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1 .INTRODUCCION

Los avances realizados en el envio de drogas se ha acelerado enormemente
desde hace dos décadas. Los acarreadores paramagnéticos han tenido un incremento de
aplicaciones en biotecnologia. Las nanoparticulas magnéticas tienen muchas ventajas,
como el tamafio de la particula, area de superficie amplia la cuél puede ser modificada
para adjuntarle agentes bioldgicos, ademas tienen respuesta magnética, por lo que

pueden ser manipuladas por campo magnético externo (Kavaz y cols, 2008).

La transfeccién es una técnica basada en los principios desarrollados por
Widder y colaboradores en los 70°s y se trata de acoplar material genético a

nanoparticulas, su eficacia ha sido demostrada en una gran variedad de células.

En el caso de la transfeccion in vitro de nanoparticulas magnéticas, el complejo
de ADN vy la particula son introducidos en el cultivo celular donde un gradiente
magnético producido por magnetos se coloca debajo del cultivo celular e incrementa la

sedimentacion de los complejos asi como la velocidad de transfeccion (Dobson, 2006).

Los acarreadores magnéticos son cominmente a base de polimeros, ya que
tienen una variedad de grupos funcionales que pueden ser utilizados para aplicaciones
especificas. Estos polimeros ya sean naturales o sintéticos han sido utilizados en la

preparacion de estos acarreadores por afios.

In vivo, los campos magnéticos son enfocados debajo del sitio que se requiera
para promover la transfeccion y también para hacer llegar el gen terapéutico a un érgano
o sitio especifico dentro del cuerpo y a esto se le llama magnetofeccion (Kavaz y cols.,
2008).

La magnetofeccion fué descubierta por Christian Plank y colaboradores para
transferencia de genes en cutivos celulares e in vivo utilizando nanoparticulas

magneticas solas y complejos de ADN (Schwerdt JI y cols, 2012).



El envio de drogas al pulmon ha sido de gran interés biomédico y cientifico en los afios
recientes para el tratamiento de diversas enfermedades, ya que ofrecen la posibilidad del
envio dirigido de un tratamiento especifico para enfermedades respiratorias y absorcion

de moléculas terapéuticas.

Las drogas mas comunes enviadas a pulmoén son antiinflamatorios para
enfermedades respiratorias como asma, efisema y bronquitis. Esto debido a la
ineficiencia de vehiculos capaces de hacer llegar el tratamiento ya que solo se logra del
10-15% de la dosis emitida en los pulmones, esto es apropiado para terapias locales

pero no para drogas sistémicas.

Un sistema de acarreador con grupo un amino especifico, densidad o
propiedades de superficie para envio de drogas a los pulmones podria juga un rol en
incrementar las terapias seguidas por los siguientes mecanismos: a) que la proteina de
interés llegue al sitio de accion y no afecte otros tejidos. b) que la proteina de interés
sea protegida de degradacion y se mantenga estable. ¢) que sea capaz de prolongar la

droga en el sitio deseado.

La eleccion del acarreador apropiado depende de algunos factores, incluyendo la
naturaleza de la droga a ser enviada, el tipo de enfermedad, el sitio de accion y la

naturaleza y seguridad de acarreador.



2. ANTECEDENTES

2.1.GENERALIDADES DE NANOAPRTICULAS

La nanomedicina se ocupa en aplicar la nanotecnologia en tratamientos, diagndstico,
monitoreo y control de sistemas bioldgicos. La nanotecnologia a su vez se refiere a
crear objetos como las nanoparticulas que son definidas como particulas sélidas con un
tamafio en el rango de 100-1000 nm. El mayor objetivo de disefiar nanoparticulas como
sistemas de envio son el poder controlar el tamafio, propiedades de superficie y
liberacion de agentes activos farmacol6gicamente para lograr la accién al sitio

especifico de la droga a la dosis optima. (Langer R., 2000).

El uso de materiales en nanoescala proporciona incomparable la libertad para
modificar las propiedades fundamentales tales como la solubilidad, difusividad, la
circulacion sanguinea media de la vida, las caracteristicas de liberacién de farmacos, y
la inmunogenicidad. En las ultimas dos décadas, un nimero de nanoparticulas a base de
agentes terapeuticos y de diagnostico han desarrollado para el tratamiento del cancer, la
diabetes, el dolor, asma, alergia, infecciones, y asi sucesivamente (Zhang L y cols
2008).

Estos agentes de nanoescala pueden proporcionar mas eficaz y / 0 mas conveniente
vias de administracion, menor toxicidad terapéutica, se extienden el ciclo de vida del

producto, y finalmente reducir los costos de salud.

La ventaja de utilizar nanoparticulas como sistemas de envio de drogas incluyen
las siguientes: tamafo de la particula y que las caracteristicas de la superficie de la
nanoparticula puedan ser facilmente manipuladas, que se pueda controlar la liberacion
de la droga durante su transporte y en el sitio deseado, ademas que el sistema pueda ser
utilizado por diferentes vias de administracion incluyendo la oral, nasal, parenteral e
intraocular (Chen Y y Mohanraj 2006).



2.2.NANOPARTICULAS DE QUITOSAN

Las nanoparticulas a base de quitosan se forman de acuerdo a una aproximacion
de tipo ‘bottom-up’ como resultado de procesos de auto-asociacion o entrecruzamiento
en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscopicas
ya sea por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente o no covalente. En
estas nanoparticulas o nanoesferas el farmaco puede ser atrapado o ligado a la matriz

polimérica solida (Goyccolea Yy cols., 2008).

Las propiedades fisicoquimicas de complejos de ADN el tamafio y el potencial
zeta son importantes para un eficiente y versatil envio de genes. En el caso de quitosan
como mediador de envio de genes, las caracteristicas dependen del radio (el nimero de
nitrogenos de quitosan por fosfato de ADN), las condiciones de preparacion (pH), peso

molecular, y el grado de desacetilacion (DDA) del quitosan.

Para el uso practico de complejos de ADN-quitosan muchos problemas se han
presentado concluyendo la estabilidad fisicoquimica y la capacidad de llegar a la célula.
Desde que la primer amina del quitosan es un grupo reactivo para modificaciones
quimicas, muchos tipos de quitosan derivativos se han sintetizado (Hashimoto y cols.,
2005). Las caracteristicas fisicoquimicas y distribucién subcelular de los complejos de
quitosdn/ADN han sido investigadas para entender el mecanismo bajo el cual se lleva a
cabo la expresion transgénica. En general, se piensa que el trafico intracelular de
complejos de ADN ocurre por endocitosis, seguido por una expresion del endosoma,
transporte nuclear y transcripcion. Primero el complejo quitosan/ADN se absorbe a la
superficie celular por medio de interacciones electrostaticas y entran en células por
endocitosis. Microscopia electronica de transferencia y microscopia de laser confocal
(CLMS) han revelado la distribucion de complejos de ADN y quitosan en endosomas
(Hashimoto y cols., 2005).



2.2.1 Quitosan como polimero biodegradable

El quitosan es un aminopolisacarido obtenido a escala industrial por N-
desacetilacion termoalcalina de la quitina aislada de los deshechos de crustaceos.
Mupher y cols., en 1995 fueron los primeros en proponer el uso del quitosdn como

acarreador de ADN.

A lo largo de la década pasada el quitosan se ha utilizado ampliamente en el
desarrollo de sistemas potencialmente innovadores para la liberacion de farmacos e

ingenieria de tejidos y comercialmente en la manufactura de parches cicatrizantes.

Quimicamente consiste de unidades repetitivas de glucosamina y N-acetil-
glucosamina como se muestra en la Fig 1, las cuales determinan el grado de
desacetilacién del polimero. Con un pKa aproximado de 6.5 en los grupos amino, el
quitosén es insoluble a un pH neutro pero es soluble y cargado positivamente a un pH
acidico. No es toxico, es hidrofilico, biocompatible, biodegradable, anti-bacterial y tiene
una gran afinidad por muchas biomacromoleculas. Debido a la presencia de los grupos
amino e hidroxilo en su estructura, el quitosan puede ser quimicamente modificado. Ha
sido aplicado en liberacion de drogas con una dosis controlada (Kavaz y cols., 2008).
Tambien la nanoparticula de quitosan ha mostrado tener una alternativa para el envio
de péptidos, proteinas, antigenos, oligonucleétidos y genes, generan una alta capacidad

de carga de medicamentos.

CHyOH

& H_q?IHH

Chitin

Chitosan

Fig.1. Estructura y obtencion de quitosén a partir de la quitina.



Otro aspecto importante del quitosan es que posee propiedades mucoadhesivas.
Los primeros estudios estudios de esto fueron por Lehr y cols, quienes reportaron que
muchos quitosan comercialmente disponibles se adhieren fuertemente in vitro a la

mucosa (Pafios y cols., 2006).

