péptido. Se utilizO como parametro el trazo de una
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linea de referencia (recta azul) en el extremo superior de la banda correspondiente
al plasmido libre que debia coincidir con la mitad de la banda del complejo péptido
— plasmido (Figura 8). Previamente se ha reportado que la concentracion 6ptima
de péptido se puede definir como un retardo de la migracion de los complejos de
aproximadamente la mitad de la banda del plasmido libre (Hernandez, 2012).

P1
eerp 0.03 0.07 0.15 02 03 05

P2
pecre 0.03 007 03 05 08 1

Figura 8:Ensayo de retardamiento para los complejos pEGFP — péptido utilizando una
concentracion constante de plasmido [64 nM] y concentraciones crecientes de péptido [uM].
P1: péptido 1, P2: péptido 2. Gel de Agarosa al 1%, tincién GelRed.

En el ensayo se observo el comportamiento esperado en las muestras donde el
incremento en la concentraciéon del péptido es directamente proporcional al retardo
en la migracién. A partir de este ensayo y siguiendo el criterio reportado
previamente, a partir del trazo de la linea se consideraron como concentraciones

Optimas de trabajo [0.2 uM] para el P1 y [0.5 yM] para el P2.

8.4 Determinacion de la concentracion optima de quitosan por
retencion electroforética

Las NPs para este ensayo se prepararon con las concentraciones de péptido

determinadas en el ensayo de retencion anterior (Figura 8) y con concentraciones
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crecientes de quitosan (%). Estas se cargaron en el gel con el objetivo de
determinar la concentracion 6ptima de quitosan analizando la retencion en la

migracion y el encapsulamiento del plasmido.

P1 0.03 0.04 006 0.08 0.1 012 0.14

pDNA + P - e
e — o T3 63X &

P2

pEGFP pDNA + P

0.03 004 006 008 01 012 0.14

L = =

L 4
it -

Figura 9: Ensayo de retenciéon de las NPs a diferentes concentraciones (%) de quitosan. En

el primer carril se colocé el plasmido libre, en el segundo una mezcla 1:1 del pldsmido [64

nM] con el péptido a la concentracion correspondiente y en los carriles contiguos. Gel de
agarosa 1% tincion GelRed.

Se observé que todas las concentraciones de quitosan retienen la migracion del
DNA, manteniéndolo dentro del pocillo, mientras que con la concentracion de

0.14% el DNA ademas de no migrar no pudo ser observado (Figura 9).
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8.5 Caracterizacion de las nanoparticulas

8.5.1 Determinacién de tamafio de particula

Para la determinacion del tamafio de particula por dispersion dinamica de luz
(DLS) se utilizé el instrumento ZetaSizer Pro, con una n = 3. Los datos arrojados
fueron procesados en el software Origin 8 y se obtuvieron los siguientes tamafnos:

218 + 18 nm para las NPs control sin péptido, 300 £ 20 nm en el caso del P1y 221
+ 19 para el P2 (Figuras 10y 11).

1]
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Figura 10: Gréaficos representativos de tamafio de particula. (a) NPs
control, (b) NPs con P1, (c) NPs con P2.
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Figura 11: Grafico comparativo de los tamafios de particula obtenidos para las
diferentes muestras.

8.5.2 Determinacion de ZP

Las mediciones para ZP se realizaron mediante movilidad electroforética acoplada
a Laser Doppler utilizando el instrumento ZetaSizer Pro. De la misma forma,
fueron procesadas en el software Orgin Pro 8 donde se obtuvieron las siguientes
mediciones correspondientes a los picos de intensidad; para las NPs control se
determindé un ZP de 19.64 £ 1.2 mV, para las NPs con P1 fue de 19.69 + 1.3 mVy
finalmente, para las NPs con P2 se obtuvo un valor de 20.76 £ 1.4 mV (Figuras 12
y 13).
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Figura 13: Grafico comparativo del ZP obtenido para las diferentes muestras.

8.5.3 indice de polidispersion (PId)

Durante la medicion de tamafio y ZP también se recopil6 el Pld de cada uno de los
grupos de NPs, obteniéndose los valores mostrados en la Tabla 1, donde se
considera una muestra monodispersa cuando Pld < 0.1 (Clayton, 2016) y una

muestra heterogénea donde se descarta el DLS con PId > 0.7 (Danaei, 2018).

Pid
NPs control 0.105 £ 0.038
NPs P1 0.213+0.03
NPs P2 0.078 +0.018

Tabla 1: indice de polidispersién de cada sistema
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8.5.4 Andlisis Estadistico de los datos de tamafio de particulay ZP

Con la finalidad de establecer si existen diferencias significativas entre los valores
tanto de tamafio como de ZP entre los grupos de NPs, se realiz6 una prueba T de
Student para cada una de las caracteristicas analizadas con un valor a = 0.05.
Para el tamafio de particula se encontré que no hay diferencia significativa entre el
tamafio de las NPs control y las formuladas con el P2, mientras que las NPs
formuladas con el P1 poseen tamafos significativamente mayores que aquellas

formuladas con el P2 y el control sin péptido (Tabla 2).

Tamaio de particula

P(T<=t) dos colas Interpretacion
(nm)
NPs control 218 +18
Existen diferencias
. 2
0.00655295 significativas. P < 0.05
NPs P1 300 20
NPs control 218 £18 -
No existen diferencias
0.8373244 significativas. P> 0.05
NPs P2 22119
NPs P1 300 £ 20
t Existen diferencias
. 267 s
0.00826766 significativas. P < 0.05
NPs P2
221+19
Tabla 2: Andlisis estadistico e interpretacion de la prueba T de Student para el tamafo de

particula.

