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CARRASCO GONZALEZ, D.G. RESUMEN

RESUMEN

La transfeccion celular es un proceso que consiste en la introduccion de material
genético en células eucariontes con el propdsito de regular la expresion de una proteina,

proporcionando la posibilidad de un tratamiento para enfermedades adquiridas y genéticas.

Existen diversos métodos de transfeccion, tanto de naturaleza fisica como quimica. La
sonoporacion con ondas de choque es un método fisico que permeabiliza membranas
celulares temporalmente por medio de “microjets” que se generan al paso de estas ondas
por un fluido. Por su parte, el manejo de un vector supramolecular es un método quimico
que consiste en producir materiales nanoestructurados que funcionen como medios de

acarreamiento de determinado cargo hacia el interior de las células.

En este proyecto se planted explorar la combinacion de ambos métodos de transfeccién
en células inmortalizadas de la linea HEK 293 (siglas en inglés, Human Embryo Kidney,
proveniente de células de rifion de embrién humano) mediante el uso de un gen reportero
(GFP) para determinar la entrega de ADN a través de un vector conformado por
nanoparticulas mesoporosas de silice recubiertas por liposomas y la permeabilizacidon de

membranas celulares causada por ondas de choque.

Se produjeron distintos tipos de nanoestructuras con ADN plasmidico como cargo, para
analizar la eficiencia de encapsulamiento y las caracteristicas morfoldgicas de las
construcciones por medio de microscopia de epifluorescencia, espectroscopia Raman y
microscopia electronica de transmision (TEM). A partir de esto, se llevaron a cabo un
conjunto de pruebas con ambos métodos, determinando la interaccion con células HEK 293

y confirmando la transfeccion de las mismas por microscopia de fluorescencia y confocal.
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ABSTRACT

Cellular transfection is the process of introducing genetic material into eukaryotic cells
with the purpose of regulating the expression of a protein, providing the possibility to treat

acquired and genetic diseases.

There are physical and chemical transfection methods. Sonoporation with shock waves is
a physical method that permeates cellular membranes temporarily by “microjets” that are
generated as these waves travel through a fluid. Moreover, the use of supramolecular
vectors is a chemical method, which consists in producing nanostructured materials that can

carry certain cargo to the interior of cells.

The aim of this project was to explore the combination of both transfection methods on
immortalized HEK 293 (Human Embryo Kidney) cells by using a reporter gene (GFP) to
determine DNA delivery of a vector formed by mesoporous silica nanoparticles covered by

liposomes, and the permeabilization of cell membranes caused by shock waves.

Different types of nanostructures were produced with plasmidic DNA as cargo, to
analyze the encapsulation efficiency and morfological characteristics of the constructions
by techniques, such as epifluorescence microscopy, Raman spectroscopy and transmission
electron microscopy (TEM). Several scenarios were studied using both methods,
determining the interaction with HEK 293 cells and confirming transfection thereof through

epifluorescence and confocal microscopy.
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INTRODUCCION

1. Antecedentes

La transfeccion es la introduccion de acidos nucleicos a partir de ADN o ARN, en una
célula eucarionte con el propoésito de regular la expresion de una proteina aportando
grandes beneficios para el tratamiento de enfermedades adquiridas y genéticas (Zhou et al.,
2010). Los métodos de transfeccion se clasifican segin los mecanismos de interaccion con
la membrana celular, siendo éstos quimicos, como por ejemplo: manejo de virus,
nanoparticulas, fosfato de calcio, entre otros, o fisicos tales como: sonoporacion,

microinyeccion o electroporacion.

La sonoporacion es un método de transfeccion fisico que consiste en permeabilizar
temporalmente la membrana celular para introducir material exdgeno a partir de ondas

acusticas de alta energia (Michel et al., 2004).

Analogamente, en la literatura se describe el manejo de materiales a escala nanométrica,
conocidos como nanoparticulas, para ser utilizados como estructuras acarreadoras de
material exdgeno hacia el interior de la célula. Estas nanoparticulas se han producido con
una amplia gama de compuestos quimicos con el propoésito de optimizar su interaccion con
la membrana celular y facilitar la entrada de determinado cargo, por lo que se han realizado
distintos tipos de combinaciones de materiales para aportar propiedades concretas,
buscando mejorar la eficiencia de entrega. En particular, las nanoparticulas mesoporosas de
silice han mostrado alta biocompatibilidad, gran capacidad de adsorcion en su superficie, y
representan un tipo de nanovector eficiente para entrega de material genético a una célula.

Asimismo, los liposomas catidonicos (nanomaterial conformado por lipidos) han sido
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empleados ampliamente en nanomedicina debido a su interaccion con la membrana celular,
la cual también se encuentra conformada por lipidos. La carga cationica de estos liposomas
promueve la interaccién con la superficie celular, en donde la carga neta es negativa

(Nelson & Cox, 2005).

Aunque ambas estrategias, es decir, el uso de nanoparticulas de silice y las ondas de
choque, han sido descritas como métodos prometedores para transfeccion celular, no
existen trabajos en donde se reporte la combinaciéon de ambos, permitiendo con esto que

sean tomados en cuenta como una técnica innovadora en la transfeccién celular.

2. Planteamiento del problema

La transfeccion es un método que permite modificar el comportamiento celular en
eucariontes a partir de la introduccion de material genético, esperando optimizar su
funcionamiento al modificar genes dafiados 0 mutados, o bien induciendo el silenciamiento
de genes cuyos productos representen un factor de patogenicidad (Resnier et al., 2013). Sin
embargo, obtener transfeccion exitosa y eficiente puede ser complejo debido a que se
requiere de una determinada interaccion con la membrana celular por su alta especificidad
para introducir sustancias (Audesirk et al., 2013). Los métodos utilizados pueden ser
quimicos, los cuales consisten en el manejo de nanovectores, y fisicos, por manipulacion

mecanica de la membrana celular.

Hasta ahora, el manejo de un método fisico en conjunto con nanovectores ha incluido
unicamente la combinacion de sonoporacién con vesiculas basadas en bicapas lipidicas,
especificamente liposomas (Millan-Chiu et al., 2014) y de microburbujas (Bekeredjian et

al., 2007). Sin embargo, la encapsulacién de moléculas hidrofilicas en vesiculas de lipidos
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es poco eficiente (Nii & Ishii, 2005), e implica el uso de procedimientos e infraestructura
especializados (Perrie et al.,, 2001). El presente trabajo pretende aportar un método
cooperativo, usando nanoparticulas hibridas y sonoporacion, para el mejoramiento en la
eficiencia de transfeccion en un modelo in vitro. Al aplicar dos técnicas de distinta
naturaleza en conjunto, se espera dilucidar una manera viable para introducir acidos
nucleicos en células eucariotes in vitro que sirva como antedecente para la basqueda de un
potencial tratamiento para diversas enfermedades, incluyendo enfermedades monogénicas,
pero también enfermedades complejas, como el cancer, para las cuales la regulacion de

genes podria aportar una solucion.

Asimismo, dada la importancia del analisis de eficiencia de transfeccién, se plantea el
uso de un gen reportero como prueba preliminar para analizar una posible alternativa de
introduccién de material genético eficaz, empleando ambos métodos en la linea de células

inmortalizadas HEK 293, derivada de rifidn embrionario humano.

3. Hipotesis

La combinacion de nanoparticulas hibridas para acarreo de ADN Yy de ondas de choque
para permeabilizar membranas plasmaticas, resultara en un método eficiente de

transfeccién de un gen reportero en células humanas inmortalizadas de la linea HEK 293.

4. Objetivos

4.1. Generales

Producir y analizar un nanovector hibrido de encapsulamiento génico con capacidad de

transfeccion en células inmortalizadas HEK 293, derivadas de rifién embrionario humano.



CARRASCO GONZALEZ, D.G. INTRODUCCION

4.2. Particulares

Preparar y caracterizar un nanovector hibrido de liposomas catidnicos con nanoparticulas

de silice mesoporosas para la entrega de ADN plasmidico.

Evaluar la interaccion entre células inmortalizadas de la linea HEK 293 y nanoparticulas

hibridas de silice con bicapa lipidica, especificamente para la entrega de material genético.

Explorar la eficiencia de transfeccion utilizando el nanovector hibrido para

encapsulamiento de ADN con el uso de un gen reportero.

Evaluar la eficiencia de transfeccién con ADN plasmidico al combinar el nanovector
hibrido como método quimico y la sonoporacion mediada por ondas de choque como

método fisico de permeabilizacion celular.
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MARCO TEORICO

1. Transfeccién: Definicion y métodos

Las células se encuentran delimitadas por una membrana conformada por una bicapa de
fosfolipidos y un conjunto de proteinas (Horton et al., 2008). Las membranas celulares son
estructuras con carga negativa, complejas y heterogéneas, de lo cual depende su
funcionamiento. Sus funciones principales son el aislamiento del contenido de la célula, la
regulacién de la entrada y salida de sustancias, la comunicacion entre células, entre otras
(Audesirk et al., 2013). Esto implica que la membrana es una barrera altamente especifica,
lo que representa un gran reto para la introduccién de distintos tipos de sustancias, tanto
farmacos como biomoléculas, con el propdsito de generar tratamientos dirigidos a células
con alteraciones en su genoma (Bains, 1998), las cuales pueden provocar enfermedades

como lo es el cancer o la diabetes.

La introduccion de &cidos nucleicos, tanto ADN como ARN, en una célula eucarionte
con el propésito de regular la expresion de una proteina es llamada transfeccion (Agarwal
et al.,, 2012). La transfeccion representa un potencial tratamiento para enfermedades
genéticas que consiste en sustituir genes dafiados o mutados con su variante natural o
introducir una nueva funcion para superar alguna alteracion, lo cual es conocido como
terapia génica (Renneberg, 2008). Un gran reto de la terapia génica es la entrega eficiente

de genes de interés hacia células, en particular, hacia érganos solidos (Schaaf et al., 2003).

La transfeccion como terapia génica es un proceso de ADN recombinante, es decir, ADN

creado artificialmente que permite la sintesis bioldgica de productos genéticos humanos
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(Desnick, 1983), aportando beneficios para el tratamiento de enfermedades adquiridas y

genéticas (Zhou, et al., 2010).

Los métodos de transfeccion se clasifican en quimicos o fisicos, segun los mecanismos

de interaccién con la membrana celular (Labastida & Ruiz, 2010).

Los métodos quimicos consisten en el manejo de materiales acarreadores de un cargo,
como un farmaco o material genético, que permitan transportar sustancias al interior de la
célula, los cuales se conocen como vectores (Ewert et al., 2008). EI manejo de nanovectores
(materiales con escala nanométrica) produce un ambiente quimico que provoca una
interaccion con la célula para facilitar la entrada de un cargo determinado (Ovidio Castro

& Portelles, 1997).

Los métodos fisicos se basan en la aplicacion de un mecanismo fisico sobre la
membrana, lo cual genera una permeabilizacion transitoria para introducir material exégeno

a las células.

En la Tabla 1 se presenta una comparacion de los distintos tipos de métodos de

transfeccion.

Tabla 1. Métodos de transfeccién celular

Métodos quimicos

(Old & Primrose, 1994; Ovidio Castro & Portelles, 1997; Bio-Rad, 2015)

Método Descripcion Ventajas Desventajas
Fosfato de Mezcla de ADN con | « Método sencillo y |+ La eficiencia de
calcio (Roy et | cloruro de calcio en | no costoso. transfeccion  varia
al., 2003) un amortiguador de dependiendo de la
fosfatos para crear un | * Aplicacion a gran | [inea celular.
precipitado  disperso | cantidad de células.
en las células. * Ligeros cambios en
el pH afectan la
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eficiencia.
« El tamafio y Ila
calidad del
precipitado son
cruciales para
transfeccion
exitosa.
DEAE-Dextran | Polimero  catiénico | « Método rapido, | * Las altas
mediador entre | sencillo y barato. concentraciones del

interaccion de ADN y
componentes de la
superficie celular para
producir endocitosis.

 Aplicacion a gran
cantidad de células.

compuesto pueden
generar toxicidad.

e La eficiencia de
transfeccion  varia
dependiendo de la

linea celular.
Nanoparticulas | Materiales producidos | « Preparacion sencilla | « Buscar  optimizar
(Garcia Martinez | a escala nanométrica, | y no costosa. cantidades por
et al., 2006- con propiedades posible  toxicidad
2007; Ewertet | quimicas y fisicas | * Aplicacion para | y/o genotoxicidad.
al., 2008) controladas. distintos tipos de
celulas. * Eficiencia media y

* Alta eficiencia (~80-

variable
dependiendo de la

90%  dependiendo | |inea celular.
del tipo).
* Control de
parametros para
optimizar
transfeccion.
» Carga genética no
tan limitada (6-
10,000,000 pb).

Virus (Ewert et | Infeccion mediante un | « Alta eficiencia en | « Carga genética
al., 2008) virus  recombinante | transferencia de | limitada (40,000
con un gen de interés | genes (95-100%). pb).

que integra su _
genoma en la célula | * Método sencillo. * Riesgos de
huésped. mutacion.

* Activacion del

sistema inmune.
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Meétodos fisicos

« Dificultad de
manejo a gran
escala.

» Eficiencia variable
dependiendo de la
linea celular.

(Ovidio Castro & Portelles, 1997; Rodamporn, 2010; Bio-Rad, 2015)

Método Descripcion Ventajas Desventajas
Sonoporacion | Permeabilizacion » Método sencillo. * Dafio celular
(Lauer etal., | celular momentanea generando necrosis.
1997; Loske & | generada por ondas | ® Breve permeabilidad
Prieto, 1999; acusticas. de membrana sin|eLas ondas de
Loske, 2007; afectar su vitalidad. choque son no
Ohta et al., o homogéneas para
2009) » Familiaridad con su | todas las células.
uso al tener
aplicaciones
clinicas.
Microinyeccion | Inyeccion directa de | e Precision * Muy costoso.
(Diaz Granados | ADN por medio de | prediccion de célula
& Chaparro- microagujas de vidrio | a transfectar. * Complejidad en la

Giraldo, 2012)

en una célula.

» Control visual.

técnica.

* No aplicable a gran

e Material acarreado | cantidad de células
dirigido al nucleo. (una a una).
Electroporacion | Aplicacion de pulsos | « Aplicacion para | « Costoso.
eléctricos que | distintos tipos de
(Escoffre etal, | gesestabilizan la| células. * Dafo celular
2009) membrana  creando generando necrosis.
poros para la|® Aplicacién a dgran
introduccion de | cantidad de células.

material exdgeno.