2.2.2. Métodos para generar nanopaticulas de quitosan

Existen varios métodos de preparacién de nanoparticulas de quitosan, las mas
utilizadas son la de gelacion idnica y la de coacervacion. Estos métodos ofrecen
ventajas como simple método y sin la utilizacion de solventes organicos, éstas pueden

ser aplicables a una gran categoria de drogas (Krishna A., 2010).

2.2.2.1. Gelacién iénica

Esta técnica fue reportada por primera vez por Calvo y cols, y ha sido
ampliamente examinada y aplicada. El mecanismo de la formacion de NP de quitosan
esta basado en las interacciones electrostaticas entre los grupos amino del quitosan y las
cargas negativas del grupo de un polianién como el tripolifosfato (TPP). Esta técnica
ofrece un método simple y sencillo de preparar en un ambiente acuoso. Primero el
quitosdn puede ser disuelto en &cido acético en ausencia 0 presencia de u agente
estabilizante. Después se afiade al TPP y las nanoparticulas se forman espéntaneamente
bajo agitacion a temperatura ambiente. El tamafio y la superficie de carga de las NP’s

puede ser modificado cambiando el radio del quitosan.

2.2.2.2. Coacervacion

Coacervacion es un proceso durante el cual una solucion homogeénea de cargas
liquido-liquido se somete a separacion de fases, dando lugar a una fase rica densa en la
parte inferior y una solucion transparente debajo (sobrenadante). Estas dos fases
liguidas son incompatibles y estdn en equilibrio. En una simple coacervacién
polielectrolitica, la adicién de sal o alcohol normalmente promueve la coacervacion

(Biswaranjan My cols 2005).



2.3.NANOPARTICULAS COMO ACARREADORAS DE GENES

La aplicacién de la nanotecnologia para la administracion de farmacos a ha
tenido un impacto significativo en muchas areas de la medicina. En la actualidad, mas
de 20 terapias de nanoparticulas estan en uso clinico, la validacion de la capacidad de

las nanoparticulas para mejorar la el indice terapéutico de los farmacos.

Con la investigacion continua y los esfuerzos de desarrollo, la nanotecnologia se
espera que tenga un tremendo impacto en la medicina en las préximas décadas. Las
nanoparticulas han sido propuestas como vehiculos adecuados para el transporte de
macromoléculas terapéuticas hacia el epitelio pulmonar, evitando su eliminacion rapida
por mecanismos fagociticos (Schurch y cols., 1990). Ademas, en algunos casos, se ha
comprobado su capacidad para ser captadas por células epiteliales bronquiales y

alveolares (Dailey y cols., 2003).

2.3.1. Nanoparticulas magnéticas

Los métodos de transfeccion de nanoparticulas magnéticas estan basados en los
principios que se establecieron en los 70°s por Widder y cols. El uso de microparticulas
magnéticas para transfeccion fue demostrado por primera vez en el 2000 por Mah
Catryn, Barry Byrne y cols., de la universidad de Florida in vitro en células C12S y
también in vivo en raton utilizando el virus adenoasociado (VAA) ligado a microesferas
magnéticas. Desde estos estudios iniciales la eficiencia de esta técnica, llamada
“magentofeccion” que se ilustra en la figura 2 ha sido demostrada en una gran variedad
de células y se basa en el acoplamiento de material genético a particulas

nanomagnéticas (Dobson, 2006).
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Fig .2.Nanoparticulas magnéticas para transfeccion de genes.

Ya que se adjunta a el agente terapéutico y la nanoparticula, son inyectados en el
torrente sanguineo, generalmente se utiliza un catéter en la posicion del sitio de
inyeccion cerca del objetivo. Los campos magnéticos, son enfocados encima del
objetivo y estas son capturadas y extravasadas al sitio deseado gracias al campo

magnético (McBain y cols., 2008).

In vivo, campos magnéticos enfocados sobre el objetivo deseado tiene un gran
potencial no solo para mejorar la transfeccion, sino para hacer llegar al gen terapéutico
hacia un dérgano o sitio especifico dentro del cuerpo. Magnetos externos son utilizados
para capturar las particulas a como van fluyendo del flujo sanguineo, una vez capturadas
por el campo, las particulas son sostenidas en el sitio especifico, donde son tomadas por
el tejido (Dobson, 2006).

Debido a su composicion electrolitica los seres vivos por lo general son buenos
conductores de electricidad. A través de las membranas celulares y de los fluidos
corporales intra y extracelulares existen corrientes idnicas, especialmente en las células
nerviosas y musculares a las cuales debe estar asociado un campo magnético. Ademas
en los sistemas bioldgicos existen estructuras magnéticamente influenciables como los
radicales libres que presentan propiedades paramagneticas y aquéllas en las que

intervienen sustancias ferromagneticas. La respuesta de un sistema biolégico a un



campo magnético externo depende de las propiedades magnéticas intrinsecas del

sistema. (Liny cols., 1999).

Grief y Richardson concluyeron que las nanoparticulas magnéticas utilizadas en
el envio de drogas o genes, son mas efectivas en sitios que estan cerca del campo

magnético (Dobson, 2006).

En el caso de la magnetotransfeccion, el gen es adjuntado directamente a la
particula magnética o acarreador. Estas particulas generalmente consisten de éxido—

hierro magnético, cualquiera dispersado dentro de un polimero o caparazon metalico.

Recientemente las nanoparticulas magnéeticas de 6xido de hierro han tenido una
gran atencién debido a su gran uso como materiales magnéticos asi como su agente
contraste imagen de resonancia magnética (IRM), pero la toxicidad de estas restringe el
uso de estos materiales en humanos. Por lo tanto, muchas investigaciones se han
enfocado en la encapsulacion de particulas nanomagnéticas con poliésteres como
poliglicélico (PGA), y polimeros como el quitosan, porque ellos tienen propiedades

biocompatibles y biodegradables asi como baja toxicidad (Jong y cols., 2004).

Los polimeros naturales son mas versatiles debido al amplio espectro de
propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en los organismos vivos,
tales como conferir estructura, almacenar energia y otras funciones mucho mas
especializadas como reconocimiento y adhesion en células eucariontes, sefializacion y
activacion de procesos de resistencia en plantas, formacién de biopeliculas en
microorganismos, entre otras. A pesar del elevado tonelaje de polisacaridos que se
utilizan como materias primas en las industrias de fibras, textil, papel y alimentos (p. ej.
derivados de celulosa y almidones) hay cada vez mayor evidencia que sugiere que
ciertas familias de polisacaridos poseen propiedades funcionales, tales que pueden ser
explotadas en otros sectores industriales especializados como el biomédico, cosmético y
farmacéutico. Es especialmente relevante que algunos de estos biopolimeros combinan
propiedades fisicoquimicas como la capacidad de formar sistemas tipo hidrogeles,

micro y nanoparticulas, con propiedades bioldgicas como la mucoadhesividad que en su
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conjunto los hacen particularmente atractivos en la ingenieria y disefio de materiales

empleados en ciencias de la salud.

2.3.2. Quitosan como bioparticula para envio de genes

Mupher y cols., en 1995 fueron los primeros en proponer el uso del quitosan
como acarreador de ADN.

Las nanoparticulas a base de quitosan se forman de acuerdo a una aproximacion
de tipo ‘bottom-up’ como resultado de procesos de auto-asociacion o entrecruzamiento
en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscopicas
ya sea por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente o no covalente. En
estas nanoparticulas o nanoesferas el farmaco puede ser atrapado o ligado a la matriz

polimérica solida (Goyccolea Yy cols., 2008).

Las propiedades fisicoquimicas de complejos de ADN el tamafio y el potencial
zeta son importantes para un eficiente y versatil envio de genes. En el caso de quitosan
como mediador de envio de genes, las caracteristicas dependen del radio (el nimero de
nitrégenos de quitosan por fosfato de ADN), las condiciones de preparacion (pH), peso

molecular, y el grado de desacetilacion (DDA) del quitosan.

Para el uso practico de complejos de ADN-quitosan muchos problemas se han
presentado concluyendo la estabilidad fisicoquimica y la capacidad de llegar a la célula.
Desde que la primer amina del quitosan es un grupo reactivo para modificaciones
quimicas, muchos tipos de quitosan derivativos se han sintetizado (Hashimoto y cols.,
2005). Las caracteristicas fisicoquimicas y distribucion subcelular de los complejos de
quitosdn/ADN han sido investigadas para entender el mecanismo bajo el cual se lleva a
cabo la expresion transgénica. En general, se piensa que el trafico intracelular de
complejos de ADN ocurre por endocitosis, seguido por una expresion del endosoma,
transporte nuclear y transcripcion. Primero el complejo quitosan/ADN se absorbe a la
superficie celular por medio de interacciones electrostaticas y entran en células por
endocitosis como e ilustra en la figura 3. Microscopia electronica de transferencia y
microscopia de laser confocal (CLMS) han revelado la distribucion de complejos de

ADN vy quitosan en endosomas (Hashimoto y cols., 2005).
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Fig.3. Mecanismo general de incorporacion de complejos entre plasmidos y policationes.