En el caso del ZP las mediciones no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos, por lo que las mediciones son similares

en todas las NPs ensambladas como se muestra en la Tabla 3.
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ZP (mV) P(T<=t) dos colas Interpretacion

NPs control 19.69+1.3 . <ten dif .
o existen diferencias
0.6213869 significativas. P> 0.05
NPs P1 19.64+1.2
NPs control 19.69+1.2 . . .
No existen diferencias
01520518 significativas. P> 0.06
NPs P2 20.76 + 1.4 g e
NPs P1
19.64+1.2 No existen diferencias
0.2340000 .
NPs P2 significativas. P> 0.07
s 20.76 + 1.4

Tabla 3: Andlisis estadistico e interpretacién de la prueba T de Student para el ZP

Para finalizar, el ultimo parametro analizado fue el indice de polidispersion, que
indica el grado de homogeneidad en una muestra, donde se encontré que el P2
genera menor dispersion en los tamafios que el P1 y el control, y a su vez, el P1
aumenta la polidispersion (Pld) en las muestras, todo de forma estadisticamente

significativa (Tabla 4).

Pid P(T<=t) dos colas Interpretacion
NPs control 0.105 + 0.038 Existen diferencias
Xi i i
.04391 T
0.043918 significativas. P < 0.05
NPs P1 0.213+0.03
NPs control 0.105 + 0.038 . . .
Existen diferencias
0.0003182 ienificati P <0.05
NPs P2 0.078 £ 0.018 significativas. F< 9.
1
NPs P 0.213+0.03 Existen diferencias
0.049723 . .
NPs P2 significativas. P < 0.05
s 0.078 £ 0.018

Tabla 4: Anédlisis estadistico e interpretacién de la prueba T de Student para el PId

8.5.5 Morfologia
Para la determinacion de morfologia de las NPs por microscopia electrénica de

barrido, se analizaron las muestras de NPs preparadas con el P1 y las preparadas
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con el P2. El menor de los aumentos utilizado fue de 25000x, donde se observa
desde el inicio que las NPs preparadas con el P2 tienen menor aglomeracion, y en
ambos casos presentan forma esférica (Tabla 5).

PEGFF-M1F1 AEE G, 2w PEGFP-NZ

NPs P1 a 85,000x NPs P2 a 85,000x

Tabla 5: Microfotografias (SEM) de las NPs a diferentes aumentos




8.6 Ensayos de transfeccion in vitro

El primer ensayo de transfeccion se realizO en células SiHa a un 60% de
confluencia, a las cuales se les adicion6 de forma directa las NPs a los pozos con
medio libre de FBS, donde se presentd un vire pronunciado del indicador del
rosado a amarillo y posteriormente se afiadid6 HEPES para corregir el pH. En filtro
FITC no se encontrd fluorescencia correspondiente a transfeccion. Se utilizaron
dos muestras de quitosan con diferentes pesos moleculares (20.6 kDa y 50.5

kDa), para observar los efectos de este sobre las células (Figura 14).
| - | -
| - | -

Figura 14: ler Ensayo de Transfeccion. Células SiHa DAPI 20x (a) Control sin Tx. (b) Control
con Unicamente pEGFP — N1. (c) NPs con quitosan de 20.6 kDa. (d) NPs con quitosan de 57.5
kDa.

Se planteé un segundo ensayo de transfeccion, donde en vez de colocar las NPs
directamente en los pozos fueron previamente diluidas en 1 ml de medio fresco sin
suplementar y después de unos minutos fueron afadidas a los pocillos que

contenian 1 ml de medio fresco, manteniendo un volumen total del 2 ml de medio




por pocillo. No se observo un vire del indicador pronunciado, manteniéndose en
tonos violetas. Durante la microscopia también fue observado utilizando el filtro
FITC, sin embargo, no se encontr6 ninguna fluorescencia que sefialara
transfeccion. Ademéas de DAPI, se realizé tincion de citoesqueleto con Faloidina

Rodaminada (Figura 15).
a) b) c)
d) e) f)
Figura 15: 2do Ensayo de Transfeccidn. Células SiHa 40x sin Tx. (a) Células sin Tx filtro RH. (b) Células

control sin Tx filtro DAPI. (c) Montaje de imagen células sin Tx. (d) Control pEGFP - N1 filtro RH, (e) Control
pEGFP — N1 DAPI, (f) Montaje de imagen células control con pEGFP — N1.

En el segundo ensayo también fueron probadas NPs de bajo peso molecular 20.6
kDa y alto peso molecular 57.5 kDa, ambas sin péptidos cariofilicos para observar
los efectos del quitosan por si solo en las células. De la misma forma que con las
laminillas de muestras anteriores, se observo en el filtro FITC donde se encontrd
fluorescencia no correspondiente a células, ya que no hubo una colocalizacion de

la proteina verde fluorescente con superficies celulares (Figuras 16 y 19).
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| - | -

| - | -
Figura 16: 2do Ensayo de transfeccion. Células SiHa 40x tratadas con NPs quitosan de 20.6
kDa sin péptidos. (a) Filtro RH, (b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d) Montaje de las imagenes.

| - | -
| -
Figura 17: 2do Ensayo de Transfeccion. Células SiHa 20x adicionadas con NPs preparada

con quitosan de 57.5 kDa sin péptidos. (a) Filtro RH, (b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d)
Montaje de las imagenes.
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Figura 18: 2do Ensayo de Transfeccion. Células SiHa 20x tratadas con NPs con P1. (a) Filtro
RH, (b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d) Montaje de las imagenes.

b)

Figura 19: 2do Ensayo de Transfeccion. Células SiHa 40x tratadas con NPs con P2. (a) Filtro
RH, (b) Filtro DAPI, (c) Montaje de las iméagenes.
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Con los resultados obtenidos se plante6 una modificacion mas para el tercer
ensayo, esta vez las NPs se diluyeron en 2 ml de medio DMEM con FBS 10% y se
trabajo en células HeLa. Como controles se utilizaron las NPs de quitosan de 57.5
kDa y 20.6 kDa, se observé mayor transfeccion con el quitosan de bajo peso
encontrando varias células por campo (Figura 21), mientras que en alto peso las

células eran 1 — 2 por campo (Figura 20).
| - | -
| - | -

Figura 20: 3er Ensayo de Transfeccion. Células HeLa 20x tratadas con NPs 57.5 kDa (a)
Filtro RH, (b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d) Montaje de las imagenes.