* Método sencillo.

« Cargo integrado por
difusién (moléculas
pequefias) o por
proceso
electroforético
(macromoléculas).

-10 -
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Las pruebas de transfeccion se pueden realizar de dos maneras: in vitro (con lineas
celulares) o in vivo (con sujetos experimentales). Para las pruebas in vitro, es importante
precisar que los cultivos celulares deben mantenerse en determinadas condiciones, como
son: estar libres de contaminantes, tener una confluencia del 40% al 80%, disponer de
medio con factores necesarios para el crecimiento celular y mantener la incubacion de

células a 37°C con CO; (5-10%) y 100% de humedad relativa (Bio-Rad, 2015).

Cabe destacar que el empleo de cada método de transfeccion depende del objetivo de
transfeccidn, de la linea celular que se maneja, del gen a introducir, de la disponibilidad del
equipo, entre otras variables (Ovidio Castro & Portelles, 1997). Estableciendo estos
parametros y con la informacién descrita en la Tabla 1, se fundamenta el enfoque de dos
métodos de distinta naturaleza con posibles ventajas respecto a los demas: el manejo de

nanoparticulas y la sonoporacion.

1.1. Nanoparticulas

La nanotecnologia es la produccién de estructuras a escala nanométrica (1 x 10° m) que
consisten en materiales de transporte para farmacos o material genético, conocidos como

nanoacarreadores o nanoparticulas (Bains, 1998).

Existen dos estrategias para fabricar nanoparticulas: descendente(arriba a abajo) o “top
down” y ascendente(abajo a arriba) o “bottom up”. EI método “top-down” consiste en
disminuir el tamafio de un material méasico hasta la escala nanomeétrica y el método “bottom
up” se basa en el ensamblaje de unidades nanométricas de construccion, capa por capa, que
otorgan al material mayor estabilidad y orden en su estructura (Yamamoto, 2005; Garcia

Martinez et al., 2006-2007).

-11 -
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En el area bioldgica se plantea el manejo de los nanoacarreadores para transportar y
entregar eficientemente un determinado cargo, desde moléculas toxicas hasta material
genético, buscando evitar la degradacién por nucleasas (Resnier et al., 2013) con el

propdsito de generar tratamientos para células dafiadas (Wright, 2014).

Al fabricar nanomateriales, hay tres aspectos importantes a considerar: el tamarfio, la
carga superficial y el direccionamiento. En particular, el tamafio comprendido de 50 a 250
nm representa un rango ideal para limitar la degradacion o eliminacion y aumenta su
duracion en el torrente sanguineo. La manipulacion de estas tres caracteristicas confiere a
los materiales distintas propiedades, permitiendo su uso para distintas aplicaciones (Resnier

etal., 2013).

1.1.1. Tipos

Existen distintos tipos de nanomateriales, los cuales se clasifican a partir de su
composicion. Los mas relevantes y mayormente utilizados en el area biotecnoldgica se

encuentran descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Tipos de nanoparticulas

Nanoparticulas ~ Descripcion Caracteristicas Obtencion
principales

Liposomas | Céapsula * Vector de | « Formados por
(Bains, 1998; | conformada por | transfeccion mas | autoensamblaje al entrar
Sonetal., una capa | frecuentemente en contacto con solucidn
2000; Hans & | (unilaminar) o | utilizado. acuosa.
Lowman, maultiples capas
2006; Zhou, et | (multilaminar) « Control de talla. e Control de talla por
al., 2010; de fosfolipidos,

-12 -
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Hughes et al.,
2010)

similar a la
estructura de
una membrana
celular.

Alta
biocompatibilidad.

Transporte de
material  hidrofilico,
lipofilico y anfipatico.

Interaccién con ADN

mediante cargas
opuestas  (liposomas
cationicos con ADN
cargado

negativamente).

Interaccion de
liposomas cationicos
con membrana celular
negativa.

distintas técnicas:

-Sonicacion: Ruptura
mecanica por ultrasonido.

-Extrusion: Paso  de
liposomas por membranas
con poro de tamafio
definido, generando una
distribucion uniforme.

Microburbuja
s (Shashank &
Borden, 2010)

Gas inerte
recubierto  por
lipidos,

proteinas 0
polimeros para

dar estabilidad.

Vector comuUnmente
utilizado en conjunto
con ultrasonido.

Utilizadas para
imagenologia y
entrega de farmacos y
ADN.

de
de aire

» Formacion
microburbujas
por sonicacion.

» Autoensamblaje al estar
conformadas por lipidos.

Dendrimeros
(Nazir et al.,
2014; Xiong et
al., 2014)

Polimeros
esféricos con
subunidades en
forma de ramas
que permiten la
retencién de una
carga.

Estructura molecular
organizada.

Control de talla y
morfologia.

Encapsulamiento o
adhesion de material
de carga.

Alta
biocompatibilidad.

Estabilidad ante
condiciones externas.

 Divergente: Inicio de
sintesis por un nucleo
adhiriendo capas en
forma de ramas.

» Convergente: Disefio de
parte exterior Y,
posteriormente, sintesis
de ramificaciones de
distintos tamafios.

Ceramicas

Materiales
inorganicos
inertes

de

« Estabilidad
condiciones externas.

ante

« Sintesis de materiales
por medio de
peliculas delgadas o

-13 -




CARRASCO GONZALEZ, D.G. MARCO TEORICO

hidroxiapatita u | e Control de talla y| por reacciones
oxidos como | morfologia. quimicas con
silice,  zirconia, precursores, acidos o
titania, entre | * Alta biocompatibilidad. | bases y surfactantes.
otros.

e Liberacion controlada
de farmacos.

Metélicas Nanomateriales * Alta biocompatibilidad. | « Quimico: Reduccion

inorganicos de sal metalica para
constituidos  por | * Potencial para | formar centros de
elementos monitoreo como sondas |  nycleacién que son
metalicos. para imagen. rodeados por

moléculas

* Control de talla. estabilizantes.

* Propiedades opticas y

S * Fisico: Someter
electrénicas.

precursores metalicos
a cambios de
temperatura,
ultrasonido de alta
frecuencia o pulsos
luminicos.

1.1.1.1. Nanoparticulas hibridas o supramoleculares

Una posibilidad para generar materiales nanoestructurados con determinadas
caracteristicas es la combinacion de distintos tipos de nanoparticulas con el proposito de
mejorar sus propiedades de confinamiento y, por ende, su eficiencia como
nanoacarreadores, dando lugar a la produccion de materiales hibridos para el transporte de

diferentes cargas.

Dengler y colaboradores (2013) menciona distintos tipos de materiales hibridos, entre
ellos, las “protocélulas”, las cuales son nanoparticulas hibridas conformadas por
nanoparticulas mesoporosas de silice y liposomas cationicos unilaminares grandes (100 a

200 nm en adelante). La silice u 6xido de silicio en su estructura no cristalina (amorfa) ha

-14 -
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sido explorada para distintas aplicaciones, como la entrega de ADN para terapia génica,
debido a que su superficie porosa confiere la propiedad de adsorcion de moléculas.
Asimismo, la carga cationica de los liposomas es esencial para favorecer la interaccion con
la membrana celular e integrar la nanoestructura al interior de la célula (Resnier et al.,
2013), como se muestra en la Figura 1. Este tipo de materiales es considerado un vector

supramolecular debido a que surge a partir de interacciones no covalentes entre varias

moléculas.
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Figura 1. Interaccidn de liposomas cationicos con células.

Este tipo de nanoparticulas hibridas han sido utilizadas en pruebas in vitro, donde se ha
comprobado su capacidad para la retencion y proteccion del ADN (Dengler et al., 2013), lo

cual vislumbra una posible alta eficiencia de transfeccion.

-15 -
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El método de fabricacion por interacciones no covalentes de este nanovector hibrido se

muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Fabricacion de nanoparticulas hibridas.

1.1.2. Caracterizacion de materiales

Para determinar la morfologia, el tamafio y la composicion elemental de un material
fabricado, se utilizan diversas técnicas de caracterizacion dependiendo de la informacion
buscada. Al aplicar dichas técnicas, es posible conocer las propiedades principales de un
material y, con esto, establecer las aplicaciones biologicas por medio de tres caracteristicas
primordiales: el tamafio, la superficie y la eficiencia de encapsulamiento de las

nanoparticulas (Hans & Lowman, 2006; Lee et al., 2012).

-16 -
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A continuacion, se mencionan los principios de dos técnicas de caracterizacion

relevantes para el desarrollo de este trabajo.

1.1.2.1. Espectroscopia Raman

La espectroscopia estudia la interaccion de radiacidn electromagnética con la materia, la
cual puede dispersar, emitir o absorber determinada longitud de onda dependiendo de su

composicion y estructura (Glencross et al., 2011).

La dispersion es la interaccion de la materia con la luz que implica que la luz incidente
no es absorbida por las moléculas que conforman la muestra. La onda de luz incidente tiene
oscilaciones de la misma frecuencia en los electrones de la molécula y éstos actian como
fuentes de dispersion de luz, lo cual depende del tamafio, estructura y polarizacién de la
molécula, es decir, la tendencia de separacion de cargas en una molécula (Pingoud et al.,

2002).

La espectroscopia Raman es una técnica de caracterizacion que consiste en analizar la
dispersion generada por la interaccion de las moléculas de un material con determinada
radiacion electromagnética, en particular en la region del infrarrojo, experimentando
cambios de frecuencia entre el haz de luz monocromatica incidente y el haz dispersado
(Glencross et al., 2011). El espectro obtenido surge a partir de las transiciones vibracionales
que tienen las moléculas expuestas a la radiacion y tiene como finalidad determinar la

informacién molecular de un material e identificar sus componentes (Osuna, 2011).

1.1.2.2. Microscopia electronica de transmision

La microscopia electrénica de transmision (TEM del inglés Transmission Electron

Microscopy) consiste en la incidencia de electrones en un alto vacio con un voltaje de
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aceleracion de entre 20 kV y 100 kV sobre una muestra con escala cercana a la atomica
(cubriendo el rango de nanomateriales con escala 1x10°° m) con el propésito de visualizar

su morfologia y tamafio (Glencross et al., 2011).

Las muestras a procesar se colocan en rejillas de cobre y, en algunos casos, se tifien
negativamente para dar una tonalidad oscura y contrastar el material por medio de un

reactivo Ilamado acetato de uranilo (Glencross et al., 2011).

1.2. Sonoporacion

La sonoporacion es un método de transfeccion que consiste en permeabilizar
temporalmente la membrana celular para introducir material exdgeno a partir de ondas
acusticas de alta energia (Michel et al.,, 2004). Las ondas acusticas con frecuencias
superiores a 20 kHz, o ultrasonicas, son ondas mecanicas que surgen cuando la materia es

excitada a estas frecuencias por una fuente mecéanica externa (Loske, 2007).

El principio de insercion de material extracelular se da por cavitacion acustica, es decir,
por la propagacion de ondas ultrasénicas a partir de un liquido en reposo (Lauer et al.,
1997), lo cual genera microburbujas en la vecindad de las células que crecen y colapsan
debido a cambios positivos de presion. Durante su colapso, las burbujas producen ondas
mecanicas de alta amplitud conocidas como ondas de choque y chorros de liquido a altas
velocidades, llamados “microjets”, afectando la superficie de objetos sélidos cercanos
(Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012), como lo es, en su caso, la membrana celular.
Los cambios que sufren las microburbujas respecto al tiempo se muestran en la Figura 3 'y

el proceso de permeabilizacion celular se puede apreciar, paso a paso, en la Figura 4.
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Una onda de choque es una onda mecanica que se propaga por un medio. Aunque

comUnmente se denomina “onda”, deberia llamarse “frente de choque”, ya que es un

aumento y una reduccion de presion, es decir, un pulso de presion con una duracion

sumamente corta.

Dado lo anterior, se puede deducir que las ondas de choque permiten facilitar la

transferencia de moléculas de gran tamafio en células (Bao et al., 1998).

Presion
a
Max. | Onda de choque
150 MPa
I< Fase estable J
AN AN. .
\/ ~— — VvV V
50 ps l -
100 ps . 400 ps A
V2 o / \ \//H\\\ [\I/
g " ( | A
\ ] 1
<) 2 B/
Burbuja Burbuja Burbuja Colapso  Microjet
inicial ~ comprimida expandida

Figura 3. Gréafica de presion contra tiempo correspondiente a una onda de choque (arriba)
y dindmica de una burbuja de aire en un liquido (abajo) expuesta a las variaciones de

presion mostradas en la gréfica.
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1. ADN plasmidico

2. Compresion

]

(o} 3. Expansion o
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4. Colapso 00 5. Microjet 6. Internalizacién de material

exogeno

Figura 4. Efecto de cavitacion de una burbuja en suspension de células por ondas de
choque.
1.2.1. Generacion de ondas de choque

Las ondas de choque son generadas por tres distintos métodos: electrohidraulico,
electromagnético y piezoeléctrico (Gallego-Juarez, 2007). Para la realizacion de esta tesis

Unicamente se uso6 el método piezoeléctrico.
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Los generadores piezoeléctricos producen ondas de choque por la expansion de cientos
de cristales piezoeléctricos, montados sobre un cascaron esférico y excitados
simultaneamente por un pulso de alto voltaje, de entre 5y 10 kV. Las ondas de compresion
que producen los cristales se superponen, degenerando en una onda de choque en la
vecindad del centro de curvatura (foco) de la superficie esférica (Figura 5). Una ventaja de
este tipo de generador es que su zona focal es pequefia en comparacion con la de los

sistemas electrohidraulicos (Kolzer & Garcia, 2001).

Para aplicaciones biomédicas se usan ondas de choque en agua, con pulsos de presion
positivos de hasta 150 MPa, seguidos de pulsos de rarefaccién o “negativos” de hasta -20
MPa. La duracion del pulso positivo es de entre 0.5 y 3 microsegundos (us), y la del pulso

negativo de entre 2'y 20 us (Loske, 2007).