Otro aspecto importante del quitosan es que posee propiedades mucoadhesivas.
Los primeros estudios estudios de esto fueron por Lehr y cols, quienes reportaron que
muchos quitosan comercialmente disponibles se adhieren fuertemente in vitro a la

mucosa. (Pafios y cols., 2006).

2.4.APLICACIONES DE LOS VECTORES DE DNA

Los plasmidos de ADN codificando antigenos son mas frecuentemente utilizados
debido a que no tienen el inconveniente de las vacunas clasicas: son seguros,
economicos, faciles de producir, estables al calor y susceptibles a la manipulacién
genética. Ahora que muchos elementos importantes del vector han sido identificados,
los esfuerzos deben ser concentrar en las pruebas de sus diferentes combinaciones y
evaluar su inmunogenicidad potencial. El estudio de los potenciales riesgos de
seguridad de la biotecnologia de vacunas de ADN, tales como integracién cromosémica
integracion y la induccion de la tolerancia inmunoldgica también debe ser llevado a
cabo (Azevedo y cols., 1999).



12

2.4.1. Vacunas
2.4.1.1 Vacunas vivas atenuadas

En la historia de la inmunologia, las primeras inmunizaciones exitosas fueron las
vacunas elaboradas en esencia de virus vivos atenuados mediante maltiples pasos en

cultivos de tejidos; por ejemplo el virus de la viruela o el virus de la polio (Mota, 2009).

Una de sus principales caracteristicas es que inducen una fuerte inmunidad,
duradera y de tipo tanto humoral (anticuerpos) como celular (células T sensibilizadas).
Sin embargo, presentan riesgos de reversiones al estado virulento. Los métodos de
atenuacion varian de acuerdo al tipo de patdgeno del que se trate y en algunas ocasiones
son necesarios varios pasos de atenuacion para tener un rango de seguridad aceptable

para su empleo en humanos.

Otro tipo de vacunas son las que utilizan a los microorganismos muertos, estas
tienen la ventaja de no presentar la posibilidad de reversion a la patogenicidad pero son
menos efectivas y generalmente requieren que se administren adyuvantes que son

sustancias que mejoran su capacidad de producir una respuesta inmune.

2.4.1.2. Vacunas de Subunidades antigénicas

Las bacterias y los virus son entes complejos que estan constituidos de muchos
tipos de moléculas, y en su parte mas externa estan aquéllos componentes que son los

que seran reconocidos por el sistema inmune.

En las bacterias existen los polisacaridos que son muy diferentes para cada tipo
de bacteria y estas moléculas son las que el sistema inmune puede reconocer, en los
virus la externa suele estar conformada de proteinas, estas también son muy especificas
para cada tipo viral; es precisamente esta especificidad la que permite al sistema inmune

reconocer a un agente productor de una enfermedad.

A pesar de la gran ventaja de estas vacunas también hay grandes problemas en

su produccién pues las subunidades antigénicas deben primero purificarse y su
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produccidn requiere cultivos a gran escala de los organismos patégenos lo que no solo

es costoso y ademas, no esta exento de riesgos.

2.4.1.3. Vacunas recombinantes

La primer vacuna recombinante fue de la hepatitis B. La vacuna esta compuesta
por particulas proteicas producidas en células huésped, generalmente levaduras, en las
que se ha insertado por técnicas de recombinacion de ADN el material genético

responsable de su codificacion.

Las ventajas de este tipo de vacuna es que puede inducirse a las bacterias
recombinantes a que aumenten la produccién de las proteinas deseadas facilitando asi la
purificacion del antigeno recombinante. Ademas, estas proteinas recombinantes mucho
mas seguras ya que no hay posibilidad de contaminacion con los elementos que brindan

la facultad de iniciar la enfermedad.

2.4.1.4. Vacunas de ADN desnudo

Una serie de observaciones al inicio de la década de los 90’s demostr6é que era
posible con el ADN desnudo (plasmidos) transfectar células in vivo y que también era
posible inducir una respuesta humoral a una gran variedad de antigenos virales,
bacterianos y parasitarios. Ademas mostraron una eficacia en los tratamientos de
enfermedades alérgicas, autoinmunitarias y modelos de tumores (Kowalesky y Ertl,
1998).

La primera demostracion de la eficacia protectiva del ADN en un modelo animal
fue reportado en el modelo de la influenza en 1993 por Ulmer y cols., y la induccion de
la respuesta inmunoespecifica del antigeno se demostrd por primera vez en humanos
con la vacuna de ADN de la malaria en 1998 por Wang y cols., desde estas
demostraciones se establecié firmemente el concepto de lo que hoy se conoce como

vacunas de tercera generacion o vacunas de ADN (Mota, 2009).
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Las vacunas de ADN son una molécula de doble cadena de ADN circular, que
contiene genes codificantes para una 0 mas proteinas de un patdégeno (Liu y cols.,
2006).

Utilizando la técnica recombinante de ADN es posible insertar un gen extrafio en

una molécula de plasmido para generar un plasmido recombinante.

El uso de vacunas de ADN para la generacién de respuestas inmunes provienen
de los esfuerzos de encontrar inmundgenos que sean capaces de superar algunas de las
limitaciones de otras modalidades de vacunacidn, ademas de su habilidad de inducir una
respuesta humoral y celular, las vacunas de ADN tienen otras ventajas sobre las vacunas
tradicionales (Liu y cols., 2006). Entre las ventajas que pueden atribuirse a su empleo
son su capacidad para estimular una respuesta de tipo celular citotéxica mediada por
linfocitos T CD8+, la cual no se logra con las actuales vacunas convencionales

inactivadas o de subunidades recombinantes (Diaz y Valle, 2006).

Las vacunas de ADN se basan en la inyeccion directa en el huésped de ADN
plasmidico que codifica para un antigeno de un patégeno, en lugar del antigeno proteico
0 del patdégeno atenuado/muerto. La expresion endogena del antigeno dentro de las
células del huésped puede inducir una respuesta inmune completa y duradera. Esta
respuesta incluye anticuerpos, aunque es frecuentemente mas débil que la que se puede
obtener con vacunas recombinantes, asi como una activacion fuerte y duradera de
células T cooperadoras y citotoxicas. Este tipo de respuesta inmune es comparable a la
respuesta inducida por vacunas atenuadas, pero resulta muy dificil de inducir con
vacunas recombinantes (cuadro I), lo que representa una de las grandes ventajas de las
vacunas de ADN (Gurunathan Sy cols., 2000).
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Vacuna Vacumna Protéina
de DMNA  atenuada recombinante

Respuesta Humoral cel. B += +++ +++
inmune Célular T"™* 44+ Thl + Thl + Thl/Th?2
TR +— +4++ -
M emo ria Humaoral +++ +++ ++=
Célular ++ +++ +
Froduccion  Desarollo v 444+ + ++
produccidn
Costo +++ + +
Almacen y
transporte +++ + ++
Seguridad +4++ ++ +++

Tabla 1. Propiedades comparativas de las vacunas de ADN, vacunas atenuadas y vacunas recombinantes.
(Seder RA, 2000).

2.4.2. Sistemas para hacer mas eficientes los vectores de ADN

Una gran variedad de esfuerzos se han hecho para incrementar la potencia de las
vacunas de ADN, muchos enfoques innovativos han sido tomados para desarrollar
adyuvantes basados en genes para mejorar la inmunogenecidad de las vacunas de ADN.
Por ejemplo citocinas, quimiocinas, factor de crecimiento, enzimas y estructuras tipo
patdgenas. La eleccion depende de qué respuesta se requiera humoral, celular o ambas
(Liuy cols., 2006).

El uso del plasmido de ADN como vacuna asume una gran significancia desde
que puede ser producido a precio bajo y puede ser almacenado a temperatura ambiente.
(Liuy cols., 2006)

Hay un gran interés en el envio de genes que no requieren vectores virales que
estan asociados con la inmunogenicidad, propiedades oncogénicas y efectos de largo
término desconocidos y aunque son menos efectivos, imitan muchas funciones
biologicas de sistemas virales, pero difieren fundamentalmente de estos en su

composicion, perfil terapéutico, riesgos clinicos y seguridad.
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Una de las estrategias que se ha utilizado para potenciar vacunas de ADN es
utilizando citocinas. Aunque estas han probado ser utiles en muchos estudios, uno debe
tener en mente que la vida media de las citocinas es muy corta. Existen estudios
preclinicos que han mostrado que la IL-2 es promovida creando una vacuna de ADN

codificando una proteina de fusion inmunoglobulina IL-2.