Figura 21: 3er Ensayo de Transfecciéon. Células HeLA 20x tratadas con NP’s 20.6 kDa (a) Filtro
RH, (b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d) Montaje de las imagenes.

En el caso de la transfecciébn con NPs acopladas a péptidos cariofilicos, el P2
(Figura 23) mostro un mayor numero de células transfectadas por campo en
comparacion con el P1 (Figura 22), donde la transfeccion fue apenas de 1 a 2
células por campo, similar a la obtenida con alto peso molecular de quitosan (57.5
kDa) mientras que en el caso el P2 los campos mostraban mayor cantidad de

células transfectadas. Toda fluorescencia correspondia a células.
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| - | -

| - | -

Figura 22: 3er Ensayo de Transfeccidén. Células HelLa 20x tratadas con NPs P1. (a) Filtro RH,
(b) Filtro DAPI, (c) Filtro FITC, (d) Montaje de las iméagenes.

a) b) c)
13) 1b) 1c)

Figura 23: 3er Ensayo de Transfeccion. Células HeLa 20x tratadas con NPs P2. 1a, 1b y 1c
corresponden a un campo diferente. (ay 1a) Filtro FITC, (b y 1B) Filtro DAPI, (c y 1¢c) Montaje de las
imagenes.
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8.7 Ensayo de Internalizaciéon de NPs con Yoduro de Propidio

Tanto las NPs con P1 como las del P2 fueron fijjadas a los mismos tiempos,
transcurridos 30 y 60 minutos después de la aplicacion de las NPs, siguiendo el
mismo protocolo de fijacion y montaje con DAPI que en todas las laminillas. Se
encontrd6 que para ambos péptidos las NPs logran penetrar la célula
aproximadamente en 30 minutos y localizarse en el espacio citoplasmaético,
mientras que a los 60 minutos el marcaje del plasmido coincide con el nucleo
(Figura 24 y 25).

| - | -
Figura 24: Ensayo de Internalizacion NPs P1. Los puntos rojos sefialan la ubicacion del
plasmido, 20x. (a) NPs P1 a 30 min, (b) NPs P1 a 60 min.

| - | -
Figura 25: Ensayo de Internalizaciéon NPs P2. Los puntos rojos sefialan la ubicacién del
plasmido, 20x. (a) NPs P2 a 30 min, (b) NPs P2 a 60 min.
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Discusion de resultados

Como se menciond inicialmente, para el disefio de NPs aplicadas a la terapia
génica se requiere esencialmente de dos componentes; el material genético que
se desea entregar y el vector, que al acoplarse prometen efectuar la accién
correctiva o terapéutica en la célula. Para el desarrollo de este trabajo se decidio
utilizar como primer componente el plasmido pEGFP — N1 ya que este codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP) y permite la evaluacion de la
transfeccion in vitro de manera mas sencilla, actuando como gen reportero que
permita establecer condiciones de trabajo para el posterior uso de un gen
terapéutico. Y, como segundo componente se utilizé el quitosan, ya que posee
muchas ventajas opacadas por la baja eficiencia de transfeccion, por lo que el
acoplamiento de péptidos cariofilicos al disefio final de la nanoparticula lo podria
volver un vector ideal aumentando la transfeccion, sin los efectos inmunoldgicos y
citotoxicos presentes en un vector viral, ademas de resultar mas accesible en

cuanto produccion.
Obtencién y purificacién del plasmido pEGFP - N1

Teniendo en cuenta la importancia de ambos componentes, el primer paso para la
construccion de las NPs fue la obtencion del plasmido con alto grado de pureza e
integridad. El aislamiento se realizé a través de un kit comercial basado en la lisis
alcalina acoplado al uso de columnas cromatograficas, ya que el método de
extraccion puede influir directamente en la entrega mediada por polimeros y
lipidos cationicos, la actividad biolégica y la estabilidad del plasmido (De la Vega,
2013).

La presencia de nucleasas puede afectar la estabilidad del plasmido; impurezas
anioénicas como DNA genomico o lipopolisacéaridos, asi como residuos proteicos
cambian la morfologia de los complejos ensamblados a base de compuestos
cationicos, asi como el tamafio final. Por otro lado, el método de obtencién

también sera un factor que determine la proporcion del pDNA superenrollado
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biolégicamente activo en el producto final y/o alterar irreversiblemente la
conformacion general ademas de su estabilidad, pues a mayor compactacion el
plasmido se encontrara mayormente protegido del medio y sera mejor
encapsulado por el agente cationico, teniendo un efecto directo sobre la eficiencia
de transfeccion (De la Vega, 2013).

Con todo esto en mente se obtuvo el indice 260/280 = 1.91, que se encuentra
dentro del rango de pureza 6ptima de 1.8 — 2 (Banco Nacional de DNA Carlos llI,
2020), de la misma forma se realizé un gel de integridad (Figura 5) donde se
identific6 que el plasmido se encontraba integro, ademas de que la mayor
proporcion en las alicuotas pertenecia al plasmido superenrollado correspondiente
a la banda de mayor intensidad en el gel de agarosa, recordando que la forma
supercompacta migra con mayor facilidad entre los poros del gel de agarosa.

Finalmente, como medida extra se planted linealizar el plasmido e identificarlo de
acuerdo con su tamafio. Para esto se utilizé EcoRI ya que cuenta con un Unico
sitio de corte dentro de la secuencia, a las 629 pb. Como se esperaba EcoRI
realizo el corte en su sitio de restriccién y permitié la confirmacion de la identidad
del plasmido por la obtencién de un Unico fragmento lineal con una longitud de
4,733 pb que se ubico alrededor de la marca de las 4,000 pb en el carril de

marcador en el gel de agarosa.