« Calentador

Soporte

Z OES — Vial con células

Generador de
ondas de
choque

Figura 5. Generador piezoeléctrico de ondas de choque.
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En este proyecto, se utilizé6 un generador piezoeléctrico Piezoson 100 Plus (Richard
Wolf, Knittlingen, Alemania), €l cua es una unidad para tratamiento extracorpdreo por
medio de ondas de choque adaptado en el Laboratorio de Ondas de Choque (CFATA,
UNAM) pararealizar experimentosin vitro con €l que se mangjé una presion positiva de 33

MPa.

1.2.2. Aplicaciones

Las ondas de chogue han sido utilizadas para aplicaciones médicas en urologia debido a
que pueden penetrar profundamente en el cuerpo humano, haciendo posible la aplicacién en
la vejiga, el uréter y el rifion con la finalidad de pulverizar célculos renales, lo cual es una

técnica conocida como litotricia extracorpérea (Michel et al., 2004).

Ademas de esto, las ondas de choque se utilizan para otras patologias urolégicas como la
enfermedad de Peyronie al corregir la fibromatosis (desarrollo de tumores benignos que
afectan al tejido conjuntivo), la disfuncion eréctil al inducir la formacion de vasos
sanguineos (neovascularizacion) y mejorar la circulacion y también para la ortopedia,

estimulando el proceso de curacion del tejido muscular.

Por otro lado, existen antecedentes de la aplicacion de ondas de choque como método de
transfeccién in vitro en distintas lineas celulares, en particular, relacionadas con el aparato
urinario (Michel et al., 2004). Debido a esto, ha surgido la propuesta de aplicar ondas de
choque como terapia génica para células cancerigenas(Schaaf et al., 2003). Sin embargo, es
importante contemplar la posibilidad de desarrollo de metastasis y que la reduccion del

crecimiento tumoral in vivo no es permanente (Loske & Prieto, 1999).
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2. Fluorescencia y sistemas reporteros de transfeccion celular

Cuando un fotdén es absorbido por la materia, su energia es transferida a un atomo o
molécula, lo cual afecta sus estados electrénicos generando una excitacion (Pingoud et al.,
2002). Para perder esta energia de excitacion, algunas moléculas la convierten en calor o
emiten fotones de menor energia en un proceso llamado fotoluminiscencia. Si el foton es
emitido simultaneamente a la excitacion, este fenémeno es conocido como fluorescencia

(Glencross et al., 2011).

La fluorescencia es una propiedad de diversos materiales que se puede visualizar con
facilidad debido a que consiste en hacer incidir radiacién electromagnética con una longitud

de onda determinada para detectar otra de mayor valor.

En este trabajo se incluye el uso de fluorocromos y proteinas fluorescentes obtenidas a

partir de transgenes.

2.1. Fluorocromos

Un fluorocromo es un material que se encuentra en estado de excitacion debido a la
absorcion de determinada longitud de onda (Glencross et al., 2011). Debido a que se
encuentran conformados por grupos funcionales aromaticos, los cuales tienen orbitales
moleculares deslocalizados (Chang, 2010), tienen una mayor absorcion en el espectro

ultravioleta-visible (200 a 800 nm aproximadamente).

Del mismo modo, existen materiales fluorescentes que permiten la deteccion de ADN
por distintos mecanismos, entre los cuales se encuentra la intercalacion. La intercalacion es

la insercion de pequefias moléculas entre los pares de bases de la doble hélice del ADN
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debido a interacciones hidrofdbicas y de van der Waals, formando enlaces no covalentes en
donde la molécula se une perpendicularmente al eje de la hélice (Demchenko, 2009),

provocando su visualizacion por medio de fluorescencia.

Las aplicaciones biologicas de los fluorocromos consisten en el marcaje de células y
tejidos para su caracterizacion e identificacion. Dado lo anterior, se describiran los

fluorocromos relevantes para este proyecto en los siguientes rubros.

2.1.1. Calceina

La calceina es un marcador verde fluorescente comunmente utilizado como un indicador
para analizar posibles fugas de vesiculas lipidicas (Sigma-Aldrich), lo cual permite que
pueda ser utilizado para especular sobre el encapsulamiento en caso de su manejo con otros
nanomateriales. Su estructura quimica se muestra en la Figura 6, la cual se encuentra
conformada por varios grupos funcionales aromaticos, distintivo de los fluorocromos, y por

4 grupos acidos.

1o’

N

Xy N
HO ~ B OH
77J HO 0 OH K(
o 0

Figura 6. Estructura quimica de la calceina.

=24 -



CARRASCO GONZALEZ, D.G. MARCO TEORICO

2.1.2. Rodamina

El fosfolipido rodamina DHPE es un marcador rojo fluorescente utilizado para visualizar
la interaccion de lipidos con la membrana celular (Technologies, 2012). Su estructura

quimica se observa en la Figura 7.

Figura 7. Estructura quimica de la rodamina DHPE.

2.1.3. DAPI

El compuesto DAPI (Figura 8) es un marcador azul fluorescente que se intercala en el
ADN por unidn a zonas ricas de las bases Adenina y Timina (Kapuscinski, 1995), lo cual

implica que la fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de ADN.

\ NH
C NH,

| H
NH,

Figura 8. Estructura quimica del DAPI.
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2.2. Proteinas y genes reporteros

La manipulacion genética en células de mamiferos tiene gran complejidad debido al
empaquetamiento del ADN, por lo cual, ademas de la introduccion de material genético en
el nucleo celular, se busca la expresion del mismo (Renneberg, 2008). Existen dos tipos de
expresion: la estable y la transitoria. En la expresion estable, los &cidos nucleicos
introducidos se vuelven parte del genoma en el ndcleo celular y en la transitoria,
permanecen temporalmente en la célula y no hay integracién en el genoma (Recillas-Targa,
2006), por lo tanto, el material genético no pasa de generacion en generacion durante la
division celular. Cabe destacar que para ésta ultima, las células deben estar saludables y
activamente en division debido a que son mas eficientes para aceptar plasmidos
recombinantes (Recillas-Targa, 2006), por lo que no seria conveniente para células

maduras.

La optimizacién de transferencia genética en células animales requiere de métodos
eficientes para definir la entrega y expresion genética, por lo cual el manejo de material
genético que tenga la propiedad de fluorescencia resulta valido para cumplir con este

propdsito (Stripecke et al., 1999).

Un gen reportero es un segmento de ADN que produce una proteina que permite evaluar
la introduccion exitosa de material genético exdgeno por medio de su facil visualizacion a
partir de métodos no complejos y no costosos, es decir, por la observacién directa de
fluorescencia en un espécimen con la incidencia de determinada longitud de onda
(Patterson, 2007). Estas construcciones se han utilizado ampliamente como herramientas

para el analisis de expresion de transfeccion transitoria en células (en un periodo de uno a
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tres dias) por medio de un monitoreo no invasivo de expresién genética observable en

tejidos y células (Old & Primrose, 1994).

Los genes y proteinas naturales obtenidos por organismos bioluminiscentes han resultado
utiles como materiales reporteros para técnicas de imagen en células, entre los cuales se
encuentran las proteinas fluorescentes obtenidas de animales invertebrados marinos como
la proteina verde fluorescente producida por la medusa Aequorea victoria (McLennan et al.,
2013), a partir de la cual se han generado variantes por medio de mutaciones que aumentan
la expresion de la proteina para facilitar la identificacion de fluorescencia (Eliopoulos &
Galipeau, 2002). La proteina verde fluorescente se utiliza cominmente debido a que se
puede producir dentro de células eucariontes, permitiendo utilizarla como marcaje para

analizar la actividad de genes (Bains, 1998).

El uso de un gen reportero es la via mas sencilla de optimizar los pardmetros de
transfecciéon, permitiendo obtener una cuantificacion indirecta de la eficiencia de
determinado método de transfeccion (Ovidio Castro & Portelles, 1997). Esto ha permitido
dilucidar eventos asociados con transcripcion genética, lo cual implica una aportacion para

el desarrollo de terapia génica (Naylor, 1999).

Una recomendacion para el manejo de genes reporteros es el uso de ADN de alta calidad,
es decir, libre de proteinas, ARN y quimicos para transfeccion. Un lote de ADN de alta
pureza permite mejorar la eficiencia de transfeccion (Rincon-Arano & Recillas-Targa,
2004). Asimismo, la cantidad de ADN a utilizar varia dependiendo del tipo de material
genético, método de transfeccion, linea celular, fisiologia y cantidad de células a manejar

(Recillas-Targa, 2004).
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2.2.1. Plasmidos

Los plasmidos son estructuras de ADN circular de doble cadena extracromosomal
provenientes de bacterias, los cuales se duplican de forma independiente debido a que se
encuentran separados del cromosoma bacteriano (Old & Primrose, 1994) y son un medio de

transporte de ADN exogeno (Renneberg, 2008).

Los plasmidos usados en ingenieria genética tienen tres componentes principales: un
origen de replicacion recomendablemente con un promotor fuerte proveniente de un virus,
una zona con resistencia a antibioticos, como ampicilina o tetraciclina, para generar ventaja

adaptativa en bacterias y una region con el gen de interés.

El proceso de obtencién de un lote de calidad de un plasmido inicia con la introduccién
de este material genético en bacterias, lo cual es conocido como transformacion. Un
organismo comunmente utilizado para transformar y producir plasmidos es la bacteria
Escherichia coli, para la cual se dispone de una gran variedad de plasmidos. La
transformacion bacteriana por el método quimico consiste en dar un tratamiento previo a
células bacterianas con calcio, haciéndolas susceptibles a la captacion de ADN vy
volviéndolas competentes para el proceso de transformaciéon (Old & Primrose, 1994). A
partir de esto, se prepara una suspension de estas células competentes con el plasmido de
interés, que posteriormente es sometida a un choque térmico por un par de minutos con el
propdsito de permeabilizar la membrana bacteriana e introducir material genético exdgeno.
Posteriormente, la suspension se transfiere a un medio rico en nutrientes, buscando la
reproduccion de las bacterias con la expresion del plasmido exdgeno. A continuacion, se
realiza un proceso de seleccion de las células transformadas con el plasmido gracias a la

region de resistencia a antibiotico que posee, sembrando el cultivo en un agar con un medio
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que contiene el antibidtico, lo cual permite Unicamente la supervivencia y crecimiento de

las células transformadas (McLennan et al., 2013).

El siguiente paso para la obtencion del plasmido puro es reproducir las células
transformadas para tener una gran cantidad de material genético. Para esto se realiza un
cultivo bacteriano en un medio selectivo con el antibidtico previamente utilizado, a partir

del crecimiento de una colonia de células transformantes (Glencross et al., 2011).

El proceso desde la transformacion hasta el cultivo bacteriano se observa en la Figura 9.

s
Transformacion Cultivo -
S por choque bacteriano Crecimiento de
0% térmico selectivo bacterias Centrifugacién
4 9o e Seleetivo, —paderis —_—
v %
\ /
ADN
Células plasmidico

competentes
E. coli Pellet bacteriano
E. coli

ADN ADN

plasmidico cromosomal

Figura 9. Proceso para obtencion de ADN plasmidico.

La purificacion del ADN es el Gltimo paso para adquirir un lote de calidad de material
genético plasmidico. Este proceso consiste en generar la lisis de la pared celular bacteriana,
permitiendo la extraccion y purificacion del ADN plasmidico. Las bacterias son
comunmente tratadas con RNAsas, a fin de eliminar material ribonucleico, y tratadas con el
detergente dodecil sulfato de sodio a pH basico, lo cual provoca la ruptura de la pared
celular, asi como la desnaturalizaciéon irreversible del ADN gendémico, el cual es eliminado
por filtracién o centrifugacion. El material plasmidico es renaturalizado mediante el uso de

una solucion amortiguadora, y existen distintos métodos para llevar a cabo su purificacion
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(Old & Primrose, 1994). Uno de los métodos mas eficientes consiste en el uso de columnas
de separacion por intercambio iénico, las cuales se basan en la interaccion de la carga
negativa que tiene el ADN por sus grupos fosfatos y la resina que conforma las columnas
de separacion con carga positiva. En la columna se coloca la solucién que contiene el
plasmido y otras biomoléculas y, después de un lavado para eliminar estas ultimas, el ADN
es recuperado mediante elucion con un solvente rico en aniones. Finalmente, el ADN
plasmidico se precipita con isopropanol y con etanol al 70%, a fin de eliminar impurezas

solubles en estos alcoholes. La purificacién es mostrada paso a paso en la Figura 10.

® ADN Fase estacionaria
A [ Otros componentes ~ Resina con carga
positiva

3 =
= =@
|Centrifugacion
S3=a
E=c ,‘
Pellet Lisado de | Precipitacién Obtencién de
bacteriano bacteria " 5 ADN puro
e | {
- ‘T‘J \ =
Cromatografiade  [avades  Elucién de ADN

intercambio
aniénico

Figura 10. Purificacion de ADN plasmidico.

2.3. Métodos de caracterizacion de nanoparticulas y de sus cargos

Al pretender generar nanovectores adecuados para transportar material genético al
interior de una célula, se busca conocer las caracteristicas fisicas y morfoldgicas de las

nanoparticulas producidas, asi como las caracteristicas del material que acarrean y la
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eficiencia de encapsulamiento, ya sea un fluorocromo para modelar la carga aniénica del
ADN, como la calceina, el manejo de ADN puro y el uso de lipidos e intercaladores de
ADN que generen fluorescencia, con el propdsito de observar la interaccion entre las

nanoestructuras y las células.

La caracterizacion de materiales con propiedades fluorescentes permite confirmar esta

caracteristica a partir de la incidencia y emision de determinada longitud de onda.

Por otro lado, la informacion béasica necesaria para el manejo de material genético
implica conocer la concentracién, tamafio y estructura del mismo; por lo tanto, los acidos
nucleicos también requieren de un analisis cuantitativo y cualitativo para determinar la

calidad de un lote purificado (Pingoud et al., 2002).

Dentro de una célula, el ADN puede sufrir cambios en su conformaciéon, como
doblamiento o flexién, lo cual genera inestabilidad. Para recuperar la estabilidad en su
estructura, el ADN puede encontrarse superenrollado o relajado. Estas formas representan
las dos estructuras topoisoméricas mas comunes en las que se encuentra el ADN purificado.
Cabe destacar que el ADN superenrollado es el producto buscado en la purificacion debido
a que representa la forma activa para aplicaciones plasmidicas, mientras que el ADN

relajado normalmente se encuentra pobre o nulamente activo (Carbone, et al. 2012).