La inmunizacion con ADNc CCR5 (MIP)-1a ha mostrado tener respuesta
inmune a la vacuna de ADN. El mecanismo de accion es que la MIP-1 o promueve la
migracién de células dendriticas inmaduras (CDs) al sitio de la inoculacion,
incrementando la posibilidad de que las CDs tomen el antigeno para la subsecuente
presentacion a las células T virgenes. EI nimero de CDs presentes en el sitio de la
expresion del antigeno ha sido un factor limitante para la efectividad de la vacunacion
de ADN (Liu y cols., 2006)

Algunos sistemas de envio de genes incluyen liposomas y particulas poliméricas,
estas Ultimas ofrecen resistencia a la degradacion de nucleasa, la posibilidad de control
en dosis y administracion de la duracion del ADN plasmidico (ADNp) (Coheny cols.,
2000).

De manera funcional, el vector plasmidico empleado para vacunas de ADN esta
compuesto por una unidad transcripcional que incluye un promotor, un ADNc que
codifica para el antigeno y una secuencia de terminacion de transcripcién como se

muestra en la figura 4 (Kowalezyk y Ertl, 1999).
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Fig.4. Representacién de la estructura de un vector plasmidico empleado como vacuna de ADN. El vector
posee una unidad transcripcional compuesta por un promotor, intrén, ADNc que codifica para el antigeno
y una secuencia de terminacién de la transcripcion. El esqueleto plasmidico posee un gen de resistencia a
antibiéticos, origen de replicacidn, sitios de clonacién maltiple y secuencias CpG inmunoestimulatorias
(ISS) que funcionan como adyuvantes internos de la vacuna.

2.4.3. Terapia génica

En afios recientes, la terapia génica a empezado a hacer el avance del concepto
de prueba a la practica de prueba. Pero el principal obstaculo a esta utilidad clinica
radica en la inhabilidad de sistemas de vectores corrientes para ser eficientes y seguros
en el envio de transgenes para un tejido especifico in vivo. Mientras que progresos
considerables se han hecho en el desarrollo de vectores virales y no virales, la meta es la
forma administracion para la seguridad y llegar al tejido especifico y esto aun no se ha

logrado con eficiencia.

2.5.PROMOTORES PARA ACTIVAR GENES

Casi todos los plasmidos comerciales de expresion de mamiferos llevar el promotor/
potenciador a partir de los virus patogenos. A pesar de que estos elementos promotores
son de los virus patégenos, se han vuelto muy Utiles para la terapia genética e
inmunizacion génica gracias a su alta capacidad de iniciacién de la transcripcién en la

mayoria de los tejidos de mamiferos. La mayoria los promotores comiunmente utilizada
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es la de humano citomegalovirus (hCMV), que induce expresion fuerte y constitutiva de
en una variedad de tipos de celulas. Los promotores se clasifican en virales e inducibles

ya que a veces es conveniente poder controlar la expresion del vector.

2.5.1. Promotores virales

La mayoria de los estudios en investigacion de terapia génica hasta la fecha han
utilizado promotores virales. En su contexto natural promotores virales fuertes son
requeridos para una propagacion viral eficiente y frecuentemente inducen muchos mas
altos niveles de transcripcion que los promotores eucariéticos utilizando mecanismos de
control y reclutacién de la maquinaria de transcripcion del huésped. Mas aun por
necesidad, tienden a ser mucho mas compacto y, por tanto mas facil de manipular y
acomodar en vectores de terapia génica. Alguno de los promotores mas utilizados es el
virus del simio 40 (SV40), repeticiones terminales largas del virus del sarcoma Rous

(RSV-LTR) y otros promotores retrovirales LTR

2.5.2. Promotores inducibles

Los promotores inducibles, los cuales se expresan solamente en la presencia de
factores o compuestos y de acuerdo la naturaleza de los factores que desencadenan su

expresion estan divididos en grupos:

Los que son regulados quimicamente y los regulados fisicamente en donde los
factores externos abidticos como la luz, calor, dafio mecéanico es inducido por la

actividad del promotor.
2.5.2.1. Promotores activados por pH

Los promotores comunmente empleados para expresion de proteinas heterélogas
requieren de la adicion de una molécula inductora, el eliminar o la adicionar un

nutriente o un cambio del factor fisicoquimico, tal como el pH.
2.5.2.2. Promotores activados por calor

Los organismos desde bacterias a humanos responden a altas temperaturas
sintetizando un set de proteinas protectivas. En muchos organismos, la respuesta del

shock térmico se produce a través de un aumento en la tasa de transcripcion de un
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conjunto de genes de choque térmico. Una secuencia promotora es la responsable de
que esta induccion haya sido identificada y conservada de Drosophila melanogaster a
humanos. Este elemento funciona como un potenciador inducible en células de
mamiferos. El elemento de choque térmico se encuentra ubicado en la base -100 de la

proteina humana de choque térmico hsp70 ( Kingston R., 1987).
2.5.2.3. Promotores activados por hipoxia

El factor inducido por la hipoxia 1 (HIF-1) tiene un papel fundamental en la
respuesta a la baja tension del oxigeno, ya que regula la expresion de una gran variedad
de genes cuyos productos participan en procesos como la angiogénesis, el metabolismo

energetico, la eritropoyesis y la proliferacion celular.
2.5.2.4. Promotores activados por antibidticos

Un ejemplo de estos es la tetraciclina o su derivado doxiciclina, el sistema de
expresion controlada por tetraciclina se conoce como TET-system y su uso se encuentra

regulado por patentes comerciales.
2.5.2.5. Promotores activados por hormonas

Se trabaja con proteinas de fusion entre la enzima Cre y un receptor incompleto
de estrogenos (solo la porcion EBD, estrogen binding domain). Esta proteina de fusion
es inactiva, pero la administracion de la droga tamoxifeno (por via intraperitoneal) la
libera y activa el sistema Cre. Por lo tanto, tendrd como resultado la accion de la
recombinasa sobre los sitios especificos y la consiguiente recombinacion de ADN con
alteracion del gen blanco en los ratones Cre/loxP positivos. Es l6gico pensar que la
combinacion de estas dos técnicas de KO condicionales (tisular-temporal) puede ser de
gran provecho, como lo han demostrado usando promotores especificos de linfocitos B
(Fernando J.B y Jean-Louis G., 1995).

2.5.2.6. Promotores activados por campo magnético

Los campos magnéticos tienen multiples efectos en los sistemas biologicos,
incluyendo la modulacion de iones y el flujo de proteinas a través de membranas,
alteraciones en la replicacion del DNA, cambios en transcripcion de RNA, alteraciones

en la respuesta de células a hormonas. Investigaciones en efectos de la exposicion de
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campo magnético a productos bioldgicos se encuentran en la transcripcion. Y existen
trabajos donde la exposicion a campos magnéticos incrementa la transfeccion en
células, esto fue demostrado in vivo utilizando un plasmido con un promotor inducible a

campo magnético (Heredia R y cols., 2010).

2.6.APLICACION DEL ENVIO DIRIGIDO DE GENES AL PULMON

El pulmdn es un érgano importante objetivo para la terapia génica de las muchas
enfermedades agudas y cronicas, incluyendo cancer, asma y fibrosis quistica, entre
otros. Muchos estudios han demostrado la viabilidad de la transferencia de genes de
pulmén, y el progreso reciente se revisardn concentrarse en la busqueda que ha sido
validado en modelos animales o en la clinica. La mayoria de los avances han sido
realizados en el tratamiento de cancer de pulmon y la fibrosis quistica, éstas se
consideran como representativas ya que con las que requieren una expresion genética
pulmonar aguda y cronica, respectivamente. El pulmén es un oOrgano blanco
especialmente atractivo debido a la accesibilidad relativamente no invasiva a través de
las vias respiratorias y vasculatura. Sin embargo, una vez en el pulmdn, los vectores de
transferencia génica se pueden encontrarse defensas muy eficaces que se han
desarrollado para proteger las vias respiratorias de particulas de todos los tamafios,

incluyendo alérgenos y virus (Gill D y cols., 2004).

2.6.1. Problemas a resolver

Hay varios problemas que se tienen que solucionar para obtener una expresion
de genes en el pulmén como: (a) mejorar la y la cantidad de proteina que llega al sitio
de accién (ya sea extracelular o intracelular) y, en consecuencia, la disminucion de
efectos adversos debido a la administracion de farmacos no especificos al tejido blanco,
(b) la proteccion de la proteina y la mejora de su estabilidad in vivo; y (c) y prolongar el
tiempo de residencia de drogas en su sitio de accion. Ademas, se pueden emplear para

proporcionar orientacion pasiva o activa (Yamamoto Ay cols., 1997).
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La eleccion del vehiculo apropiado depende de varios factores, incluyendo la
naturaleza del farmaco a administrar, el dispositivo de entrega, el tipo de enfermedad y

lugar de accion, la naturaleza y la seguridad del acarreador.