Ensayos de retardamiento de la migracién para los complejos péptido /
PEGFP — N1

El objetivo de los ensayos de retardamiento fue observar los efectos de los
péptidos cariofilicos sobre el plasmido y con ello elegir una concentracion 6ptima
para el ensamblaje. Una de las caracteristicas de los péptidos cariofilicos es su
carga neta positiva que permite la interaccion electroestatica con el plasmido para

la formacion de ensamblajes supramoleculares (Wang, 2019).

Dicho tipo de ensamblajes presentan la ventaja de no ser enlaces de tipo
covalente por lo que no tienen efectos sobre la funcionalidad del plasmido. Sin

embargo, es de suma importancia no saturar dichas cargas negativas, pues al
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utilizar de la misma forma un polimero cationico que forma poliplejos por
interaccion electroestética, una saturacion de las cargas negativas del plasmido
evita el encapsulamiento del plasmido por el quitosan, dejandolo expuesto a la
degradacion e imposibilitando la entrada a la célula. Para mantener un equilibrio
entre las cargas se estudid qué cantidad se debia utilizar, donde la literatura
sefala que con base en la extension del péptido cariofilico, y del plasmido, las
concentraciones ideales se localizan en un intervalo de 0.5 — 15 de ratio N/P, es
decir el cociente entre la concentracion de grupos amino o de péptido y la
concentracion de grupos fosfatos o del plasmido (Opanasopit, 2009).

Establecida una concentracion constante de 64 nM del pldsmido, se probaron
concentraciones que dieran como resultado ratios dentro del intervalo establecido
a partir de la revisién bibliografica de diversos articulos donde se utilizaban

péptidos cariofilicos (Yin, 2012).

En cuanto al pardmetro utilizado para la eleccion de la concentracion éptima de
péptido fue aquella concentracibn molar que lograra la retencion un equivalente a
la mitad de la banda del plasmido libre, una retencién mayor impide la formacién
del poliplejo debido a la ausencia de la interaccion electroestatica y una menor
retencion sefiala una cantidad insuficiente de péptido cariofilico para ejercer su
efecto (Hernandez, 2012).

Respecto a los péptidos, desde el primer ensayo comienzan a observarse
diferencias importantes, ya que a una concentracion de plasmido constante la
concentracion optima cambié en funcién del péptido manejado, mientras que en el
P1 se seleccion6 0.2 uM en el P2 se optd por 0.5 uM con un ratio N/P de 3y 8
respectivamente. Teniendo en consideracion la longitud de las secuencias de
aminoacidos de cada uno de los péptidos (Péptido 1: 13 aa, Péptido 2: 9 aa), es
posible correlacional la longitud de la secuencia con la cantidad necesaria para
causar la retencion buscada, a mayor extension de la secuencia del péptido la
carga positiva aportada por cada aminoacido incrementa lo que satura una mayor
cantidad de cargas negativas del plasmido por lo que requieren menores o

mayores concentraciones de péptido en funcion de su longitud. Teniendo claros

60

——
| —



los puntos anteriores se puede sefialar que durante el acoplamiento de péptidos
cariofilicos para la formacion de complejos se debe tener en cuenta tanto el ratio
N/P que expresa la relacibn molar entre los elementos cargados, como la

extension de la secuencia y carga de aminoéacidos.
Ensayos de retencion para complejos plasmido — péptido — quitosan

Aun cuando los ensayos de retencién y de retardamiento se realizan de la misma
manera, su objetivo es distinto; de ahi el cambio de nombre. En el primero se
analiza la retencion de la migraciéon a causa de una disminucion de la carga
negativa por la interaccion con lo péptidos cariofilicos, mientras que el ensayo de
retencion tiene como objetivo observar el encapsulamiento completo del plasmido
por el quitosan reteniendo el mismo en el pozo. En los ensayos realizados la
concentracion de 0.14% de quitosan fue tomada como la éptima de trabajo, pues
en el gel (Figura 8) se puede notar coOmo el pozo correspondiente a esta
concentracion no se encuentra iluminado, como si no se hubiese colocado la
muestra y esto se debe a que el encapsulamiento es tan completo que el GelRed
no puede actuar como intercalante de DNA para emitir fluorescencia y por ende
nos habla de la proteccién total que ejerce el quitosan sobre el plasmido ante la
accion de nucleasas, manteniéndolo funcional para el envio de genes (Santos —
Carballal, 2018).

De esta forma, tanto la concentracion a utilizar de quitosan como la de péptidos
fueron establecidas para el resto del trabajo, pues bajo estas elecciones las NPs
deberian tener las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas requeridas para una

transfeccion exitosa.
Caracterizacion de las nanoparticulas

Con el objeto de conocer las caracteristicas fisicas de las NPs se analizaron
cuatro parametros: el tamafio de particula, indice de polidispersion, ZP y
morfologia, donde para cada uno de estos parametros se ha observado que se
mantiene una relacién directa con la funcionalidad biol6gica del sistema. Las NPs

preparadas para todas estas determinaciones se realizaron siguiendo
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exactamente la misma metodologia y sin ninguna variacion de las condiciones ya
establecidas como constantes a partir de los ensayos iniciales: [pEGFP] = 100
pg/ml, [QN]= 0.14%, [P1]= 0.2 uM, [P2]= 0.5 uM. Todas concentraciones de las
soluciones preparadas de cada componente se mezclaron manteniendo la

proporcion 1:1:1 en sus volumenes.

El tamafio de particula determinado por el equipo fue de 218 + 18 nm para el
control, 300 £ 20 nm en el caso de las NPs P1, y finalmente de 221 + 19 nm para
las NPs P2. EIl tamafo de particula es uno de los parametros mas importantes a
considerar en el disefio de NPs, ya que esta directamente relacionado con la

facilidad con la que la célula pueda internalizar la nanoparticula.