En la Tabla 3 se muestran las longitudes de onda de excitacion y emision que se tomaron

como referencia para la caracterizacion de los materiales con fluorocromos.
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Tabla 3. Longitudes de onda de materiales fluorescentes utilizados en este trabajo.

488 509
560 580
360 450

2.3.1. Espectroscopia UV

Los acidos nucleicos se encuentran conformados por grupos funcionales aromaticos, por
lo que pueden ser cuantificados mediante la absorcién de luz ultravioleta para determinar la

concentracion y pureza de una muestra (Scientific, 2008).

Los acidos nucleicos presentan un maximo de absorbancia en 260 nm, mientras que
posibles contaminantes proteicos absorben a 280 nm. Si se obtiene una razon 260/280
puede definirse la pureza del ADN y ARN, siendo un razén de aproximadamente 1.8 lo

aceptable para considerar un lote de calidad de ADN (Pingoud et al., 2002).

Un anadlisis de espectroscopia UV requiere de la purificacién eficiente de ADN para tener

un lote con un valor de alta razén, implicando una baja cantidad de contaminantes.

2.3.2. Electroforesis

La electroforesis es una técnica de separacion que consiste en la migracion de particulas
con determinada carga sometidas a un campo eléctrico, lo cual provoca que se dirijan hacia

un electrodo con carga opuesta, es decir, las particulas positivas se dirigen al catodo (-) y
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las negativas al anodo (+). La velocidad de migracion varia segun el tamafio y la forma de

las moléculas (Old & Primrose, 1994; Daintith & Tootill, 2001).

El proceso de electroforesis consiste en colocar muestras de ADN sometidas a un campo
eléctrico en un gel de agarosa, es decir, un gel soélido de una mezcla de polisacaridos
derivado de algas disuelto en una solucion acuosa. Debido a que todos los nucle6tidos de
ADN estan conformados por un grupo fosfato, tienen carga negativa al pH de analisis (=
8.3), por lo cual migran hacia el electrodo positivo (anodo) (Glencross et al., 2011). Este

proceso se muestra en la Figura 11.

1. Marcador molecular (1 kpb)
1 2 2. Plasmido pCX::GFP-GPI2

Campo cléctrico

1|
|

Migracion de ADN

Revelado del gel
después de 1 horaa100 0 KPP
volts

= ADN relajado

ADN superenrollado
Gel de agarosa

- / +
Electrodo Solucion Electrodo 1 kpb
negativo amortiguadora positivo

conductora

Figura 11. Electroforesis de ADN con gel de agarosa.

Esta herramienta analitica también permite determinar el tamafio aparente de nucleétidos
(Pingoud et al., 2002). Las concentraciones mas utilizadas para determinar el tamafio de

fragmentos de ADN entre 0.5 a 10 kpb son de aproximadamente 0.8% a 1% de agarosa.

La importancia de esta técnica es que permite analizar la estructura del material genético

obtenido, como un plasmido, para utilizarlo como un vector (Glencross et al., 2011).
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2.3.3. Microscopia de epifluorescencia

Un microscopio de epifluorescencia consiste en dos monocromadores: el primero
selecciona el haz de excitacion con determinada longitud de onda para incidirlo sobre la
muestra y provocar que la misma emita radiacion fluorescente en todas direcciones, lo cual,
a su vez, permite que el segundo monocromador haga que la longitud de onda sea detectada

y medida (Glencross et al., 2011).

Entre las ventajas principales que aporta esta técnica se encuentran la mayor sensibilidad
frente a otros métodos y la especificidad debido al manejo de dos longitudes de onda para

producir una sefial (Demchenko, 2009; Glencross et al., 2011).

Gracias al marcaje por anticuerpos, fluorocromos y proteinas se han podido localizar

proteinas y organelos celulares por microscopia de fluorescencia (Patterson, 2007).

2.3.4. Microscopia confocal

La microscopia confocal es una técnica de caracterizacion que permite acceder a
distintos planos de una muestra a partir del uso de un laser que pasa por una apertura
confocal, conocida como “pinhole”, delimitando un plano focal de la muestra al eliminar
los planos fuera de foco debido a que la zona de iluminacién y la zona de deteccidn se
encuentran confinadas, lo cual produce una sefial detectable por un sistema electronico
(Glencross et al., 2011) que permite reconstruir una imagen tridimensional del espécimen

sometido a observacion.

El propdsito de esta técnica es analizar cualitativamente la fluorescencia de manera
definida para identificar marcaje con fluorocromos, presencia de proteinas e interaccion de

materiales con células, entre otras aplicaciones.
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La configuracion del microscopio manejado para esta técnica se puede observar en la

Figura 12.

Detector

Aperturas confocales

Espejo dicroico

Objetivo

Objeto en plano no focal

Objeto en plano focal

Figura 12. Configuracion basica del microscopio confocal.

2.3.5. Citometria de flujo

La citometria de flujo consiste en el analisis cuantitativo de células a partir de la
medicion de mdltiples pardmetros, sometiendo cada célula a un haz de laser focalizado, lo
cual genera una sefial detectable para determinar la granularidad, tamafio y/o algln

componente celular relacionado con fluorescencia (Barrera Ramirez et al., 2004).

La citometria de flujo permite establecer la proporcion de fluorescencia de proteinas
fluorescentes de células en suspension, proporcionando utilidad para comprobar la

eficiencia de transfeccion (Eliopoulos & Galipeau, 2002).
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METODOLOGIA

1. Disefio experimental

El desarrollo de este proyecto consistio en combinar dos métodos de transfeccion de

acuerdo con lo plasmado en el diagrama de flujo mostrado en la Figura 13.

Transformacion de

E. coli
¥
l Cultivo bacteriano |
v Fosfolipido anfipatico
Purificacion de ADN zwitterionico (PC) y
plasmidico por cromatografia lipido catiénico de origen
de intercambio anionico sintético (DOTAP)
v 2
Analisis cualitativo Rehidratacion y
y cuantitativo extrusion
v v
Obtencion del Nanoparticulas Liposomas
plasmido reportero mesoporosas de unilaminares
(ADN) silice grandes (LUV)

N,

Métodos de
caracterizacién
R Espectroscopia
+DAPI Raman,
+Rodamina microscopia de
epifluorescencia y
microscopia
l | > electronica de
Y transmision.
Cultivo celular HEK293
v
*Ensayos de adhesion e internalizacion. Citometria de flujo
*Viabilidad y transfecciéon en conjunto »  y microscopia
con ondas de choque. confocal.

Figura 13. Diagrama Experimental del proyecto.
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2. Material y métodos

2.1. Obtencidn de lote de calidad del plasmido pCX::GFP-GPI2

Este rubro requirié del uso de guantes para cada paso.

2.1.1. Transformacion de E. coli con plasmido

Se descongelaron dos viales con células ultracompetentes de E. coli XL-Blue,
sumergiéndolos en hielo por no mas de 20 minutos: uno como control y otro para ser
transformado. Posteriormente, en condiciones estériles, se agregaron 2 pl de plasmido
pCX::GFP-GPI2 (con una cantidad =100 ng de ADN) en el vial a transformar, y ambos

viales se incubaron a 4°C en hielo por 15 minutos.

Se aplicé un choque térmico al colocar ambos viales en bafio maria a 42°C por 3
minutos. Después, cada muestra fue transferida a un tubo Falcon estéril con 1 ml de medio

LB cada uno, e incubadas bajo agitacion a 37°C por 30 minutos.

Se colocaron 50 pl de cada suspension en una respectiva caja Petri con agar de medio
LB-AMP (preparado previamente con 500 ul de Ampicilina a 100 pg/ml en 500 ml de

medio LB), dispersandolos con el uso de perlas de vidrio estériles por agitacién manual.

Las cajas Petri se sellaron con Parafilm®M (Bemis Company, Inc., Estados Unidos de

América) y se incubaron por una noche a 37°C.

2.1.2. Inoculacion y cultivo bacteriano

A partir del cultivo con bacterias transformadas en cajas Petri, una colonia fue

resuspendida en un tubo Falcon con 5 ml de medio LB-AMP, para obtener un indculo con
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bacterias portadoras del plasmido. El in6culo fue incubado a 37°C por 5 horas bajo
agitacion constante a 200 rpm. Posteriormente, se diluyé 500-1000 pl del mismo en 500 ml
de medio LB-AMP vy el cultivo se dej6 crecer a 37°C por 12 horas con agitacion constante a

200 rpm.

Finalmente, el cultivo se centrifugd a 4°C por 15 minutos a 4000 rpm y los pellets

obtenidos fueron inmediatamente utilizados, o bien congelados a -20°C hasta su uso.

2.1.3. Purificacion de ADN plasmidico por cromatografia de intercambio aniénico

La purificacion se llevo a cabo con el material y reactivos establecidos en el protocolo
Maxi Kit para plasmidos de QIA-GEN® (QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no. 12263,

Venlo, Holanda).

Los pellets bacterianos provenientes de 250 ml de cultivo (obtenidos de acuerdo al
proceso descrito en el rubro Metodologia: 2.1.2. Inoculacién y cultivo bacteriano) fueron
resuspendidos con 10 ml de buffer P1 (QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo,
Holanda), el cual contiene RNAsa |. Posteriormente, se agregaron 10 ml de buffer P2
(QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo, Holanda), el cual contiene detergente
para realizar lisis de bacterias, y se mezclaron por inversion, con el tubo cerrado, hasta
homogeneizacién, y se dejo reposar hasta completar 5 minutos de incubacion en este
medio. El reactivo contiene un indicador de pH que facilita observar la homogeneidad de la

suspension mediante una coloracion azul.

A continuacién, fueron agregados 10 ml del buffer P3 (QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat.
no. 12263, Venlo, Holanda), el cual permite la renaturalizacion del ADN plasmidico,

homogeneizando por inversién, hasta desaparicion del color azul.
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Enseguida, el ADN plasmidico fue separado del ADN gendémico desnaturalizado. Para
ello, la mezcla se incubd en un filtro Cartridge con tapon QIAGEN (QIAGEN Plasmid
MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo, Holanda) a temperatura ambiente por 10 minutos, en
donde el ADN gendmico formé una capa flotante. Mientras tanto, se equilibré una columna
QIAGEN-TIP 500 por flujo de gravedad con 10 ml de buffer QBT (QIAGEN Plasmid
MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo, Holanda). Al terminar la incubacion, el tapén del filtro
Cartridge fue removido y, con el uso de un piston, el contenido se colocé cuidadosamente
en la columna QIAGEN-TIP500 (QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo,

Holanda).

Posteriormente, la columna fue lavada con 60 ml de buffer QC (QIAGEN Plasmid
MaxiKit, Cat. no. 12263, Venlo, Holanda) para remover biomoléculas no anidnicas.
Seguido de esto, se agregaron 15 ml de buffer QF (QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no.

12263, Venlo, Holanda) a 65°C para eluir el ADN en un tubo Falcon limpio.

El ADN se precipité al agregar 10.5 ml de isopropanol (J.T. Baker) a temperatura
ambiente y fue centrifugado por 1 hora a 5000 x g a 4°C . Se decant0 el sobrenadante, se

disolvid el pellet con 5 ml de etanol al 70% Yy fue centrifugado por 1 hora a 5000 x g a 4°C.

El pellet se dejo secar al aire libre hasta dejar de percibir el olor caracteristico del etanol
y se disolvié el ADN en 500 pl de agua inyectable (PiSa Farmacéutica) en un tubo

Eppendorf, homogeneizando con golpes suaves en el mismo.

2.1.4. Andlisis cuantitativo

Se realiz6 un analisis de espectroscopia UV en el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

para determinar la concentracion y pureza del ADN obtenido segun el protocolo descrito en
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la seccion Metodologia: 2.1.3. Purificacion de ADN plasmidico por cromatografia de
intercambio anionico. Se emplearon 1-2 pl de la muestra, cargandola con una micropipeta

de 2 ul.

2.1.5. Analisis cualitativo

Se llevé a cabo el anélisis cualitativo del ADN obtenido en el proceso descrito en la
seccion Metodologia: 2.1.3. Purificacion de ADN plasmidico por cromatografia de
intercambio anionico por medio de un gel de agarosa en una camara Biorad de
electroforesis horizontal con el proposito de analizar la calidad del ADN, especificamente

para visualizar las formas topoisoméricas del ADN (superenrollado y relajado).

El plasmido fue diluido a una concentracion tal que el depdésito fuera de 100 ng de ADN
por carril, disueltos en 17 ul de agua inyectable (PiSa Farmacéutica) , y mezclados con 3 pl
de céctel de carga, el cual contiene el indicador azul de bromofenol y glicerol (BlueJuice™
10X Invitrogen). Como referencia se utilizé una escalera de pesos moleculares de 1 a 15
kbp (5 pl de Ladder EZ Load™ Molecular Ruler 1kb, Biorad), la cual fue mezclada con 1
ul de azul de bromofenol antes de su depdsito. Las mezclas de ADN y coctel de carga

fueron preparadas sobre papel Parafilm®M.

Se prepar6 un gel de agarosa al 0.8% con 40 ml de 1XTAE caliente (usando 50XTAE
Buffer Biorad y agua destilada) mezclado con 0.32 g de agarosa (UltraPure™ Invitrogen).
El contenido se colocd en una base con su respectivo molde (también conocido como
“peine”) para formar los pocillos del gel y se dejo gelificar durante 1 hora a temperatura

ambiente.
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En la base de la camara electroforética, se agregaron aproximadamente 250 ml de buffer
de corrida TAE 1X y se coloco el gel de agarosa con los pocillos cerca de la zona del

catodo (-).

En cada pocillo se coloco una muestra y se inicid el proceso de electroforesis de catodo
(-) a anodo (+), es decir, de carga negativa a positiva, a 100 V por 1 hora. Al finalizar, el
gel de agarosa fue sumergido en una solucién de 3 pl SYBR®Safe DNA 10,000X
(Invitrogen) con 30 ml de 1XTAE (dilucion de SYBR®Safe 1:10,000) y se mantuvo en
agitacion suave por 10 minutos, utilizando un agitador orbital. El revelado fue observado en

el fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager (Biorad).

2.2. Manejo de lineas celulares

En este trabajo, se utilizo la linea celular inmortalizada Human Embryo Kidney (HEK)-
293, proveniente de células de rifion de embrion humano, transformadas con genes del

Adenovirus Tipo 5.