Junto con el desarrollo de nuevas tecnologias para la administracion de farmacos
capaces de representar la administracion eficaz de un farmaco seleccionado, una
inversion en la mejora de los materiales aplicados al disefio de los sistemas es un tema
muy importante. La seguridad del adyuvante utilizado para desarrollar acarreadores al
pulmén para la entrega de proteinas tiene que ser determinado y las cuestiones locales
relacionadas a irritacion y toxicidad a largo plazo, la acumulacién y la inmunogenicidad

(Heinneman L y cols., 2000).
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2. HIPOTESIS

La activacién remota de genes con un campo magnético externo es mas eficiente con la
administracion plasmidos atrapados en nanoparticulas de quitosdn en comparacion al

uso de plasmidos solos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar la eficacia de las nanoparticulas de quitosan para el envio dirigido y la
expresion del gene de luciferasa en una linea celular y en el pulmén bajo la induccién

remota de un campo magnético externo.

3.2. Objetivos particulares

Establecer las condiciones especificas para producir y caracterizar nanocomplejos

formados por nanoparticulas de quitosan y plasmidos.

Determinar la efectividad de los nanacomplejos formados por nanoparticulas de
quitosan para inducir la expresion del gene de la luciferasa en linea celular bajo la

induccidén de un campo magnético externo.

Determinar la efectividad de los nanocomplejos formados por nanoparticulas de
quitosan administrados por via intratraqueal para inducir la expresion del gene de la

luciferasa en el pulmon bajo la influencia de un campo magnético externo.
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5.1. Materiales

- Tripolifosfato de pentasodio (TPP) SIGMA®

- Quitosan soluble en agua de 20 kDa Coyotefoods®

- Nanoparticulas magnéticas Combimag de Oz Biosciences.
- Kit de ensayo de luciferasa Promega®

- DMEM NUTRIENT MIX F12 Invitrogen®

- OPTIMEMI Invitrogen®

- Suero fetal bovino Invitrogen®

- Tripsina Invitrogen®

- Kit para extraccion de plasmido (Purelink plasmid mega reaction) Invitrogen®

El plasmido que se utlizd para determinar la eficacia de las nanoparticulas
magnéticas de quitosan para el envio dirigido y la expresion del gen luciferasa en el
pulmon mediante un campo magnético es pPCEMLuc, desarrollado y caracterizado en el

Laboratorio de Inmunologia y Virologia.

5.2. Descripcion del Plasmido pCEMLuc

La secuencia del promotor de hsp70 inducida en el plasmido pCEM-Luc, el cuél
contiene: una sefial de poliadenilacién del virus de simio 40 (SV40), un gen de
resistencia a penicilina y el gen Luc que expresa la luciferasa. EI promotor esta
insertado dentro de este vehiculo de manera completa, el cual contiene los elementos de
respuesta a CEM (campo electromagnetico). El vehiculo que resulta es llamado: pCEM -

Luc y se muestra en la fig.6.
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5.3. Transformacion de bacterias competentes (DH5a, Invitrogen)

Una vez obtenido el vector de nuestro interés, se procede a transformar bacterias
competentes, para que una vez introducido en ellas, poder obtener un nimero elevado

de copias del mismo. Para la transformacion se ha empleado el siguiente protocolo:

- Descongelar en hielo una alicuota de DHS5a de 50 pl

- Afadirde 1 a5 pl de ADN (1-10 ng) a las células y mezclar con cuidado. No
pipetear.

- Incubar las células en hielo durante 30 minutos.

- Colocar las células a 42°C por 1 minuto.

- Poner los tubos en hielo por 2 minutos.

- Adicionar LB estéril sin ampicilina.

- Incubar 1 hora a 37°C.

- Plaquear 100 pl en Agar-LB con ampicilina.
5.4. Aislamiento de ADN plasmidico a pequefia escala (Miniprep)

Para obtener una pequefia cantidad de ADN plasmidico que nos sirva para
comprobar las caracteristicas del plasmido, crecimos una colonia de bacterias en 5 ml de
LB con el antibidtico correspondiente durante toda la noche, con agitacién constante de
225 rpm y a 37°C. Para la purificacion del ADN plasmidico a pequefia escala

empleamos el siguiente protocolo:
Protocolo:

- En la cdmara de bacterias llenamos en un tubo eppendorf con el medio de
cultivo en el que han crecido las bacterias toda la noche. Centrifugamos durante
2 minutos a 13000 rpm. Tiramos el sobrenadante

- Afadimos al pellet 100 pl de solucion I (solucion de re suspension) y re
suspendemos con una pipeta.

- Afadimos 200 ul de solucion Il (solucién de lisis) y mezclamos invirtiendo el
tubo varias veces.

- Afadimos 150 pl de solucion Il (solucion de neutralizacion), mezclamos y
centrifugamos durante 2 minutos a 13000 rpm.

- Pasamos el sobrenadante a tubos limpios.
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- Afadimos 400 pl de Miniprep Express matrix, asegurdndonos de agitarla
completamente antes y mezclamos los tubos.

- Centrifugamos 10 segundos y tiramos sobrenadante

- Afiadimos 500 ul de etanol al 70% y re suspendemaos el precipitado agitando.

- Centrifugamos 10 segundos el sobrenadante.

- Dejamos secar el paquete para que el etanol se evapore.

- Re-suspendemos el precipitado seco en 50 pl de TE con RNasa (20 pg/ml) con
una pipeta.

- Centrifugamos por 1 minuto y pasamos el sobrenadante con el ADN a un tubo

nuevo

5.5. Purificacion a pCEM-Luc a Gran Escala

5.6. Aislamiento de ADN plasmidico a gran escala (Maxiprep)

Para obtener grandes cantidades de plasmido que utilizamos para los
experimentos de transfeccion, utilizamos el aislamiento a gran escala. Para ello, se hace
un pre cultivo a partir de una colonia de bacterias (6 a partir de bacterias congeladas que
contienen el plasmido) en 6 ml de LB mas el antibi6tico correspondiente, durante unas
6-12 horas, en agitacion constante (225 rpm) y a 37°C. Este pre cultivo se pasa a un
volumen mayor, normalmente unos 250 ml de LB mas el antibidtico correspondiente
que se deja crecer toda la noche a 37°C y en agitacion constante (225 rpm) para permitir

la aireacidn correcta del cultivo.

Para la purificacion de grandes cantidades de plasmido, utilizamos un kit
comercial (Invitrogene® Maxi Prep). El protocolo basico para este tipo de Kkits
comerciales consiste en un paso de centrifugacion, que formara un pellet con las
bacterias que han crecido en el medio de cultivo. Este paquete celular se re-suspende en
un volumen determinado de solucion de re-suspension. Tras esto, se procede con la fase
de lisis bacteriana, que usa una solucion de lisis alcalina (NaOH/ SDS) que rompera las
bacterias liberando su contenido celular. Las proteinas, asi como el ADN cromosoémico

y plasmidico, son desnaturalizadas bajo estas condiciones. El RNA es degradado por la
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RNasa libre de ADNsa. Posteriormente se afiade una solucion de neutralizacion, que
contiene acetato potasico, lo que provoca una precipitacion del SDS, arrastrando
proteinas ADN cromosémico y otros restos celulares. Esta solucion también neutraliza
el lisado. EI ADN plasmidico puede revertir a su forma slUper-enrrollada nativa y

permanece en la solucion.

Después de la lisis alcalina, se hace pasar la muestra por unas columnas
cromatograficas, a cuya resina el ADN plasmidico queda unido por afinidad y de donde
sera eluido mediante un cambio de pH de 6.5 a 9.0. En estas condiciones alcalinas, la
carga positiva de la resina de la columna es neutralizada y el ADN plasmidico es
liberado. Es necesario un ultimo paso de precipitacion para eliminar restos de sales o
alcohol que puedan interferir en reacciones posteriores en las que se puedan emplear los

plasmidos.

La concentracién del plasmido se calcula midiendo la absorbancia de la muestra a
260 nm. La calidad del plasmido se puede comprobar corriendo las muestras en un gel
de agarosa al 1%, lo que nos dara la informacion de la integridad estructural y
conformacional del ADN plasmidico aislado, por ejemplo, mostrando si en la muestra

predomina la forma stper-enrrollada, circular o lineal.

5.6. Preparacion de células competentes

1.- De un cultivo de Escherichia coli DHSa se tom6 una azada y se inocul6 un tubo
conico conteniendo 15 mil de medio LB sin antibiético. Se incub6 durante 24 horas
a 37°.

2.- Al siguiente dia se toma 1 ml de la suspension bacteriana y se agregé en 30 ml de
medio LB también sin antibiotico y se mantuvo el crecimiento hasta la fase log a
37°C a 280 rpm por 2-3 horas. Luego se distribuy6 a tubos cénicos estériles de 15

ml.

3.- Posteriormente se centrifugo a 7000 rpm por 10 minutos.
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4.- Se elimind el sobrenadante y se agrego al paquete celular 6 ml de CaCl2 0.1 M, se

resuspendio y se mantuvo en bafio de hielo por 30 minutos.
5.- Después se centrifug6 a 7000 rpm por 10 minutos y se elimino el sobrenadante.