En el caso de nuestras NPs todas coinciden en tener un tamafio superior a los 200
nm por lo que, debido a su tamafio y aunado a que no se encuentran acoplados a
un ligando la endocitosis se da de forma inespecifica. El quitosdn forma NPs
catibnicas con gran afinidad a la membrana; cuando ambas interaccionan la
nanoparticula se ve envuelta por la membrana citoplasmatica y es endocitada
(Barar, 2015). Sin embargo, este proceso de manera normal causa cierta
deformacion en la membrana citoplasmatica, que en el caso de las NPs puede ser
muy dafiino para la célula si los complejos son de tamafios muy grandes, ya que
mientras mayor sea el tamafio de la nanoparticula endocitada el dafio a la
membrana puede afectar la estabilidad de la membrana, generar tension y
permeabilidad, por lo que complejos de gran tamafio no ingresan a la célula
(Zhang, 2015). En el caso de NPs menores a 100 nm la endocitosis se realiza
mediada por moléculas transportadoras denominadas como caveolas y siguen un
destino hasta el reticulo endoplasmatico (ER), sin embargo, estos tamafnos suelen
tener la desventaja de ser al dirigidos al ER la captaciéon nuclear disminuye
(Grosse, 2005).

Con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre los tamafios de
los tres grupos de NPs trabajados se realizd un analisis estadistico, donde resalta
que las NPs control y las NPs P2 no tenia diferencias entre sus tamanos, por lo

que el P2 no afecta el tamafio de la nanoparticula final a diferencia del P1 donde
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hubo un incremento de tamafio de aproximadamente 100 nm en comparacion con
el P2 y el control, lo que implica una mayor dificultad para la célula durante la

internalizacién y a su vez una disminucion de la transfeccion.

De la misma forma que el tamafio de particula el ZP arrojé informacion sobre el
comportamiento que se espera tengan las NPs. El ZP es una de las claves en el
disefio de NPs dado que es uno de los determinantes de la estabilidad de un
sistema, asi como de la adhesion celular (Gaikwad, 2019). Este pardmetro se
puede definir como una medida de la carga superficial de las particulas en
suspension y muestra el grado de repulsion entre las mismas. Dicho de otra forma,
valores de ZP elevados hablan de muestras cargadas positivamente, mientras que
valores de ZP por debajo de cero hablan de particulas cargadas negativamente
(Watters, 2012).

Dicho de otra forma, un ZP alto implica particulas cargadas positivamente que
evitan la agregacion debido a una repulsién de cargas en la suspension, lo mismo
ocurre con ZP muy negativos, pues existe la misma repulsion entre la carga de las
superficies de las particulas, pero esta vez con cargas negativas, mientras que
valores neutrales o no tan alejados del 0 nos habla de que la repulsién es
superada por la atraccion.

Por lo que valores 6ptimos se encuentran cercanos a -30 mV y a 30 mV, mientras
qgue los valores que mayor estabilidad brindan y son menos propensos a formar
agregados son aquellos localizados aproximadamente entre 20 — 40 mV (Samimi,
2019).

Particularmente en las NPs preparadas en este trabajo se obtuvieron valores de
ZP para las NPs control de 19.65 + 1.3, NPs P1 19.64 +1.2 y NPs P2 20.76 = 1.4;
no existieron diferencias significativas entre los sistemas, que a su vez se
encontraron dentro de los valores que se consideran que proveen de estabilidad a
los sistemas, evitando que existan conglomerados de NPs generados por

atraccion de cargas.
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El indice de polidispersion es otro de los valores que el Zeta Sizer puede
brindarnos, este se utiliza para estimar la uniformidad promedio de una solucién
de particulas; valores mas grandes de Pld a una muestra dispersa, asi como
también puede indicar la agregacion de NPs. De aqui que una muestra se
considera monodispersa u homogénea cuando el valor de Pld es menor o igual de
0.1 (Clayton, 2016) y heterogénea con un valor de Pld > 0.7, que indica que la
muestra se encuentra distribuida de una manera tan desigual que los datos para
DLS no seria confiables y, por tanto, se descarta como opcion de caracterizacion
(Danaei, 2018). Para los grupos analizados se obtuvieron los siguientes valores:
NPs control 0.105 + 0.038, NPs P1 0.213 + 0.03 y NPs P2 0.078 + 0.018. Entre
estos valores destaca que existen diferencias significativas tanto entre los péptidos
como entre ellos con el control, por lo que segun los valores de Pld las NPs P1
son un sistema polidisperso a diferencia de las NPs control y P2, que se
comportan como sistemas monodispersos, e incluso entre ellos las NPs P2
muestras menor dispersion que el control, por lo que el P2 estabiliza el sistema y

lo homogeniza, disminuyendo de esta forma la formacion de agregados.

Por ultimo, dentro de la caracterizacion se incluyd la microscopia electrénica de
barrido. La microscopia electronica de barrido (SEM) es una de las mejores
técnicas en la caracterizacion de NPs, pues implica la observacién directa de las
dimensiones de las NPs y proporciona una imagen de la forma geométrica y su
distribucion. En el caso particular del quitosan se ha reportado que las NPs
pueden tener tres morfologias diferentes, entre las que encontramos las esféricas,

toroides y varillas en funcién del peso molecular y el ratio N/P (Picola, 2013).

Es importante sefalar que la morfologia tiene efectos sobre la eficiencia de
transfeccion, siendo la forma esférica la mas funcional, ya que permite la correcta
endocitosis; mientras que las morfologias toroidales y de varilla rompen la propia
morfologia del endosoma (Zhang, 2019). En el caso de las NPs preparadas tanto
controles como P1 y P2 mostraron una morfologia esférica; sin embargo, en las
fotografias se observa mayor aglomeracion en la muestra correspondiente a P1.

De forma general existen factores que incrementan la aglomeracion en las NPs
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como son el pH, ZP, tamafio, etc., sin embargo, teniendo en consideracion previa
estos parametros, el proceso de secado dentro de la preparacion de las muestras
para SEM contribuye de manera importante a la aglomeracion apreciada en las

fotografias. Ghomransi, 2020).