Para el manejo de cualquier linea celular es necesario utilizar material estéril y trabajar en
condiciones estériles. Adicionalmente, esta linea celular es manejada dentro de una
campana de bioseguridad clase Il, a fin de contener posibles recombinaciones de los
oncogenes de Adenovirus tipo 5 con organismos del medio ambiente. Los materiales
biolégicos no utilizados fueron descartados previa descontaminacion con hipoclorito de

sodio.

Las células se deben mantener en una atmosfera de 37°C, 5% CO,y 97% de humedad
relativa, en cajas Petri estériles para cultivo celular (Cell Culture Dish, CORNING® 100

mm x 20 mm). La linea celular HEK 293 es cultivada con medio DMEM completo
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conformado por medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM 1X, Gibco), suplementado
con Suero Fetal Bovino (FBS, Gibco) al 10% y los antibioticos penicilina (100 U/ml) y

estreptomicina (100 pg/ml).

2.2.1. Descongelamiento

Previamente a su uso, las células se conservan congeladas en nitrégeno liquido, o bien a -
70°C por un breve periodo, en presencia de dimetilsulféxido (DMSO) y suero fetal bovino
como crioprotectores. Al descongelarlas, el DMSO debe ser eliminado del cultivo celular,
ya que es altamente toxico. El protocolo utilizado para este trabajo consistié en colocar, en
una caja Petri estéril para cultivo celular, 9 ml de DMEM completo y 1 ml de suspensién
celular descongelada en el momento (con aproximadamente 10° células).
Aproximadamente 10 horas después, se aspird el medio con pipeta Pasteur estéril y se

sustituy6 con 10 ml de medio DMEM completo.

2.2.2. Propagacion

Para propagar las células, se requiere del proceso de cosecha, el cual consiste en
despegar las células de la caja Petri mediante ataque con Tripsinay EDTA, para obtenerlas
en suspension, contarlas y resembrarlas en otra caja. Este proceso se realiza al haber

aproximadamente un 80% de confluencia.

Se aspiro el medio de la caja Petri con pipeta Pasteur y se realiz6 un lavado con 7 ml de
PBS 1X por 30 segundos. Posteriormente, se agregaron 2 ml de Tripsina-EDTA (0.25%,
1X, Gibco) y las células se incubaron a 37°C, 5% CO,y 97% de humedad relativa por 5
minutos. Se revisd que las células se despegaran y no formaran aglomerados y se

homogeneizaron al resuspenderlas con 8 ml de DMEM completo, el cual neutraliza la
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accion de la tripsina. La suspension se centrifugd en tubo Falcon estéril por 6 minutos a
2500 rpm y se aspir6 el medio con pipeta Pasteur, evitando tocar el pellet celular. Para
realizar el conteo celular, el pellet se resuspendi6 en medio DMEM completo y se

colocaron 12 pul de la suspensién en la camara Neubauer (Hausser Scientific).

El conteo se llevé a cabo en cada uno de los cuatro cuadrantes marcados en recuadros
rojos y con el orden indicado en la Figura 14. A partir de los cuatro valores obtenidos, se

realizd un promedio de las células por mililitro [células/ml] (multiplicando el valor por 1 x

10%).
1213
71615
101112
16 |15(14]13

Figura 14. Conteo en cAmara Neubauer.

De acuerdo con los conteos celulares, se resembro la respectiva cantidad de células junto
con la cantidad necesaria de DMEM completo para llenar la caja Petri con 10 ml de

volumen total.
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2.2.3. Almacenamiento

Inicialmente, se realizO el proceso de cosecha descrito en Metodologia: 2.2.2.
Propagacion, y se colocaron 2 x 10° células/ml en 500 pl de DMEM completo, a los cuales
se les agregaron 500 pl de medio de congelacion (preparado con 0.3 ml DMEM completo,
0.1 ml FBS y 0.1 ml DMSO), antes de colocarlas de inmediato a -70°C o en nitrogeno

liquido.

2.3. Preparacion de nanoparticulas hibridas para transfeccion

Las nanoparticulas hibridas se produjeron a partir de nanoparticulas mesoporosas de

silice y liposomas unilaminares catiénicos.

2.3.1. Produccién de nanoparticulas hibridas

Las nanoparticulas mesoporosas de silice fueron donadas por el Dr. Pedro Salas Castillo,
del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada, UNAM. Estas nanoparticulas fueron
sintetizadas por el método de Stéber modificado, para incluir la presencia de CTAB y de un
alcohol durante el proceso de sintesis, generando asi la formacién de mesoporos (Kwon et
al.,, 2013). A partir de estas nanoparticulas, se prepararon distintas modalidades de
nanoparticulas funcionalizadas, como se muestra en la Tabla 4. Estos tipos de
nanoparticulas fueron preparadas para dos propoésitos de analisis: interaccion y transfeccion
celular. Las nanoparticulas destinadas al analisis de la interaccion nanoparticula-célula
fueron marcadas con distintos reactivos, como son: el fluorocromo calceina (Sigma) a una
concentracion de 250 uM, el fosfolipido rodamina DHPE (Lisamina™ Rodamina B, Life

Techonologies) y el intercalador DAPI (Sigma-Aldrich). Por su parte, las nanoparticulas
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utilizadas para pruebas de transfeccion contenian el plasmido pCX::GFP-GPI2 purificado y

caracterizado.

Tabla 4. Modalidades de nanoparticulas elaboradas.

Interaccion NC

NH

NC-Cal
NH-Cal

NHR-
DAPI

NC-ADN

Transfeccion

NH-ADN

NHR-
ADN

Nanoparticulas mesoporosas de silice (SiNP).

Nanoparticulas hibridas (SiNP y liposomas unilaminares)
sin cargo.

SiNP con calceina.
Nanoparticulas hibridas con calceina.

Nanoparticulas hibridas (usando liposomas con rodamina
DHPE) con ADN plasmidico y DAPI.

SiNP con ADN plasmidico.
Nanoparticulas hibridas con ADN plasmidico.

Nanoparticulas hibridas (usando liposomas con rodamina
DHPE) con ADN plasmidico.

2.3.1.1. Preparacion de liposomas cationicos unilaminares grandes (LUV)

Inicialmente, se realizaron los calculos necesarios para producir liposomas cationicos

multilaminares grandes (MLV, del inglés Multilamellar Vesicle) con una concentracion de

2.5 mg lipidos/ml segun lo especificado en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidades para preparacion de liposomas catiénicos multilaminares

Lipido Porcentaje Peso molecular Peso [mg]
molar [g/mol]

DOTAP

TOTAL

70% 10.75
30% 698.55 419
14.94
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En un contenedor de vidrio, fueron colocadas las cantidades establecidas de PC (Sigma)
y DOTAP (Avanti Polar Lipids) y se dejaron secar en parrilla (50°C) bajo corriente de

nitrégeno por 5 minutos.

Para preparar las nanoparticulas NHR-DAPI y NHR-ADN (Tabla 4), se agregaron 200
ul del fosfolipido rodamina DHPE (Lisamina'™ Rodamina B, Life Techonologies) a una
concentracion 0.2 uM y 50 pl de una mezcla cloroformo:metanol (9:1). Posteriormente, los

lipidos se colocaron al vacio en desecador por 10 minutos.

Enseguida, se agrego la cantidad necesaria de PBS 1X (segun el peso de lipidos en cada
modalidad) para formar liposomas cationicos multilaminares a una concentraciéon de 2.5
mg/ml. A fin de promover la formacion de vesiculas lipidicas, el PBS fue previamente
calentado a 50°C vy, después de agitacion en vortex, la suspension fue pasada a través de

una jeringa calibre 21 hasta obtener homogeneidad.

Finalmente, para obtener liposomas cationicos unilaminares(LUV, del inglés Large
Unilamellar Vesicle), cada preparacion se filtré 5 veces con filtro de 0.45 um (Syringe
Filters with Luer Tip, Agilent Technologies) y 5 veces con un filtro de 0.20 um (Fluoropore

Membrane Filters, Millipore). Las muestras fueron conservadas a 4°C.

2.3.1.2. Encapsulamiento de ADN en nanoparticulas de silice mesoporosa

Para hidrofilizar la superficie de las nanoparticulas mesoporosas de silice y mejorar su
interaccion con el ADN (y, en su caso, con la calceina), asi como con los liposomas

catidnicos, se realizé el procedimiento descrito por Liu y colaboradores (2009).

Se pesaron 25 mg de nanoparticulas mesoporosas de silice en tubo de vidrio y se

incubaron a 80°C por 10 minutos con 10 ml de una solucion de 4% de hidroxido de amonio
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(J.T. Baker) con 4% de perdxido de hidrégeno (J.T. Baker). Posteriormente, la suspension
se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm y se descartd el sobrenadante. Para realizar un
lavado, se coloc6 1 ml de agua inyectable (PiSa Farmacéutica) y la muestra fue

centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm, nuevamente eliminando el sobrenadante.

Lo anterior se incub6 a 80°C por 10 minutos con 10 ml de una solucion de 0.4 M de
acido clorhidrico (J.T. Baker) y 4 % de perdxido de hidrégeno. A continuacion, la solucion
se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Seguido de esto, se
realizd6 un lavado con 1 ml de agua inyectable (PiSa Farmacéutica) con las mismas
condiciones de centrifugacion, descartando el sobrenadante.

Posteriormente, las nanoparticulas de silice fueron mezcladas con 1 ml de su respectivo
cargo dependiendo de la modalidad a preparar --- sin cargo no se agregé ninguna sustancia,
con calceina (250 uM), con ADN pCX::GFP-GPI2 (1000 ng/ul aprox.) y con ADN
pCX::GFP-GPI2 (1000 ng/ul aprox.) y DAPI (500 ng/ul) --- y se incubaron a temperatura
ambiente por 20 minutos con agitacién ocasional. A continuacién, exclusivamente para la
preparacion de nanoparticulas con recubrimiento lipidico (hibridas), se agrego a la mezcla 1
ml de liposomas cationicos (LUV) a 2.5 mg/ml y fue incubada a temperatura ambiente por

5 minutos con agitacidn ocasional.

Después, cada modalidad se centrifugd por 1 minuto a 4000 rpm y se guardo el
sobrenadante para su posterior analisis a 4°C (Sobrenadante No. 1). Al sedimento se le
agregaron 200 pl de PBS 0.25X y la solucidn fue centrifugada por 10 minutos a 4000 rpm,
guardando el sobrenadante a 4°C para analizarlo (Sobrenadante No. 2). Finalmente, se

diluyd el sedimento con 200 ul de PBS 0.25X vy se refrigeré a 4°C.
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2.3.1.3. Eficiencia de encapsulamiento

Para determinar la eficiencia de encapsulamiento del nanovector producido, se realiz6 un
analisis de espectrofotometria UV en el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) empleando 2
ul de suspensién de nanoparticulas con ADN, con excepcién de las nanoparticulas NHR-

DAPI. Cabe mencionar gque las nanoparticulas de silice mesoporosa no absorben la luz UV.

2.3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

En este apartado se describira la preparacion de muestras de cada método de
caracterizacion para determinar la morfologia, tamafio y composicion de los materiales

fabricados. En la Tabla 6 se indican las muestras que fueron procesadas por cada técnica.

Tabla 6. Tipos de nanoparticulas caracterizadas por determinadas técnicas

Epifluorescencia

Nombre

Z|l =2
I o

NC-Cal - - Si
NH-Cal - - Si
NHR-DAPI
NC-ADN - Si -
NH-ADN Si Si -
NHR-ADN - - -
Liposomas cationicos unilaminares Si Si -

Nanoparticulas mesoporosas de Si Si -
silice
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2.3.2.1. Microscopia de epifluorescencia

Las muestras fueron analizadas en el Microscopio de Epifluorescencia ApoTome.2
(Zeiss) con filtro para FITC-GFP, laser de 488 nm y objetivo 100X. Se colocaron 15 pl de

cada muestra en un portaobjetos y se dejaron secar.

2.3.2.2. Espectroscopia Raman

La preparacion de muestras para la técnica de espectroscopia Raman consistio en
envolver un portaobjetos con aluminio liso, en el cual se colocé una gota de 5 pl de la
respectiva muestra y se dejo secar. Posteriormente, se coloco otra gota encima de la anterior

con la misma cantidad de muestra y se coloco en el desecador por 5 minutos.

Las muestras fueron analizadas en un espectroscopio Raman dispersivo Senterra (Bruker
Optik GMBH) con una fuente laser de 785 nm, con resolucion espacial realizando barridos
en el intervalo de 80 a 3500 cm™, y los datos obtenidos fueron procesados por el software

Origin ® 9.

2.3.2.3. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Se realizo6 una dilucion 1:1000 de cada muestra en agua desionizada y se colocaron 5 pl

sobre rejillas de cobre malla 200, con pelicula de carbono.

Las muestras se tifieron con acetato de uranilo al 2%, incubandolas a 80°C por 10
minutos dentro de placas de Mazzini, y se lavaron con agua desionizada. La observacion
fue realizada en un Microscopio Electrénico de Transmision JEM-1010 (Jeol Co.,

Peabody).
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2.3.3. Interaccion de nanoparticulas con la linea celular HEK 293

2.3.3.1. Adhesion e internalizacion

Los andlisis de células con nanoparticulas fueron realizados mediante microscopia
confocal en cajas de cultivo con fondo de vidrio de 17 mm de espesor (Fluorodish™ Cell
Culture Dish 35 mm, World Precision Instruments, Inc.); para ello, se coloc6 1 ml de
polilisina (Sigma-Aldrich) al 0.01% en cada caja Fluorodish. Después de 5 minutos, se lavo
con 1.5 ml de agua inyectable (PiSa Farmacéutica) y el contenido fue eliminado para dejar

secar por 2 horas.

Se realizo el protocolo de tripsinizacion descrito en el rubro Metodologia: 2.2.2.
Propagacion y, en cada caja Fluorodish con polilisina se incubaron 30,000 células en 2 ml
de DMEM completo por una noche a 37°C, 5% CO,y 97% de humedad relativa. Se aspiro
el contenido con micropipeta y fue incubado 1 ml de DMEM sin FBS en cada caja
Fluorodish por 4 horas a 37°C, 5% CO,y 97% de humedad relativa con 10 pl de cada uno

de los grupos enlistados a continuacion:

« PBS 1X como control.