6.- El paquete celular obtenido se resuspendio con 1 ml de CaCl2 0.1 M y se

mantuvieron las células a 4°C por toda la noche.

5.7. Caracterizacién del plasmido

Para comprobar realmente que el plasmido que se utilizo es el pPCEM-Luc se
realizé una digestion del mismo con las enzimas Nhel y Hindlll de la siguiente

manera:
1.- En un tubo eppendorf estéril se agregd 1 ul del plasmido pCEM-Luc.

2.- Posteriormente se adicionan 15.8 pl de agua para PCR, 2 pl de amortiguador D, 0.2

ul de BSA 'y 1 pl de la enzima Nhel.

3.- Finalizado el tiempo anterior se agregd 1 pl de Hind Il y se incubd con las

condiciones antes mencionadas por 5 minutos.

4.- Después se incub6 a 37° C por 1 hora y 30 minutos bajo agitaciéon continua en el
Thermomixer 5436 Eppendorf.

5.- Concluido este tiempo se procedio al analisis de digestion mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1%.

5.8. Produccion de Nanoparticulas Magnéticas de Quitosan con el plasmido
pCEMLuc

Las nanoparticulas de quitosan fueron preparadas de acuerdo al procedimiento
descrito por Calvo y cols., 1997, basado en la técnica de gelacion ionica, en el cual los

grupos amino cargados positivamente del quitosan interactian con los cargados
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negativamente del TPP (fig. 7). La formacion espontanea de las nanoparticulas ocurre
debido a las uniones intra e intermoleculares entre las cargas positivas y negativas
(Janes K y cols 2001). El quitosan disuelto en agua a una concentracion de 20 mg/ml y
el TPP a 0.86 mg/ml fueron puestos en contacto, la formacion espontanea de las
nanoparticulas ocurrié después de incorporar 12 ml de la solucién de TPP en 30 ml de

solucion de quitosan, bajo agitacién a temperatura ambiente (fig. 8).
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Fig.8.Representacion esquematica de la formacidn de los complejos por el método gelacién idnica.
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5.9. Caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas cubiertas de quitosan

y plasmido pCEM-Luc atrapado

5.9.1. Formay tamafio por microscopia electronica de transmision.

La distribucion del tamafio de las particulas se determind por medio de un
analizador de difraccion de rayos laser. La morfologia superficial fue evaluada por

microscopia electronica de transmision (TEM) (Hritcu y cols., 2008).

5.9.2. Formay tamafio por microscopia de fuerza atémica.

Antes de llevar las nanoparticulas al microscopio, fueron diluidas con agua

bidestilada y secadas sobre una mica, la cual después fue analizada.

5.9.3. Medicion del potencial zeta de las nanoparticulas.

El potencial de las particulas se midié en un buffer de fosfatos (pH=6) en un

sistema llamado Malvern Zetasizer ZS90 (Hritcu y cols., 2008).

5.9.4. Prueba de liberacion de plasmido de las nanoparticulas

El perfil de liberacion de plasmido de las nanoparticulas del complejo con
quitosdn  se determind de la siguiente manera: la carga de plasmido de las
nanoparticulas de quitosan separadas de una suspension acuosa se pusieron en ADNsa y
RNAsa en un eppendorf con PBS con pH 7.4 y las muestras se almacenaron a 37°C con
agitacion. A tiempos determinados las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se
remplazé por medio fresco. La cantidad de plasmido liberada de las nanoparticulas se

midi6 en el espectofotometro a 260 nm.

5.9.5 .Prueba de proteccion de plasmido.

El plasmido desnudo ( 1pg en 20 ul de buffer de Tris EDTA) o suspension de

nanoparticula (20 pl, equivalente a ~ 1 pg de ADNp) se incubo con una concentracion
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final de ADNsa 40 pg/ml por 15 min a 37°. La reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de
inhibidor de ADNsa | (acido iodoacético o 200 mM de cloruro de sodio+ 20 mM EDTA
+ 1% SDS) (Bozkir y Mehmet, 2004).

5.9.6. Analisis de formacién de nanocomplejos por pruebas de retardamiento.

Después de este tratamiento, las nanoparticulas se sometieron una digestion de
quitosanasa por 4 hrs. A 37° C. La integridad del plasmido se analizé en una

electroforesis por un gel de agarosa al 0.8% y tefiido con bromuro de etidio.

5.10. Determinacion del efecto de los complejos formados por
nanoparticulas magnéticas de quitosan para inducir la expresion del gene de la
luciferasa en la linea celular de pulmon B16F10 bajo la influencia de un campo

magnético:

5.10.1. Transfeccion (Magnetofeccién).

Antes de la magnetofeccion, se agregaron 6x10* células de la linea celular
B16F10 por ml en placas de 6 pozos de 35 mm, y se incubaron las células a 37 °C en

una atmosfera de CO, hasta obtener una confluencia celular de un 70-80%.

5.10.2. Exposicion in vitro a campo magnético (CEM)

Se realizaron 4 experimentos de transfeccion:
Primero: plasmido + quitosén sin exposicion a campo magnético utilizando la placa
magnetofectora por 20 min (Fig.9).
Segundo: plasmido + quitosan con exposicién a campo magnético.
Tercero: Plasmido + quitosan + nanoparticula magnética sin exposicion a campo
magnético.
Cuarto: Plasmido+ quitosan + nanoparticula magnética con exposicion a campo

magnético 20 min.
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Fig.9.Placa magnetofectora colocada debajo de la caja del cultivo celular.

Una vez preparados los complejos descritos conteniendo 2 pg de plasmido se
agregaron después de 30 minutos de incubacion a las células y se dejaron incubando

bajo condiciones estandar por un tiempo de 24 horas para lectura de luciferasa.

5.10.3. Lectura de luciferasa en linea celular B16F10

Este ensayo nos permite determinar los niveles de expresion del gen trasfectado
midiendo la actividad luciferasa expresada. ElI esquema se observa en la fig.10. Para
realizar la medicion se afiaden ATP y el sustrato luciferina al lisado celular en un
luminometro (Synergy Luminometer HT 2). La enzima cataliza una oxidacion rapida
del sustrato, dependiente de ATP, que ocurre en dos pasos, y que produce AMP, CO2 y
que emite la luz procedente de un intermediario activado de la luciferina. La emision
total de luz es medida en el luminémetro, y cuando se mide en presencia de un exceso
de sustrato, es proporcional a la concentracion de la enzima y se realiz6 siguiendo el

siguiente protocolo:

1.- Se agregaron 100 pl de PBS estéril para lavar las células.

2.- Seretiro cuidadosamente el PBS.

3.- Se agregaron 20 ul de Buffer de lisis al 1% y se incub6 5 min en agitacion.

5.- Se tomo el lisado y se coloco en un tubo eppendorf de 0.6 ml.

6. Se les aplico vortex por 10-15 seg.

7.- Se centrifugo por 15 seg a 4°C.

8.-Se tom¢ el sobrenadante de las muestras y se colocaron en una placa para su lectura

en el luminometro.
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5.11. Determinacion del efecto de los complejos formados por
nanoparticulas de quitosan para inducir la expresion del gene de la luciferasa en

ratones bajo la influencia de un campo magnético:

Para evaluar el efecto del pPCEM-Luc in vivo se utilizaron 4 grupos experimentales
compuesto de 3 ratones de la cepa Balb/c de 8 semanas de edad, con pesos
comprendidos entre 25-30 gr por grupo. Cada experimento se realizo tres veces para

comprobar los resultados.

Grupo 1.- Ratones inyectados con el plasmido desnudo pCEM-luc sin exponer a un
magneto.
Grupo 2- Ratones inyectados con el plasmido desnudo pCEM-Luc expuestos al

magneto redondo compuesto por Neodynium- Fierro- Boro de 3000 Gauss.

Grupo 3.- Plasmido + Quitosan de quitosan expuesto al magneto.

Los ratones fueron anestesiados con xilacina (50mg/kg) y ketamina (5-10 mg/kg
via intramuscular. Una vez que el raton estaba totalmente dormido se realizd una
incision longitudinal en la parte ventral del cuello de aproximadamentel.5 cm dejando
expuesta la traquea (Fig.11) y utilizando una jeringa de 0.5 ml se le administraron 50 ug

de plasmido en los complejos. Posteriormente se cerro la incision.

Fig.11.Esquema del método de administracion intratraqueal de complejos en ratones.
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Después se les coloco un imén redondo como se observa en la fig.12 a la altura

del torax del ratén utilizando resistol o algin otro adhesivo por un lapso de 72 horas.

Fig.12. Imén en ratones A) Se pega a la altura de la caja toracica. B) y se ajusta con un pedazo de telay

velcro para evitar su movilizacion.