En el caso de las NPs de este trabajo el ZP no conté con diferencias significativas,
mientras el pH para ambas muestras fue de 5, que resulta un pH adecuado
teniendo en consideracién que el quitosan comienza a volverse insoluble a partir
de un pH de 6. El tamafio fue significativamente mayor en las NPs 1, por lo que se
puede inferir que es este cambio en el tamafio de £ 100 nm lo que realmente esta
generando la aglomeracion, junto con el indice de polidispersion superior a 0.1

que sefiala una muestra polidispersa a causa de la formacién de agregados.

De aqui que, en cuanto a caracterizacion, las NPs 2 muestran mejores resultados
que las NPs 1 en cada uno de los pardmetros estudiados y como se comenté

anteriormente tienen efectos sobre la transfeccion.
Ensayos de transfeccién in vitro

El primero de los ensayos de transfeccion se realizé colocando directamente las
NPs en los pozos de las células HelLa, obteniendo un vire completo del indicador a
amarillo, por lo que se adicion6 HEPES para balancear el pH del medio, sin
embargo, el HEPES resulta citotoxico ya que es un generador de especies
reactivas de oxigeno (Zigler, 1985). De esta forma el pH de las NPs, asi como la
adicion de HEPES resultaron en la muerte celular, observandose durante la
microscopia Unicamente restos celulares en contraste con los nucleos integros

observados en la muestra control sin tratamiento.

A patrtir del primer ensayo la primera modificacion que se plante6 fue diluir las NPs
en 2 ml de medio para regular el pH previo a la adicion directa sobre el pocillo,
ademas de que se cambid por la linea celular SiHa al ser menos sensible a los
cambios de pH. En este caso el vire del medio fue minimo, manteniéndose en los
colores cercanos del fucsia. Por otro lado, se afadi6 la tincion con faloidina

rodaminada para la observaciéon de los filamentos de actina que nos permitieran
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observar que las células se encontrasen integras. Al ser observadas las
preparaciones se encontré que las células se encontraban integras y con una
confluencia de aproximadamente el 80% - 90%, por lo que diluir las NPs con
medio logré equilibrar lo suficiente el pH para evitar la muerte celular; sin embargo,
a pesar de que las células se mantuvieron integras no fue posible observar

transfeccion en ninguno de los campos.

Con los ensayos de transfeccion anteriores en mente se plante6 esta vez realizar
la transfeccion con medio DMEM suplementado con FBS, en un inicio los ensayos
se plantearon con medio libre dado que las proteinas séricas presentes en el FBS
pueden interaccionar con las NPs haciendo que se formen agregados los
suficientemente grandes que eviten la internalizacién de las NPs, lo que en un
inicio es correcto en sistemas in vivo, pues en cultivos celulares las células se
encuentran ancladas al cubre objetos en la parte inferior del pocillo, por lo que
para que las NPs interaccionen con la células es necesario que estas lleguen
hasta alli por sedimentacion, por lo que la fuerza g asi como la sedimentacion
centrifuga de poliplejos aceleran la interaccion con la célula e impulsan la

eficiencia de transfeccion in vitro (Pezzoli, 2017).

Debido al tamafio que tienen las NPs y bajo peso del quitosan estas se mantienen
flotando en el medio libre de FBS, por lo que no llegan a interaccionar con la célula
ni a ser internalizadas. Al afiadir FBS al 10% al medio usado para diluir las NPs,
asi como el medio de transfeccién, la interaccion de las NPs con las proteinas
séricas genera agregados que aumentan el peso de los complejos enviados
causando que estos sedimente por gravedad e interaccionen con la membrana
celular. De esta forma, al afadir FBS al medio de transfecciéon fue posible
confirmar la transfeccién en todas las muestras observando fluorescencia en el

filtro FITC que colocalizo con células.

Con el objetivo de comparar los efectos del peso molecular del quitosan se
prepararon NPs con quitosan de bajo peso molecular (20.6 kDa) y de alto peso
(57.5 kDa); en este caso se observd una mayor transfeccion en las NPs
preparadas con quitosan de 20.6 kDa en comparacion con las NPs de 57.5 kDa,
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por lo que se confirmo la eleccidon de quitosan de 20.6 kDa para el ensamblaje de
NPs con los péptidos cariofilicos. Las diferencias en la transfeccion son bastante
notorias, encontrando varias células por campo en el caso de las NPs de bajo
peso en contraste con las NPs de alto peso donde apenas podia localizarse una
célula por campo. Y esto se debe principalmente a que el tamafio de particula
decrece conforme el peso molecular disminuye, generando NPs de menor tamafio
gque a su vez aumentan la eficiencia de transfeccion por un aumento en la

internalizacion (Santos — Carballal, 2018).

En el caso de los péptidos desde la primera vista es notable la diferencia en el
namero de células transfectadas con las NPs P2 en contraste con las NPs P11y el
control de bajo peso molecular; en este caso las células por campo se mantienen
superiores a 10, mientras que en las células tratadas con NPs 1 se localiza
apenas 1 célula transfectada por campo; incluso menos que en aquellas tratadas
con el control carente de péptidos cariofilicos, por lo que los efectos del péptido
cariofilico se estan viendo opacados completamente por las propiedades fisicas de
las NPs.

En cuanto a propiedades fisicas las NPs P2 son similares a las NPs control, ya
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre ambas, por lo que
el incremento en las transfeccion se ve directamente relacionado con la adicién del
péptido cariofilico. Tras la endocitosis de la hanoparticula ésta por efecto “esponja
de protones” termina por liberar el plasmido acoplado al péptido cariofilico en el
citoplasma, en este punto es donde el péptido cariofilico que posee una sefal de
localizacion nuclear (NLS) es reconocido como un sustrato de importacion nuclear
por las nucleoporinas. El plasmido acoplado al péptido se une a la importina 3 a
través de la importina a mediado por GTPasa, posteriormente la subunidad a se
une directamente a los aminoacidos de la NLS y la subunidad B se acopla al
complejo de poros nucleares y lleva consigo al plasmido acoplado con el péptido

al interior del ndcleo a través del poro nuclear.