* NHR-DAPI (250 pg): Nanoparticulas de silice recubierta por lipidos (hibrida) con

rodamina y con ADN con DAPI como cargo.
» NH-Cal (250 pg): Nanoparticulas hibridas con calceina como cargo.
* NC-Cal (250 pg): Nanoparticulas ceramicas con calceina como cargo.

Posteriormente, se agregdé 1 ml de DMEM con 20% de FBS a cada caja y fueron

incubadas por una noche a 37°C, 5% CO,y 97% de humedad relativa.
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Finalmente, se realizé el proceso de fijacion, en el cual el medio fue removido con
micropipeta y se lavaron 3 veces las cajas Fluorodish con 1 ml de PBS 1X sin dejar secar.
Fueron agregados 500 ul de paraformaldehido (Sigma) al 4% y se incubaron a temperatura
ambiente por 20 minutos al abrigo de la luz. Posterior a esto, se lavo 2 veces cada caja
Fluorodish con 1 ml de PBS 1X, incubando cada lavado por 5 minutos y fueron agregados
1.5 ml de PBS 1X para analizar las células en el microscopio confocal Axiovert 200 LSM

510 Meta (Zeiss), conservando las muestras a 4°C.

2.3.3.2. Transfeccion

Para las pruebas de transfeccion, se llevo a cabo el proceso descrito en el apartado
Metodologia: 2.3.3.1. Adhesion e internalizacion, sustituyendo los grupos utilizados

anteriormente por los presentados a continuacion:

* PBS 1X como control.
* NC-ADN (250 pg): Nanoparticulas ceramicas con ADN plasmidico como cargo.

« NH-ADN (250 pg): Nanoparticulas cerdmicas con bicapa lipidica con ADN

plasmidico como cargo.
2.4. Aplicacion de ondas de choque

El generador de ondas de choque utilizado fue un generador piezoeléctrico Piezoson 100
Plus fabricado por la empresa Richard Wolf GmbH en Knittlingen, Alemania.
El experimento se realizd exponiendo una suspension celular con 1 x 10° células/ml a
ondas de choque con una presion positiva de 18.4 MPa (nivel de intensidad 15) a una

frecuencia de 1 Hz. Las muestras se analizaron por duplicado a una temperatura de 37°C.
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Inicialmente, se llevd a cabo el proceso de cosecha de células HEK 293 (descrito en
Metodologia: 2.2.2. Propagaci6n) para obtener 1 x 10° células/ml en DMEM completo.
Cada muestra fue colocada en tubos Eppendorf y el contenido fue colocado en pipetas de
transferencia de plastico estériles (Sedi-PET TM Sterile), las cuales se sellaron con fuego
para mantener su esterilidad. Las muestras fueron sometidas a distintas cantidades de ondas
de choque: 0, 120, 180, 240 y 300. A fin de determinar la cantidad adecuada de ondas de
choque respecto a la viabilidad celular, se realizd un conteo celular de cada muestra,
utilizando una camara de Neubauer, y se determind la supervivencia celular, utilizando
como control células sometidas a los mismos procedimientos, pero sin tratamiento con

ondas de choque.

2.4.1. Efectos de nanoparticulas sobre supervivencia celular

A partir de las condiciones permeabilizantes establecidas, el experimento se realizd
tratando una suspension celular con 1 x 10° células/ml con 120 ondas de choque (presion
positiva de 18.4 MPa) a una frecuencia de 1 Hz. Las muestras se analizaron por duplicado a

una temperatura de 37°C.

Inicialmente se llevd a cabo el proceso de cosecha de células HEK 293 (descrito en
Metodologia: 2.2.2. Propagacién) para obtener 1 x 10° células/ml en DMEM sin FBS,
utilizando un grupo control (sin nanoparticulas), un grupo con 625 pg de nanoparticulas
ceramicas (NC) y otro grupo con 625 g de nanoparticulas cerdmicas con recubrimiento
lipidico (NH). Cabe mencionar que estas nanoparticulas se obtuvieron a partir del proceso
descrito en el rubro Metodologia: 2.3.1.2. Encapsulamiento de ADN en nanoparticulas de
silice mesoporosa. Cada muestra fue colocada en tubos Eppendorf y el contenido fue

colocado en pipetas de transferencia de plastico estériles (Sedi-PET TM Sterile), las cuales
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se sellaron con fuego para mantener su esterilidad. Las muestras fueron sometidas a 0

ondas de choque (como control para cada grupo) y a 120 ondas de choque.

Finalmente, se realiz6 un conteo celular de cada muestra con cdmara Neubauer para
generar una grafica con la supervivencia celular de cada modalidad respecto a su control,
utilizando el software Excel ® y se realiz6 una prueba estadistica ANOVA de una via con

Post hoc Tukey y Duncan usando el software SPSS Statistics version 21.

2.5. Transfeccion de células HEK 293 mediante nanoparticulas hibridas y

exposicién a ondas de choque

El experimento se realizé por duplicado con 1 x 10° células/ml expuestas a 120 ondas de

choque (presion positiva de 18.4 MPa) a una frecuencia de 1 Hz y temperatura de 37°C.

Inicialmente se realizd el proceso de cosecha de células HEK 293 (descrito en
Metodologia: 2.2.2. Propagacion) para obtener 1 x 10° células/ml en DMEM sin FBS en
tubos Eppendorf, como lo enlistado en la Tabla 7. Cabe mencionar que la concentracién de
ADN utilizada para el grupo de plasmido se ajustd a partir de la lectura obtenida por la
cuantificacion de las nanoparticulas hibridas (NHR-ADN) en el Nanodrop 1000 (Thermo

Scientific), tomando este valor como una aproximacion del material genético acarreado.

Tabla 7. Grupos utilizados para el método combinado de ondas de choque con
nanoparticulas hibridas

_ Cantidad de muestra
Control
Plasmido pCX::GFP-GPI2 ~21 ug.
NHR-ADN 625 ug de nanoparticulas con ~21 pg de ADN.
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Posteriormente, se colocd el contenido de cada tubo Eppendorf dentro de pipetas de
transferencia estériles (Sedi-PET TM Sterile), las cuales se sellaron con fuego para
mantener su esterilidad durante el tratamiento de ondas de choque. Las muestras fueron
sometidas a 0 ondas de choque (para controles) y 120 ondas de choque. A continuacion, se
hizo un conteo celular en camara Neubauer y se resembraron 500,000 células de cada
muestra en cajas Petri para cultivo celular (Cell Culture Dish, CORNING® 60 mmx15

mm) con 9 ml de DMEM completo por 24 horas.

Después de la incubacion, se aspird el medio con pipeta Pasteur estéril y cada caja Petri
fue incubada con 2 ml de Tripsina-EDTA en condiciones de 37°C, 5% CO, y 97% de
humedad relativa por 5 minutos. Se revisé que las células se despegaran y no formaran
aglomerados y se homogeneizaron por resuspension con 4 ml de DMEM completo. Lo
anterior se centrifugd en tubo Falcon estéril por 6 minutos a 2500 rpm y el medio fue
aspirado por pipeta Pasteur, evitando tocar el pellet celular. El pellet se resuspendi6 en 500
ul de PBS 1X y se agregaron 500 ul de paraformaldehido (Sigma) al 4%, incubando a
temperatura ambiente por 15 minutos al abrigo de la luz. Las muestras fueron centrifugadas
por 5 minutos a 7000 rpm y, posteriormente, se realizaron 3 lavados con 1 ml de PBS 1X

con centrifugaciones de 5 minutos a 7000 rpm.

Finalmente, se resuspendio el pellet en 1 ml de PBS 1X filtrado para analizar cada

muestra por citometria de flujo (10,000 eventos registrados) en el equipo BD Accuri C6™.

Alternativamente, las muestras de células transfectadas fueron sembradas en cajas
Fluorodish, para su observacion mediante microscopia confocal. Para ello, se sembraron

30,000 células con 2 ml de DMEM completo durante 24 horas después de la transfeccion,
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utilizando el protocolo de siembra descrito en Metodologia: 2.3.1. Adhesion e

internalizacion.

Cabe mencionar que se realizd un conteo celular de cada muestra con cdmara Neubauer
para generar una grafica con la supervivencia celular de cada modalidad respecto a su
control, utilizando el software Excel ® y se llevo a cabo una prueba estadistica ANOVA de

una via con Post hoc Tukey y Duncan usando el software SPSS Statistics version 21.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion del plasmido pCX::GFP-GPI2

Un plasmido es una estructura de ADN circular de doble cadena extracromosomal

proveniente de bacterias que se duplica de manera independiente (Old & Primrose, 1994).

En este trabajo se utilizé el gen reportero de la proteina verde fluorescente aumentada
(EGFP) con excitacion/emisién 488/509 nm, el cual se encuentra en la construccion
mostrada en la Figura 15. Cabe mencionar que en este plasmido se encuentra el gen EGFP
fusionado con GPI que codifica para el anclaje de proteinas en membrana plasmatica del
tipo glicosilfosfatidilinositol (Camacho Banda, 2012), del cual se muestra la expresion

esperada en la Figura 16.

CMV-IE
//\ e /\ oro
Y N
y 4 A N Nombre escripcion
v r . . . <z . ey
V. 4 amp SV40 ori Origen de replicacion del virus del simio
// SV40.
[ :
- pCX::GFP-GPI2 pro Promotor de beta-actina de pollo.
6000 pb EcoRI CMV-IE Potenciador de citomegalovirus.
ori acrosin'ss | EcoRI amp’ Resistencia a ampicilina.
. EGFP Proteina Verde Fluorescente Aumentada.
SV40 ori EGFP
) Thyl GPI GPI Union a proteina de membrana plasmética.
by Bt rab b-globin pA Beta-globina de conejo con senal de

Hind 111 rab b-globin pA \ poliadenilacion (termino de transcripcion).

Xhol

Figura 15. Componentes del plasmido pCX::GFP-GPI2.
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Sin expresion Expresion GFP Expresion GFP-GPI

Figura 16. Expresion de genes reporteros.

Cabe destacar que un lote de ADN plasmidico con una construccion reportera de alta
pureza permite mejorar la eficiencia de transfeccion (Rincon-Arano & Recillas-Targa,
2004). Como lo mencionado en la seccién Marco Tedrico: 2.2.1. Plasmidos, el proceso de
obtencion de plasmido consiste en la introduccion de material genético en bacterias por
medio de transformacion, a partir de lo cual se realiza una seleccion de células
transformadas gracias a la region de resistencia a antibidtico. A continuacién se clonan
estas células provocando el crecimiento de una colonia de células del mismo tipo.
Posteriormente, la purificacion permite adquirir material genético plasmidico por medio de
una extraccion de ADN por intercambio idnico, basandose en la interacciéon de la carga
negativa que tiene el ADN por sus grupos fosfatos y la resina que conforma las columnas
de separacién con carga positiva. Finalmente, el ADN plasmidico puro se remueve por

precipitacion (Glencross, Ahmed & Wang, 2011).
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El plasmido fue propagado en la bacteria E. coli, la cual fue transformada mediante
choque térmico. Como era de esperarse, la transformacion exitosa de esta bacteria generd la
aparicion de colonias resistentes a ampicilina (mostradas en la

Figura 17), a partir de las cuales se propagd el cultivo bacteriano.

Figura 17. Crecimiento de colonias de la bacteria E. coli modificada con el plasmido
pCX::GFPGPI2 en medio LB que contiene ampicilina.

El ADN plasmidico fue purificado utilizando el kit QIAGEN Plasmid MaxiKit, Cat. no.
12263, Venlo, Holanda. La calidad y cantidad de ADN obtenido fue estimada mediante
espectroscopia UV, determinando las razones de absorbancia 260/280 y 260/230 para

conocer la pureza del ADN obtenido.
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En la Figura 18 se muestra el espectro tipico de ADN con un pico de absorbancia en el

valor de 260 nm, caracteristico de absorbancia de acidos nucleicos.

Figura 18. Cuantificacion de ADN por espectrometria UV del lote purificado del plasmido
pCX::GFP-GPI2.

La razon 260/280 tuvo un valor de 1.98, el cual entra al rango de buena calidad de ADN
puro, y la razén 260/230, como medida secundaria, tuvo un valor de 2.32 (Scientific, 2008),
lo cual se encuentra en el rango adecuado para considerar que el ADN obtenido es puro,

como lo especificado en la seccién Marco Teorico: 2.3.1. Espectroscopia UV.

A fin de confirmar la identidad del plasmido, asi como su composicién en formas
topoisoméricas, se realizé un analisis en electroforesis horizontal en gel de agarosa, el cual
se muestra en la Figura 19. En el gel se observan dos fragmentos de la muestra del ADN
plasmidico purificado: el ADN relajado y el ADN superenrollado. Estas formas representan

las dos estructuras topoisoméricas mas comunes en las que se encuentra el ADN purificado,
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y nos permite afirmar que hay una mayor cantidad de ADN superenrollado, lo cual es lo

deseado ya que se trata de la forma maés estable.

d

ADN relajado ==
— §

ADN superenrollado —f-

6 kpb

1 kpb:

Figura 19. Analisis del plasmido pCX::GFP-GPI2 en gel de agarosa. Izquierda: Imagen de

fluorescencia, con tincién de SybrSafe®, obtenida por fotodocumentador. Derecha: Imagen

obtenida por fotodocumentador con colores invertidos. Muestras analizadas: 1) Referencia
de tallas moleculares, 2) Plasmido purificado.

2. Ensamblaje del nanovector hibrido

Las nanoestructuras hibridas se encuentran conformadas por nanoparticulas mesoporosas
de silice y liposomas catidnicos que se obtuvieron por autoensamblaje, creando un vector

supramolecular a partir de interacciones no covalentes.

Las nanoparticulas de silice tienen varias ventajas, como es la alta adsorcién de material
genético debido al tipo y tamafio de poro (con un rango aproximado de 2 a 10 nm de
diametro) que permite el almacenamiento de una gran carga (Llinas & Sanchez Garcia,
2014), y también ha presentado alta biocompatibilidad en pruebas in vitro e in vivo
(Dengler et al., 2013). Por su parte, la carga cationica de los liposomas es esencial para

favorecer la interaccion con la membrana celular, permitiendo la internalizacion de material
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exogeno en células eucariontes (Dengler et al., 2013). Para obtener una superficie con carga
catidnica en los vectores producidos, se utilizd una mezcla de lipidos con un fosfolipido
anfipatico zwitterionico (fosfatidil-colina o PC) y un lipido cationico de origen sintético
(DOTAP). Adicionalmente, en algunas muestras se utilizd un 0.01% del fosfolipido
fosfatidil-etanolamina, acoplado con el fluorocromo rodamina (PE-rodamina), como
marcador fluorescente de la bicapa lipidica. Los liposomas unilaminares fueron elaborados
por medio de extrusion con filtros de talla de 200 nm de la mezcla de liposomas

multilaminares.