Después de las 72 horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical,
se removieron los pulmones, se lavaron con PBS y se colocaron en tubos eppendorf
de 1.5 ml (Fig.13) vy se congelaron en nitrogeno liquido. Después se les agreg6 un
buffer de lisis compuesto de (70 mM HEPES, 7 mM MgSO4, 3mM dithiothreitol y

BSA al 1%). Se siguio el siguiente protocolo de acuerdo a Yoshimuray cols., 1992:

1.- Los pulmones se colocaron en un mortero y se homogenizaron.

2.- Se tomo el homogenizado y se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C.

3.- Se recuperd el sobrenadante y se repitio el paso 5-6 por tres veces.

4.- A este homogenizado se le agrega el sustrato de luciferasa el cual es luciferina y se
lleva a un lector de placas.

Fig.13. Pulmones divididos en 4 partes colocados en tubos eppendorf de 1.5 ml.
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5.12. Procesamiento estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en la evaluacién de las
transfecciones se determind si habia diferencia entre los grupos mediante la prueba de
Anova Yy si existia diferencia estadisticamente significativa se realizd6 comparacion de
medias por la prueba de Tukey no paramétrico. Estos analisis se realizaron utilizando el

programa SPSS version 17.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Formacion de nanoparticulas magnéticas de quitosan, morfologia y

caracterizacion.

Las nanoparticulas formadas por la técnica de gelacion idnica, la cual se basa en
la interaccion entre los polianiones cargados negativamente del TPP y las cargas
positivas del quitosan. Esta técnica fue elegida con el propdsito de atrapar plasmido
dentro de las nanoestructuras debido a sus condiciones extremadamente moderadas de
encapsulacion. Ademas el TPP fué elegido como un agente entrecruzante polianionico
debido a sus propiedades Unicas como no-toxicidad y habilidad instantanea de
gelificarse al contacto con el quitosan. Méas aun como describioé Peng J y cols., el TPP
tiene una excelente habilidad para promover la sintesis de particulas muy pequefias con
los menores cambios en la carga de su superficie proponiéndolo como el candidato ideal
para la manufacturacion de nanoparticulas para aplicaciones de terapia génica. El
goteo preciso del TPP en la solucion del quitosan permite la formacion de
nanoparticulas con tamafios comparables en la escala nanométrica demostraron formas

esféricas bien definidas como se observa en las figuras 15y 16.
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Fig.15. limagenes de MET de las nanoparticulas de quitosan producidas por el método de gelacion ionica
a)Se observa una sola de tamafio de 100 nm b) y c) grupo de nanoparticulas.

Estos complejos se formaron solamente con quitosan y plasmido, también se
tomaron imganes de otros complejos agregando nanoparticula magnética y pudimos

observar que aumentan un poco su tamafio a 200 nm y se ven mas electrodensas.

Fig.16..limagenes de MET de las nanoparticulas magnéticas de 200-250 nm
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De igual manera fueron escaneadas por microscopia de fuerza atdbmica como
previamente describié Yoo HS y cols., 2005 para evaluar su morfologia. Se observaron

los complejos plasmido-quitosan y quitosan-npm-plasmido (Figs.17 y 18).

Fig.17. Imagenes de MFA con el plasmido y quitosan

2.0um
r_T_Y_T_]

Fig.18. Imagenes de MFA de los complejos con la nanoparticula magnética.

6.2. Proteccion de la nanoparticula y liberacion invitro del Plasmido

El desarrollo de las nanoparticulas que son estables en ambiente extracelulares
para la proteccion del material genético, las nucleasas del suero son la mayor

preocupacion que podria afectar la estabilidad del ADN y consecuentemente su eficacia
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de transfeccion. Para analizar si existe una adecuada proteccion del ADN plasmidico
promovida por su encapsulacion en las nanoparticulas de éste trabajo, se realizd una
prueba utilizando un gel de agarosa y se probaron diferentes radios quitosan-plasmido
para elegir el mejor (Fig.18). Al escoger el radio mas éptimo 1:60 se volvid a correr en
otro gel donde en dos carriles se incorporé el plasmido solo (pPCEM-Luc) 1 ul y en otros
dos carriles el plasmido con quitosan para observar la diferencia como se observa en la
fig.19.

1:2 1:4 1:8 1:16 1:30 1:60 1:66

Fig.19. Gel de agarosa donde se incorporacion complejos pldsmido-quitosan a diferentes radios.

Fig. 20. Gel de agarosa donde se muestra la retencion de plasmido solo en los carriles 1y 2, en el carril

3 se muestra el plasmido con quitosan.
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6.3. Eficiencia de encapsulacion de las nanoparticulas

Después de verificar si las nanoparticulas que construimos eran capaces de
retener el plasmido, requerimos cuantificar la cantidad que lograban atrapar y se calculd

utilizando la siguiente formula:

Eficiencia de encapsulacién (%) = Total de plasmido agregado - Plasmido libre en

sobrenadante/ Total de plasmido agregado.

Se obtuvo un total del 99% de eficiencia de encapsulacién con el plasmido pCEM-Luc.
También midio en horas el plasmido que se liberaba, esto se midié cada hora, hasta las
24 hrs y pudimos observar que éste se libera gradualmente como se observa en la fig.
20.

Liberacidon del Plasmido pCEM-Luc en horas

500

) /
//

ng/u 300 NPMQ

. _—/

Qh 1h Zh 3h 4h Sh 6 h 12h 24h

EE=99%
Fig.21. Representacion grafica de liberacidn de plasmido de las nanoparticulas en horas.

6.4. Medicion del potencial zeta

El potencial zeta es un importante parametro en una gran variedad de &reas como

la medicina y farmacéuticas. Para éste caso de nanoparticulas de quitosan, el potencial
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zeta fué utilizado para evaluar la estabilidad de la suspension y la adhesion de particulas
a sistemas bioldgicos.

El potencial zeta resulta de las cargas eléctricas relacionadas de particulas en un
liquido y el resultado fué de -27 mV con una polaridad negativa como se muestra en la
tabla 2, para este resultado se utilizé un zetasizer. Practicamente todos los coloides son
negativos -14 a 30 mV. A mas negativo la estabilidad aumenta. Si el potencial zeta es -

30 6 menos, la repulsién es suficiente para conferir una gran estabilidad.

Mobility| -2.15uw/s/Vicm
£eta Potentia 2T AT o

Charge -0.03354 fC

Polarity Hegative

Conductivity 536 wSicm

Tabla Il. Se muestra el potencial zeta de las nanoparticulas.

6.5. Determinacion del efecto de los complejos formados por nanoparticulas
magnéticas de quitosan para inducir la expresion del gene de la luciferasa en la

linea celular de pulmén B16F10 bajo la influencia de un campo magnético:

Las transfecciones en la linea celular B16F10 se analizaron a las 24 horas y

obtuvimos los siguientes resultados (Fig.22).
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Fig.22.Expresion de luciferasa en la linea celular B16F10 transfectada con: A) plasmido/quitosan sin
exposicion a campo magnético y con campo magnético. B) plasmido/quitosan/npm sin campo magnético
y con campo magético.

Se realizaron cuatro transfecciones en la linea celular B16F10, dos con
plasmido-quitosan formados por el método de gelacidn ionica una sin exposicion a
campo magnético y observamos que los valores que alcanza son 4,585 URL y en
cambio cuando el cultivo celular se pone en contacto con la placa magnetofectora

alcanza los 9,421 URL, esto es el doble del primero.

Después realizamos otros dos experimentos donde se transfecto
plasmido/quitosan/nanoparticula magnética de igual manera con el método de gelacion
ionica y en donde no pusimos en contacto el cultivo celular con un campo magnético
obtuvimos valores de 20,000 URL y donde si lo pusimos los valores llegaron hasta casi
100,000 URL.

6.6. Determinacion del efecto de los complejos formados por nanoparticulas
de quitosan para inducir la expresion del gene de la luciferasa en ratones bajo la

influencia de un campo magnético:
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Los analisis en los homogenizados de pulmdn de raton se determinaron por

medio de la expresion del gene de luciferasa y se obtuvieron los siguientes resultados

asi como sus respectivas desviaciones estandar:

Tabla I11. Resultados del analisis de la transfeccion in vivo utilizando el plasmido desnudo sin

PARTE DEL
PULMON
Izquierdo distal
Izquierdo apical
Derecho distal
Derecho apical

exposicion a magneto.

URL

2,222
3,314
3,242
2,892

URL

2,243
3,571
3,514
2,930

URL

3,772
3,541
s
2,750

Tabla IV. Desviacion estandar de los resultados obtenidos con el plasmido desnudo sin presencia de
campo magnético.