Esencialmente en el caso de las NPs P1, el mecanismo tras la endocitosis es el

mismo; sin embargo, es notorio que la transfeccion es mucho menor con apenas

67

——
| —



una célula por campo, siendo incluso menor que en las células tratadas con las
NPs control sin péptido. Teniendo en cuentas las propiedades fisicas descritas
anteriormente podemos notar que la diferencia radica en que las NPs
ensambladas con el péptido 1 tienen un tamafio de particula mayor y un indice de
polidispersion igualmente mayor que sugiere la formacion de agregados de NPs
gue pueden incluso observarse en la microscopia (SEM). Es este tamafio superior
y formacion de agregados, que no sucede en el caso de las NPs P2 y si en las
NPs 1 lo que lleva al impedimento de la célula para endocitar las NPs, que al no
ser internalizadas por la célula es imposible ver el efecto del péptido como

sefalizador nuclear.

La diferencia entre los péptidos radica en la longitud y secuencia que poseen,
mientras que el péptido 1 tiene una extension de 13 aminoacidos y la secuencia
CGGGPKKKRKVED, el péptido 2 es mas corto con una extension de 9
aminoécidos y secuencia PAAKRVKLD.

Entre ambos péptidos la cantidad de residuos cationicos es similar, al igual que
aminoacidos de carga negativa; sin embargo, donde radica su diferencia es en el
ndmero de aminoacidos con carga neutra; estos no interaccionan con el DNA para
su compactacion ni con ninguno de los componentes que conforman las NPs, pero
si ocupan un espacio en el ensamblaje final. De esta forma el péptido 1 tiene una
condensacion ineficiente del DNA con respecto al P2, por lo que las NPs
generadas a partir del acoplamiento de cada uno de ellos difieren inicialmente en
el tamafio que trae consigo un aumento en la formacion de agregados y por ende
disminucion de la transfeccion. Péptidos cariofilicos de mayor extension tienen
mejores efetos en la transfeccion; sin embargo, esto sélo se cumple si los péptidos
mas largos tienen una mayor cantidad de residuos catidénicos que uno de menor
longitud, pues son estos residuos cationicos los que interaccionan con el pDNA y

lo compactan (Ragin, 2002).

El ultimo ensayo en realizarse fue el de internalizacion, con el objetivo de NPs dar
seguimiento a la endocitosis de las NPs y el tiempo que podia tardar; para esto el
plasmido fue marcado con yoduro de propidio antes del ensamblaje de las
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nanoparticula ya que una vez ensambladas la NPs, el yoduro de propidio no
podria intercalar con el plasmido por el encapsulamiento completo del quitosan,

como sucedio con el GelRed durante los ensayos de retencion.

La transfeccion se realizé usando suero y fueron tomadas muestras a los 30 y a
los 60 minutos. En estas se observo que en ambos péptidos las NPs lograban
penetrar la célula aproximadamente a los 30 minutos, mientras que a los 60
minutos ya se encontraban cerca del ndcleo y en algunos casos correspondian
con el mismo, de esta forma se confirmé que las NPs si contaban con la
capacidad de ser endocitadas por las células, en el tiempo que se espera, pues el
proceso de endocitosis de NPs tarda aproximadamente de 30 minutos a unas
horas (Behzadi,2017). Por lo que probablemente de extender el tiempo de ensayo
se hubiera visto mayor cantidad del plasmido marcado localizando con el

citoplasma y principalmente con el ndcleo.

Conclusion

El desarrollo de NPs es un trabajo complejo, ya que las caracteristicas requeridas
para que actien como vectores 6ptimos son bastante especificas. Teniendo en
cuenta las células, son sistemas que no permiten la entrada a cualquier tipo de
complejos, aunado a la serie de mecanismos que protegen a la célula de material

genético externo y las propias caracteristicas del vector como la citotoxicidad.

En este trabajo se buscd una forma de aprovechar todas las caracteristicas del
qguitosan como vector mejorando su eficiencia de transfeccién con la adicion de
péptidos. En comparacion, el P2 generd NPs con caracteristicas mas aptas para la
transfeccion; tamanos inferiores a los 250 nm, sistemas monodispersos con poca
aglomeracion y de alta estabilidad como lo reflejan el indice de polidispersion y el
ZP, mientras que el P1 en contraste formé NPs con tamafios aproximados de 300

nm, polidispersos y con una mayor aglomeracion.
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Por lo que, si bien la adicién de péptidos cariofilicos aumenta la eficiencia de la
transfeccion en vectores no virales como el quitosan, tal es ejemplo del P2, este
aumento también es dependiente de una buena eleccibn de péptido y las

propiedades fisicas resultantes de la interaccion péptido — DNA.

A partir de lo desarrollado en este trabajo, se plantea como perspectiva a futuro el
acoplamiento de ligandos a las NPs, para de esta forma lograr terapias dirigidas e
incrementar por una via mas la eficiencia de transfecciéon ademas de los péptidos
cariofilicos, con la finalidad de lograr el desarrollo del quitosdn como un vector
altamente eficaz para la entrega de material genético y transcripcion de este para

el posterior uso en el tratamiento del cancer y otras enfermedades.
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ANEXOS

ANEXO 1: PLASMIDO pEGFP — N1

El plasmido pEGFP — N1 es un vector de clonacion que expresa fluorescencia y
codifica una variante corrida hacia el rojo de la proteina verde fluorescente que se
ha optimizado para presentar mayor fluorescencia y expresion en células de
mamiferos. Este otorga resistencia a la kanamicina a las bacterias que lo portan y

usa a la neomicina como marcador de seleccion.