Con el fin de explorar el comportamiento de nanoparticulas cerdmicas y nanoparticulas
hibridas, en cuanto a eficiencia de encapsulamiento e interaccion con células humanas, se

prepararon distintas modalidades de ellas, como se esquematiza en la Figura 20.

En resumen, por un lado se evalud la capacidad para retener el fluorocromo calceina, el
cual representa un polianién, y ha sido utilizado para modelar la retencion de ADN.
Asimismo, se evalué la interaccion de nanovectores: nanoparticulas ceramicas,
nanoparticulas hibridas, y sus variantes con cargos reporteros. Se les denomina reporteros
debido a que pueden ser visualizados por técnicas de fluorescencia, lo cual facilita el
analisis respecto a la interaccion con las células y, en el caso de un gen reportero, la
expresion de una proteina como referencia para confirmar la viabilidad del vector de

transfeccidn. Basicamente, un gen reportero se identifica y se puede medir facilmente.
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Nanoparticulas ceramicas Nanoparticulas hibridas
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Figura 20. Modalidades de nanovectores: nanoparticulas ceramicas, nanoparticulas
hibridas, y sus variantes con cargos reporteros.

Se realizaron distintos analisis para determinar las caracteristicas principales de los

materiales producidos, como se describe en las siguientes secciones.

2.1. Eficiencia de encapsulamiento

Las nanoparticulas mesoporosas de silice fueron sometidas a cambios de pH, se
incubaron en una solucion acuosa conteniendo el lote de ADN plasmidico purificado v,
posteriormente, fueron agregados los liposomas unilaminares (LUV), obteniendo con esto
las nanoparticulas hibridas. A partir de esto, se analiz6 la eficiencia de encapsulamiento de
plasmido mediante espectrometria UV, la cual permitié estimar la cantidad de ADN

adsorbida en las nanoparticulas y el ADN no encapsulado en los sobrenadantes.

Las siguientes muestras fueron cuantificadas por la técnica mencionada: ADN
plasmidico puro (previamente analizado), nanoparticulas mesoporosas de silice recubiertas
por una bicapa lipidica con PE-rodamina (NHR-ADN) y el sobrenadante No. 1 y No. 2
obtenidos en el protocolo descrito en Metodologia: 2.3.1.2.Adsorcién de ADN vy
encapsulamiento. Cabe mencionar que este método de cuantificacion de ADN puede ser
utilizado en las preparaciones de nanoparticulas, debido a que la silice mesoporosa no

presenta absorcion en este rango de longitud de onda.
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En la Tabla 8 se muestran los valores numéricos adquiridos, a partir de los cuales se

determind el porcentaje de eficiencia de encapsulamiento, mostrado en la Ecuacion 1.

Tabla 8. Valores obtenidos de la cuantificacion de ADN plasmidico, LUV con PE-
rodamina, nanoparticulas hibridas con rodamina(NHR-ADN) y los sobrenadantes (1 y 2)
obtenidos de la produccion de nanoparticulas hibridas.

Grupo Concentracion [ng/ul]
Plasmido pCX::GFP-GPI2 1389.63
NHR-ADN 418.80
Sobrenadante No. 1 498.39
Sobrenadante No. 2 238.57

Ecuacién 1
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Tabla 8. Valores obtenidos de la cuantificacion de ADN plasmidico, LUV con PE-
rodamina, nanoparticulas hibridas con rodamina(NHR-ADN) y los sobrenadantes (1 y 2)
obtenidos de la produccion de nanoparticulas hibridas.

Grupo Concentracion [ng/ul]
Plasmido pCX::GFP-GPI2 1389.63
NHR-ADN 418.80
Sobrenadante No. 1 498.39
Sobrenadante No. 2 238.57

% Eficiencia de encapsulamiento = (ADN total-ADN no encapsulado) (100)
(ADN total)

Siendo
ADN total = 1389.63 %,q

ADN no encapsulado(Sobrenadantes) = 498.39 %Iq+238.57 %Iq =736.96 %Iq

Entonces
% Eficiencia de encapsulamiento = 46.97%

Ecuacion 1. Porcentaje de eficiencia de encapsulamiento a partir de los valores obtenidos
por espectrometria UV (Dastan & Turan, 2004).

Dado lo anterior, se determiné que hay una adsorcion de casi la mitad de ADN
plasmidico puro. Esto implica que la adsorcion no tiene un porcentaje tan eficiente, sin
embargo, se especul6 que la cantidad de ADN adsorbida en las nanoparticulas pudo resultar
conveniente para las pruebas de transfeccidn, ya que en la literatura se ha reportado una
eficiencia de encapsulamiento de aproximadamente 40% para agentes quimioterapéuticos

como Gemcitabina (Meng et al., 2015).
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2.2. Caracterizacion del nanovector hibrido

2.2.1. Microscopia de epifluorescencia

Inicialmente, se planted analizar la estabilidad de encapsulamiento del fluorocromo
calceina en las nanoparticulas y la interaccion de estas particulas con células, sirviéndose de
la fluorescencia de esta molécula, con el fin de definir la modalidad de nanoconstruccion
mas conveniente para las posteriores pruebas de transfeccion al encapsular ADN

plasmidico.

Se obtuvieron nanoparticulas de silice mesoporosa (SiNP) funcionalizadas de tres

modos, las cuales se denominaron como sigue:

a) SiNP no hidrofilicas: Nanoparticulas incubadas con calceina.

b) NC-Cal: Nanoparticulas tratadas para obtener una superficie mas hidrofilica
(proceso  descrito en Metodologia: 2.3.1.2.Adsorcion de ADN vy

encapsulamiento), e incubadas con calceina.

¢) NH-Cal: Nanoparticulas tratadas para obtener una superficie mas hidrofilica
(proceso  descrito en Metodologia: 2.3.1.2.Adsorcion de ADN vy

encapsulamiento), incubadas con calceina y recubiertas con una bicapa de lipidos.

Para explorar si el encapsulamiento de calceina presentaba estabilidad en estas tres
modalidades, las nanoparticulas fueron suspendidas en PBS 0.25X y la suspension fue
observada con un microscopio de epifluorescencia. En la Figura 21 se muestran las

imagenes obtenidas.
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Figura 21. Microscopia de epifluorescencia para el anlisis de suspensiones de
nanoparticulas con calceina. A) SiNP no hidrofilicas, BYNC-Cal, C)NH-Cal.

La resolucion de un microscopio 6ptico no permite observar nanoparticulas individuales;
sin embargo, es posible observar si la marca verde fluorescente de la calceina es retenida en
las particulas, que forman agregados, o bien si es liberada al medio, produciéndose un
patrén difuso de la fluorescencia. En primera instancia, se observd que las nanoparticulas
no sometidas al protocolo de modificacién de superficie (SINP no hidrofilicas) no
encapsulan la carga de calceina de manera estable, mostrando un aspecto no pulcro en la
muestra y generando fluorescencia en practicamente todo el medio (Fig. 21A). A su vez, la
modalidad en donde las nanoparticulas fueron tratadas para tener una superficie mas
hidrofilica (NC-Cal), mostraron mayor definicion en la estructura de las nanoparticulas,

aunque también se observaron rastros de fluorescencia de calceina no encapsulada (Fig.

- 66 -



CARRASCO GONZALEZ, D.G. RESULTADOS Y DISCUSION

21B). Finalmente, se observa que la carga de calceina en el lote de nanoparticulas hibridas
(NH-Cal) se encuentra confinada en zonas bien definidas, indicando una buena estabilidad
en la encapsulacion (Fig. 21C). Este fue el indicativo por el cual se decidi6 continuar con la
produccion de las nanoparticulas hibridas con el proceso para mejorar la hidrofilia en la

superficie, buscando con esto mantener el confinamiento de material genético.

2.2.2. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica que consiste en analizar la dispersion generada
por la interaccion de las moléculas de un material con determinada radiacién
electromagnética, permitiendo analizar la diversa composicion de materiales de forma
simultanea y generando con esto un control de calidad en productos farmacéuticos

(Caballero Gonzalez, 2013) al definir los componentes esenciales de una muestra.

Inicialmente, se consideraron las estructuras de cada uno de los componentes,
mostradas en la Figura 22, Figura 23 y Figura 24, esperando encontrar las bandas

caracteristicas en el espectro Raman de cada muestra.

En la Figura 25 se muestran los espectros Raman de las nanoparticulas de silice (SiNP),
de los liposomas catiénicos unilaminares (LUV) y de la construccion supramolecular (NH-
ADN), la cual contiene también plasmido encapsulado. Las bandas caracteristicas
(Kocisova et al., 2013; Socrates, 2001) de estas muestras se describen conforme a sus tipos

de vibracion en la Tabla 9.
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Figura 24. Estructura quimica del lipido PC, resaltando sus grupos funcionales.
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Figura 25. Espectroscopia Raman de SiNP, liposomas catidnicos (LUV) y nanoparticulas
hibridas con ADN plasmidico (NH-ADN).

Tabla 9. Bandas caracteristicas de cada material analizado por espectroscopia Raman.

Banda NuUmero de onda Tipo de vibracion
[cm™]
1 ~486
2 ~786 Si-O-Si
3 ~980
4 1330 Grupo Hidroxilo O-H
5 ~1450 Estiramiento simétrico CH»
6 ~1655 Estiramiento C=C
7 ~2850
8 ~2900 Estiramiento simétrico CH»
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9 ~2935

10 ~3175 Estiramiento de enlace
simétrico N-H

Dados los grupos funcionales de los compuestos analizados, se esperaba obtener
determinadas bandas caracteristicas de cada muestra. En el caso de las nanoparticulas de
silice, u 6xido de silicio, se encontraron las bandas de absorcion caracteristicas de enlaces
de silicio y oxigeno (Si-O-Si), con bandas bien definidas en el espectro a 486, 786 y 980

cm™ (Cattaneo et al., 2016).

Por su parte, en el espectro de los liposomas unilaminares (que contienen DOTAP y PC),
se observan sefiales de enlaces sencillos (C-C) y dobles (C=C), asi como sefales que
pueden ser atribuidas a distintos grupos funcionales de estos componentes, como amina,
éster, éter y fosfatidilcolina (Kocisova et al., 2013). En el anélisis del espectro Raman, se
encontraron enlaces C-C y C=C, enlaces CH, y grupos amina (N-H), todos ellos
correspondientes a grupos funcionales que forman parte de las estructuras quimicas en los

liposomas.

Como esperado, en el espectro de las nanoparticulas hibridas (NH-ADN) se observaron
bandas caracteristicas tanto de liposomas cationicos (enlace N-H), como de nanoparticulas

de silice (estiramiento Si-O-Si).

Con este analisis podemos definir que las nanoparticulas hibridas contienen los dos
materiales utilizados: la silice mesoporosa y los lipidos que componen los liposomas

utilizados para el recubrimiento.
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2.2.3. Microscopia electrdnica de transmision

Las imagenes capturadas por esta técnica son obtenidas por el paso de un haz de
electrones sobre la muestra y son magnificadas con alta resolucion, permitiendo observar
estructuras a escalas nanométricas para obtener informacion respecto al tamafio y
morfologia de las muestras analizadas. En este trabajo se aplica esta técnica para analizar la

estructura de las modalidades de nanoparticulas producidas.

Se caracterizaron los liposomas unilaminares (LUV), las nanoparticulas mesoporosas de
silice (SINP), las nanoparticulas de silice con ADN adsorbido (NC-ADN) vy las
nanoparticulas de silice con ADN vy recubrimiento de lipidos (NH-ADN). Las imagenes
representativas de cada grupo se muestran a distintas escalas nanométricas en la Figura 26
y la Figura 27. A partir de estos andlisis se observa que las nanoparticulas mesoporosas de
silice tienen una superficie muy definida y una estructura esférica, los liposomas son
esféricos y un poco traslicidos y las modalidades NC-ADN y NH-ADN tienen una
superficie distinta a las SiNP, que indica cambios superficiales conferidos por las
biomoléculas, ya sea el ADN plasmidico y/o los liposomas catiénicos sobre la estructura
esférica. De acuerdo con estos andlisis, el ADN plasmidico quedaria encapsulado en la
superficie hidrofilica de los mesoporos, pero también adsorbido sobre la superficie de las

particulas.

Al analizar la talla de las nanoparticulas, se observO que las nanoparticulas
funcionalizadas con ADN y con liposomas presentan tallas maximas superiores a las
ceramicas de origen. Notablemente, las nanoparticulas hibridas (NH-ADN) parecen tener
una mayor homogeneidad en la distribucion de tamafio que las nanoparticulas mesoporosas

de silice sin el recubrimiento lipidico (NC-ADN). Es probable que estas caracteristicas se
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relacionen con un mayor confinamiento del cargo (ADN) dentro del nanovector en las
nanoparticulas recubiertas por una bicapa lipidica, lo cual indicaria una clara ventaja para
evitar la eliminacion o degradacion del ADN en el nanovector (Resnier et al., 2013). Estos
resultados muestran, como era lo esperado, que las nanoparticulas hidrofilicas e hibridas
tienen mejores caracteristicas como acarreadoras de material nucleico para fines de

transfeccion.

Figura 26. Comparacion de morfologia y tamafio de iméagenes obtenidas por la técnica de
caracterizacion TEM a escala de 100 nm. A) Liposomas cationicos, B) Nanoparticulas
mesoporosas de silice, C) Nanoparticulas mesoporosas de silice con ADN y D)
Nanoparticulas hibridas con ADN.
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Figura 27. Comparacion de morfologia y tamafio de iméagenes obtenidas por la técnica de
caracterizacion TEM a escala de 200 nm. A) Liposomas cationicos, B) Nanoparticulas
mesoporosas de silice, C) Nanoparticulas mesoporosas de silice con ADN y D)
Nanoparticulas hibridas con ADN.