PARTE DEL PULMON DESVIACION
ESTANDAR (c,)
Izquierdo distal 725
Izquierdo apical 140
Derecho distal 140
Derecho apical 95

Tabla V. Resultados del analisis de la transfeccion in vivo utilizando el plasmido desnudo con exposicion

PARTE DEL
PULMON
Izquierdo distal
Izquierdo apical
Derecho distal
Derecho apical

URL

13,965
30.110
7,918
9,523

a magneto

URL

14,871
20,072
10,971
7,158

URL

16,325
20,612
23,887
14,757
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Tabla VI. Desviacion estandar de los resultados obtenidos con el plasmido desnudo con presencia de
campo magnético

PARTE DEL PULMON DESVIACION
ESTANDAR (o)
Izquierdo distal 1191
Izquierdo apical 5647
Derecho distal 8477
Derecho apical 3889

Tabla VII. Resultados del andlisis de la transfeccion in vivo realizadas con la nanoparticulas de

quitosan y plasmido con exposicion a magneto

URL URL URL
PARTE DEL
PULMON
Izquierdo distal 23,239 14,337 25,610
Izquierdo apical 41,365 27,688 29,953
Derecho distal 23,000 27,776 31,889
Derecho apical 17,408 16,989 18,778

Tabla VIII. . Desviacion estandar de los resultados obtenidos con las nanoparticulas de quitosan y

plasmido con exposicién a magneto

PARTE DEL PULMON DE§VIACION
ESTANDAR (oc,)
Izquierdo distal 5994
Izquierdo apical 7330
Derecho distal 4449
Derecho apical 936
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Fig .23. Grafica de los resultados obtenidos de los experimentos de transfeccion in vivo en las diferentes
regiones del pulmon aplicando el plasmido pCEM-Luc en distintas formas de presentacion.
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Fig.24. Grafica de los resultados obtenidos de los experimentos de transfeccidn in vivo representando las
medias de todos los datos de expresién de cada region del pulmon.
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Fig.25. Grafica de los resultados obtenidos de los experimentos de transfeccién in vivo representando las
medias de todos los datos de expresion de cada region del pulmon con la administracion de
nanoparticulas de quitosan-plasmido y con exposicion a magneto.

Dependent Wariahle: LIFL

Source F Si.
Model 549,713 ,oan
Pulman 11,864 ,aaa
Transfeccidn 101,883 ,aon
Fultmidn * Transfeccidn 4012 a0s
Errar

Total

Tabla XI. Prueba de Anova de Fisher donde se asocian las variables y su significancia.
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7. DISCUSION

Con el objetivo de obtener un sistema con propiedades adecuadas para actuar
como transportador capaz de dirigirse, retenerse y expresarse en pulmoén, se evalué un
sistema formado por nanoparticulas de quitosan con un acarreador que contiene el gene
reportero de luciferasa. Una Unica ventaja de éstos complejos es que el acarreador

atrapado contiene un plasmido que es inducible por un campo magnético externo.

Utilizamos el polimero quitosan como acarreador de estas particulas ya que
desde su descubrimiento como sistema de envio para pldsmidos por Mumper y cols., ha
sido considerado como buen candidato para dicho objetivo por sus peculiares
caracteristicas que es biocompatible, biodegradable y su baja toxicidad y a sido
reportado que se a utlizado en diversos estudios (Hai Q y cols., 2001) (Hali B. y cols.,
2010) ( Suna O.T. y Julide A., 2011) (Yun S., 2009) y (Kopping-Hoggard y cols.,
2001).

El envio dirigido magnético in vitro de genes fue demostrado por otros
investigadores, utilizando nanoparticulas de 6xido de fierro que fueron capaces de hacer
complejos con el ADN por medio de las interacciones electrostaticas utilizando PEI.
(Scherer y plank 2002).

En este estudio, tratamos de obtener nanoparticulas por el método de gelacion
ionica y se eligié con el proposito de atrapar plasmido dentro de las nanoestructuras
debido a las condiciones extremas de propiedad de encapsulamiento (Moura My cols.,
2009). Pudimos obtener de un tamafio <400 nm para facilitar la toma de particulas y
como vimos en los resultados obtuvimos unas de 150- 200 nm con una forma esférica,
esto es importante ya que fue previamente demostrado que la forma de las
nanoparticulas influencia ampliamente en la eficiencia de transfeccion, ademas de que
tienen mejor atrapamiento que las de diferente morfologia. Este interesante fendmeno
esta relacionado con el tiempo que tarda la célula en atrapar las diferentes formas de
particulas, cambiando de acuerdo a su relacion superficie-volumen (Chitharini B and
Chan W., 2007). La carga de superficie fuede -25 mV, ésta naturaleza hidrofilica ayudd

para estabilizar a las nanoparticulas y proteger el plasmido de la degradacion de
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nucleasas. Esto confirmo, como ya se habia demostrado en estudios anteriores que el
quitosan tiene el potencial para envio de plasmido al nucleo de la célula sin ser dafiado
(YuanY y cols., 2008).

El atrapamiento de plasmido dentro de las nanoparticulas es esencial para el
éxito del envio de genes. Mas aln la habilidad de sistema acarreador de cargar el mayor
material que sea posible es un importante parametro y en nuestro trabajo obtuvimos una
del 99%.

En los experimentos realizados in vitro con la linea celular B16F10 pudimos
observar que al transfectar complejos compuestos por plasmido-quitosan y sin la
exposicion a un campo magnético hay una expresion del gene de luciferasa muy baja, y
cuando lo pusimos en contacto con el campo magnético ésta expresion se elevo al
doble. Con este experimento pudimos afirmar que el promotor que contiene el
plasmido pCEM-Luc se activa al ponerlo en contacto con el campo magnético. En los
otros dos experimentos donde agregamos la particula magnética al complejo los niveles
de expresion se elevaron hasta 10 veces mas que donde no incluiamos la particula

magneética.

Para los experimentos in vivo se optd por el método de administracion
intratraqueal de nanoparticulas en ratones por simplicidad, ya que éste método de rapido
envio de particulas a los pulmones es asegurada y permite una administracion exacta de
la dosis que requerimos. Cuando inmunizamos a los ratones con el plasmido desnudo
observamos que hay niveles detectables de expresion del gene luciferasa, muy bajos
pero si los hay. Después cuando inmunizamos a los ratones con el plasmido desnudo
poniendo un campo magnético externo, los niveles de expresion se aumentaron como
pudimos ver en la tabla Ill, pero se elevaron ain mas al realizar complejos con el
plasmido y quitosan como se observa en la tabla V, esto debido a que el quitosan logra
proteger al plasmido hasta el sitio deseado en este caso los pulmones. Entonces
podemos ver claramente que si hay una diferencia significativa entre las transfecciones

realizadas (Fig. 23).

Al analizar las 4 regiones del pulmon en las transfecciones pudimos ver que hay

diferencia de la expresién en cada parte encontrando mas alta en la parte apical
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izquierda de todas las transfecciones (fig.22) y esto se analizO con la prueba de

comparacion multiple de Tukey para determinar que eran diferentes.

También se realiz6 una prueba de Anova de Fisher con un nivel de significancia
de 00.05 para ver la interaccion entre las variables que en este caso fueron las partes del
pulmon y transfeccion (Tabla VIII) y pudimos observar que si hay algunos factores de

cada parte del pulmén que interaccionan con cada tratamiento.
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8. CONCLUSION

De acuerdo a los datos obtenidos en cada presente investigacion podemos

concluir que:

1.- El método de gelacion ionica para producir nanoparticulas de quitosan es facil,
rapida y puede ser estable, asi como aplicada para atrapar otra molécula como una droga

0 proteina.

2.- Las nanoparticulas de quitosan producidas por el método de gelacion idnica son

especificas, monodispersas y de escala nanométrica.

3.- Las nanoparticulas de quitosan tienen una alta eficiencia de rapamiento de

plasmidos.

4.- Las nanoparticulas de quitosan son adecuados acarreadores de plasmido a las células

para lograr su transferencia in vitro.

5.- Los nanoacarreadores basados en quitosan producidas en este estudio transfectan
células in vitro con plasmido que puede ser activado con la influencia de un campo

magnético externo.

6.- Los nanoacarreadores basados en quitosan producidos en este estudio son capaces de
transfectar plasmido al tejido pulmonar de raton cuando son administrados por una via

intratraqueal.

7.- Los nanoacarreadores basados en quitosan producidos en este estudio son capaces de
transfectar plasmidos en el tejido pulmonar que pueden ser activados para expresar

genes bajo el control de un campo magnético externo.

Este estudio representa el soporte experimental que demuestra que los
nanoacarreadores basados en quitosan son vehiculos adecuados para el envio dirigido y
activacion de genes en el tejido pulmonar bajo la influencia de un campo magnético
externo. Asimismo este estudio demuestra que el promotor presente en el plasmido
pCEM-Luc que tiene elementos de respuesta a un campo magnético puede ser utilizado
para manipular la expresion de genes en el tejido pulmonar con un campo magnético

externo.
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Los datos presentados en esta tesis abren nuevas avenidas de control espacio-
temporal de la expresion de genes de tejidos especificos y proporciona las bases para
plantear que el sistema de nanoacarreadores basados en quitosan y plasmidos con
elementos de respuesta a campos magnéticos puede tener aplicacion para el envio

dirigido y control remoto de la expresion de genes terapéuticos en un tejido especifico.
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