Mapa circular del plasmido pEGFP — N1 obtenido de AddGene:

Baglll (509)
Xhaol (613)
_ Sacl (620)
Asel (7) Hindlll (622)
CAG_enhancer EcoRI (629)
Mdel (234) Pzt| (ng} '
CMV_immearly_promgtgy (639)
Apall (4361) CMV_fwd_ primer Kpnl (649)
pBER322_origin CMV__DIOI'_notEF Sacll (652)
Mhel (591) Xmal (656)
Apal (657)
Smal (658)
BamHI {(860)
Agel (666)
EGFP_N_primer
Y66 (EGFP)
ORF frame 1
o= EGFP

TE_PA_terminator

PEGFP-N1

4733 bp

ORF frame 3
MNeoR/KanR
ORF frame 1

EGFP_C_primer
Nofl (1401)
Xbal (1411)
Hpal (1520)
EEBV_rev_primer

Afill (1639)
F=pl (2859) rg
Mscl (2839) } f1_origin
MNarl (2757) AmpR_promoter
Clal (2597) pBABE_3_primer

Stul (2578)
SV40pro_F_primer
SW40_origin
SV40_promoter
Sv40_enhancer




ANEXO 2: KIT DE EXTRACCION DE PLASMIDO

Los kits de plasmidos de QIAGEN se basan en la lisis alcalina como método de
extraccion de DNA plasmidico y utlizan columnas de intercambio anidnico
QIAGEN de flujo por gravedad para una purificacion eficaz del DNA plasmidico. La
resina de intercambio i6nico contenida en las columnas permite obtener plasmidos
con alta pureza a partir de los lisados bacterianos y la eliminacion de RNA y
proteinas se realiza a través del lavado con sal para la obtencion final del plasmido

por precipitacién con alcohol isopropilico.
Procedimiento general para el uso del Kkit:

1.- Inocular con la colonia bacteriana fresca de 5 - 10 ml de medio Luria
adicionado con antibidticos, incubar a 37°C por 8 hrs y mantener en agitacion a
300 rpm. Utilizar un recipiente por lo menos con capacidad 4 veces mayor al

volumen del medio.

2.- Realizar diluciones del cultivo 1/500. Incubar 15 hrs a 37°C con agitacion

constante.

3.- Centrifugar a 6000 g por 15 min/ 4 °C para obtener el pellet. Resuspender en
10 ml de buffer P1 con RNAsa y LyseBlue.

4.-Afadir el buffer P2, mezclar por inversion el tubo sellado e incubar a
temperatura ambiente 5 min. Revisar que el tubo tome una coloracién azul

homogénea.

6.- Afadir el Buffer P3, mezclar por inversion e incubar en hielo por 20 min, debe
observarse viscoso, mezclar hasta que esta consistencia disminuya o el color

desaparezca.

7.- Centrifugar a mas de 20, 000 g por 30 min a 4°C y remover el sobrenadante.
Posteriormente centrifugar el sobrenadante por 15 min bajo las mismas

condiciones.
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8.- El lisado obtenido verterlo dentro de la columna del kit e incubar por 10 min a
temperatura ambiente. Encender el vacio pasado este tiempo y cuando se termine
el liquido afiadir 50 ml de Buffer FWB2, el lisado obtenido tras la filtracion contiene

el DNA plasmidico.

9.- Anadir el buffer QBT a la punta y esperar que la columna se vacie por efecto

de la gravedad.

10.- Anadir el sobrenadante obtenido y lavar con Buffer QT. La primera fraccion
contiene contaminantes en su mayoria mientras que la segunda contiene el

plasmido.
11.- Eluir el plasmido con Buffer QF, no utilizar tubos de policarbonato.

12.- Anadir isopropanol para precipitar el DNA, mezclar por inmersion del tubo y
centrifugar a 15,000 g a 4°C. Decantar el sobrenadante cuidadosamente de no

perder el pellet.

13.- Lavar el pellet de DNA con etanol al 70%. Dejar secar al aire libre y disolver

en buffer de pH fisiologico o ligeramente alcalino. No agitar.
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Composicion de los Buffers

e L

P1

P2

P3

FWgB2

QBT

Qac

QaF

amn

TE

STE

50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA;
100 pg/ml RNase A

200 mM NaQH, 1% SDS (w/v)
3 M de acetato de potasio, pH 5.5
1 M de acetato de potasio, pH 5.5

750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH
7.0

15% isopropanol (v/v)

0.15% Triton® X-100 (v/v)

1.0 M NacCl; 50 mM MOPS, pH 7.0;
15% isopropanol (v/v)

1.25 M MacCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8.5;
15% isopropanaol (v/v)

1.6 M MNacCl;
50 mM MOPS, pH 7.0;
15% isopropanol (v/v)

10 mM Tris-Cl, pH 8.0;
1 mM EDTA

100 mM NaCl;
10 mM Tris-Cl, pH 8.0;
1 mM EDTA
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2—8°C, después de la adicion de la
RMAsa A

15-25°C
15-25"C
15-25°C

15-25"C

15-25°C

15-25°C

15-25°C

15-25°C

15-25°C
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ANEXO 3: INFORMACION DE LOS PEPTIDOS CARIOFILICOS

Los péptidos que fueron utilizados se adquirieron con LifeTein LLC, una empresa

que cuenta con el disefio de péptidos y péptidos personalizados el 18 de

noviembre del 2020. Estos péptidos cuentan con las siguientes caracteristicas y

secuencia de aminoacidos.

Datos de los péptidos utilizados en el ensamblaje de las nanoparticulas

Nomenclatura de una sola letra para

los aminoacidos esenciales

" Aminoacido

Simbolo de una letra

Alanina

Arginina

Asparagina

Acido aspartico |

Cisteina

Glutamina

Acido glutamico

Glicina

Histidina

[soleucina

Leucina

Lisina

Meficnina

“Fenilalanina

Prolina

Serina

“Treonina

Triptéfano

Tirosina

S = e B B B = B e = L = e = i

Valina

Péptido 1 CGGGPKKKRKVED 98.667%  CssHi0aN  14000.07
Péptido 2 PAAKRVKLD 98.531%  CsaaHsONi  996.9
( ]
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