2.3. Interaccion de nanoparticulas con células HEK 293

2.3.1. Adhesion e internalizacion

El primer paso para promover la internalizaciébn de un nanovector es definir la
interaccion de éste con la superficie de la célula. De acuerdo con varios reportes, una carga
catiénica en la superficie de las nanoparticulas permite promover la adhesion a la
membrana con carga negativa de células eucariontes debido a la atraccion de cargas
(Audesirk et al., 2013). Para analizar la adhesion e internalizacion de estas construcciones
en células eucariontes, se realizaron incubaciones de cada una de ellas con células HEK

293 cultivadas en monocapas. Estas células, pertenecientes a una linea celular derivada de
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rifidén de embrion humano, representan una linea tipica de células adherentes y pueden
tomarse como modelo para explorar la internalizacion de nanovectores en células no
fagociticas de un tejido. Con el uso de calceina y PE-rodamina, en conjunto con el marcaje
de ndcleos con DAPI, se analizd, por medio de la captura de imagenes confocales en
distintos planos, si las particulas eran internalizadas en las células o simplemente se
adherian a su superficie. En la Figura 28 se observa que, si las células son incubadas con
nanoparticulas, y lavadas antes del andlisis microscopico, la fluorescencia verde de la
calceina encapsulada queda en contacto con las células Unicamente cuando las
nanoparticulas se han funcionalizado con lipidos cationicos (Fig. 28B). En contraste, el uso
de nanoparticulas con calceina (Fig. 28A) no genera contacto del fluorocromo con las
células. Cabe destacar que la falta de visualizacion de calceina se puede deber a la pérdida

del cargo de las nanoparticulas en el medio.

Figura 28. Ensayo de adhesidn de nanoparticulas con células HEK 293. Los ensayos
fueron incubados por 24 hrs. y las muestras fijadas fueron analizadas por microscopia
confocal. A) Nanoparticulas de silice con calceina (NC-Cal), B) Nanoparticulas hibridas
con calceina (NH-Cal).
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En el ensayo de internalizacion, el propdsito era el de observar la posible localizacion de
particulas internalizadas en el plano focal del ndcleo celular, discriminando una
localizacion intracelular de la superficie de la membrana plasmatica. Debido a esto, se
realizd una nanoconstruccion de nanoparticulas de silice cargadas con ADN plasmidico,
previamente incubado con el reactivo DAPI, y PE-rodamina en el recubrimiento de
liposomas unilaminares, generando que el cargo de las nanoparticulas tuviera fluorescencia
azul y su recubrimiento de lipidos fuera rojo fluorescente. En la Figura 29 se observa el
resultado de estos experimentos. Un exceso de DAPI permite que, ademas de marca
fluorescente azul en el plasmido encapsulado, el marcador sea liberado (a partir de
nanoparticulas internalizadas) para localizacion del nucleo celular. Por otro lado, la marca
de lipidos en la superficie de las nanoparticulas (en rojo), permite observar si las bicapas
lipidicas del nanovector son integradas en las membranas celulares, y si estas marcas
colocalizan con material nucleico. Como puede observarse en la Fig. 29D, en algunas
regiones se observo colocalizacion de ambos marcadores (ADN vy lipidos fluorescentes) en
estructuras internalizadas, pero ajenas al nudcleo, lo que permite sugerir que las
nanoparticulas han sido internalizadas, y su ADN permanece protegido dentro de ellas. En
todo caso, la presencia de fluorescencia azul fuera del nacleo, pero en el mismo plano focal
y dentro del contorno celular, soporta la entrada de plasmido via esta nanoconstruccion.
Cabe destacar que, tanto en el ensayo de adhesion como en el de internalizacion, las
nanoparticulas hibridas parecen conferir una gran estabilidad del cargo, ademas de

adherencia e interaccion con las células.

-75 -



CARRASCO GONZALEZ, D.G. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 29. Ensayo de internalizacion de nanoparticulas en células HEK 293 por 24 hrs.
analizado por microscopia confocal. A) Fluorescencia roja de liposomas catidnicos
marcados con PE-rodamina, B) Campo claro de células, C) Fluorescencia en azul de ADN
plasmidico con DAPI en el nucleo celular, D) Imagen en conjunto de A), B) y C).

2.3.2. Transfeccion con el plasmido pCX::GFPGPI2

La transfeccion consiste en introducir material genético en células eucariontes para su
posterior expresion, por lo cual, al utilizar un plasmido que contiene un gen reportero, la
transfeccidn exitosa implica la produccion de una proteina a partir del mismo, que en este
caso es la proteina verde fluorescente. En la Figura 30 se visualiza, por microscopia
confocal, la transfeccion exitosa de células HEK 293 al utilizar el nanovector hibrido con

ADN (NH-ADN).
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Figura 30. Expresion de la proteina verde fluorescente con el uso de nanoparticulas
hibridas con ADN (NH-ADN) en células HEK 293 vista por microscopia confocal. A)
Campo oscuro, B) Campo claro con contraste de interferencia diferencial.

Asimismo, se analizaron las otras modalidades manejadas (control, ADN plasmidico y
nanoparticulas con ADN sin recubrimiento lipidico) y no se observo fluorescencia verde, el
indicativo de transfeccion (datos no mostrados), por lo cual las nanoparticulas hibridas con
ADN resultaron ser el tnico método con transfeccion exitosa en células no fagociticas. Sin
embargo, el numero de células transfectadas observado fue reducido, por lo cual se plante6
la mejora de eficiencia de transfeccion, procediendo a explorar el uso de este nanovector

combinado con ondas de choque.

3. Permeabilizacion e internalizacion de nanovectores mediante ondas de
choque
Anteriormente, en el Laboratorio de Ondas de Choque del Centro de Fisica Aplicada y

Tecnologia Avanzada (CFATA), Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
campus Juriquilla, Querétaro, en colaboracion con el Laboratorio de Nanobio-éptica de la
misma sede, se han realizado pruebas de sonoporacion con células inmortalizadas de la
linea HEK 293 y de la linea MCF-7, comprobando la permeabilizacibn membranal

transitoria y, por ende, proponiendo esta técnica como un método factible de transfeccion.
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Estos resultados son el precedente que establece las condiciones de permeabilizacion aqui
evaluadas (180 a 500 ondas de choque con una amplitud del pulso de presion positiva (p*)

de 26 a 33 MPa).

3.1. Supervivencia de células HEK 293 post-tratamiento con ondas de
choque

La insercion de material extracelular por cavitacion acustica se basa en un fenémeno en
donde las microburbujas en la vecindad de las células crecen y colapsan. Durante su
colapso, las burbujas producen ondas mecéanicas de alta amplitud conocidas como ondas de
choque y también generan chorros de liquido a altas velocidades, llamados “microjets”,
afectando la superficie de objetos sdlidos cercanos. En una suspension de células, los
“microjets” producen perturbaciones, generando permeabilidad transitoria en las
membranas celulares o muerte celular, dando como consecuencia la reduccion en el nimero
de células. Dado lo anterior, se realizd un andlisis de supervivencia celular posterior al

tratamiento con ondas de choque, y se obtuvo la informacion graficada en la Figura 31.

Figura 31. Supervivencia de células HEK 293 expuestas a diferente nimero de ondas de
choque (p* = 33 MPa).
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Teniendo como principal objetivo mejorar la eficiencia de transfeccion mediante la
combinacion de ondas de choque y la entrega con las nanoparticulas hibridas, se fijaron
condiciones de 120 ondas de choque con una intensidad 15 ( p* =33 MPa), cuyos efectos
presentan menor reduccidon en la supervivencia celular (aproximadamente 36%), para

observar si con estas condiciones era posible internalizar nanoparticulas.

3.2. Efectos de nanoparticulas ceramicas sobre la supervivencia celular
post-aplicacion de ondas de choque

En primera instancia se exploré si la presencia de nanoparticulas durante el tratamiento
con ondas de choque tenia efectos sobre la supervivencia celular, por lo cual, 1 x 10°
células de la linea HEK 293 fueron sometidas al tratamiento de 0 y 120 ondas de choque
con intensidad 15 (p* = 33 MPa). Se exploraron nanoparticulas con las distintas
modalidades de funcionalizacion: nanoparticulas de silice sin cargo (NC), nanoparticulas
hibridas sin cargo (NH), nanoparticulas funcionalizadas con ADN (NC-ADN) vy
nanoparticulas de silice con ADN y recubrimiento lipidico (NHR-ADN). Posterior al
tratamiento con ondas de choque, se realiz6 un conteo de células con cAmara de Neubauer
(Figura 32), a partir del cual se determin0 el porcentaje de viabilidad celular de cada grupo
mostrado en la Figura 33. Este analisis determind, como esperado, una reduccion
importante en el nimero de células viables después del tratamiento con las ondas de
choque. El grupo tratado con 120 ondas de choque muestra una reduccion hasta
aproximadamente un 60% de células viables, comparado con el grupo control (no tratado
por ondas de choque). Aungue esta reduccion es considerable, las células que permanecen
después del tratamiento pueden ser monitoreadas en cuanto a fendmenos de

permeabilizacion y transfeccion. Sin embargo, las células tratadas con ondas de choque en
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presencia de nanoparticulas de silice sin recubrimiento presentaron un incremento
exacerbado en su mortalidad. La aplicacion de 120 ondas de choque en suspensiones
celulares en presencia de nanoparticulas desnudas produjo un decremento de viabilidad

celular hasta un 25%.

Hasta ahora, los métodos fisicos de transfeccion que involucran cavitacion acustica han
sido combinados con nanovectores hechos con lipidos anfipaticos, tales como los
liposomas, los lipoplex (Millan-Chiu et al, 2014) y las microburbujas (Bekeredjian et al.,
2007). Los resultados presentados aqui muestran que la presencia de nanoparticulas de
materiales densos en combinacion con fendmenos de cavitacién acustica producen una
mortalidad muy alta , por lo cual se descarté su uso. Ademas de esto, el analisis estadistico
ANOVA de una via (Post hoc Duncan) del sofware SPSS Statistics version 21, determind
que, con 120 ondas de choque, la cantidad de células con nanoparticulas sin recubrimiento

y sin ADN (NC) son estadisticamente diferentes al control (p < 0.05).

De manera sorpresiva, la funcionalizacion de las nanoparticulas de silice con
biomoléculas, en este caso ADN plasmidico y/o fosfolipidos arreglados en bicapa lipidica,
redujo la mortalidad producida por las ondas de choque en presencia de nanoparticulas.
Como puede verse en las graficas de la Figura 32 y de la Figura 33, la funcionalizacion
con estas estructuras en la superficie de las ceramicas permitid revertir la mortalidad y
alcanzar los niveles de mortalidad atribuidos al tratamiento fisico por si solo. Estos
resultados representan un punto determinante para el manejo del nanovector con
recubrimiento lipidico en conjunto con ondas de choque debido a que resultd ser una via no
nociva en las células, es decir, la viabilidad fue similar para el grupo sin nanoparticulas

(control) y para el grupo incubado con nanoparticulas hibridas con rodamina y ADN
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(NHR-ADN), indicando gue no hay una reduccién significativa en la cantidad de células y
que resulta ser un vector viable para no generar mortalidad mas alla de la generada por

ondas de choque.

Figura 32. Cantidad de células (1 x 10*/ml) de la linea HEK 293 post-tratamiento con 120
ondas de choque con intensidad 15, mostrando cada tratamiento respecto a un control sin
ondas de choque para analizar los efectos del método en conjunto. La diferencia entre el
grupo control y las nanoparticulas desnudas es estadisticamente significativa (**p< 0.05)
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Figura 33. Viabilidad celular en la linea HEK 293 post-tratamiento con 120 ondas de
choque con intensidad 15 (p* = 33 MPa), mostrando la tasa de supervivencia de células
sometidas a distintas modalidades de nanoparticulas respecto a su propio control de
tratamiento sin ondas de choque.

3.3 Transfeccion de células empleando nanovectores hibridos y ondas de

choque

Después de haber seleccionado las nanoparticulas compatibles para tratamientos por
ondas de choque, se procedioé a analizar su capacidad para acarrear material genético al

interior de células tratadas por ondas de choque.

En esta etapa, se utilizé un control, plasmido pCX::GFP-GPI2 y nanoparticulas hibridas

recubiertas por liposomas con rodamina y con ADN de cargo.

Inicialmente, se cultivaron 5 x 10° células en cajas Petri de cada grupo, para analizar
fluorescencia por medio de citometria de flujo y 3 x 10* células en cajas Fluorodish, para
observar por microscopia confocal, por un periodo de 24 hrs. En la Figura 34 se muestra la

transfeccion de células HEK 293, analizada por medio de la expresion de proteina verde
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fluorescente. Las células fueron analizadas en microscopia confocal de campo oscuro y de
contraste de fases mediante el método de Nomarsky (DIC, del inglés Differential
Interference Contrast). Cabe destacar que la expresion del transgen resulta evidente en los
grupos tratados con ondas de choque en presencia de plasmido desnudo, asi como en
células tratadas con nanoparticulas hibridas con ADN (Fig. 34B y 34D), pero la expresion
resultd significativamente superior cuando ambos métodos, el uso de nanoparticulas

hibridas y las ondas de chogue, fueron combinados (Fig. 34D).

Las imagenes obtenidas de NHR-ADN tienen fluorescencia verde y roja, esta ultima
debido a que se utilizd PE-rodamina con el recubrimiento de lipidos en las nanoparticulas,
provocando con esto la interaccion de las bicapas lipidicas del nanovector con aquellas de
la célula, como se observa por medio de la colocalizacion de fluorescencia roja y verde en
algunos sitios (Fig. 34C y 34D). La fluorescencia verde encontrada en la membrana celular
se debe a que la expresion del plasmido pCX::GFP-GPI2 (que se encuentra en las
nanoparticulas hibridas) se presenta en esta zona, debido a que el gen que codifica para la
GFP se expresa fusionado con un puente transmembranal del tipo glicosilfosfatidilinositol o

GPI (Camacho Banda, 2012).
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—
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Figura 34. Microscopia de fluorescencia de células tratadas para transfeccion con el
plasmido pCX::GFP-GPI2. Células con plasmido desnudo tratadas con 0 (A) y 120 ondas
de choque (B); células con nanoparticulas hibridas que contienen plasmido encapsulado y

PE-rodamina, tratadas con 0 (C) y 120 ondas de choque (D).

A fin de contar con una medicion estadistica, se realizo el andlisis de la expresion de
GFP por citometria de flujo. En la Figura 35 se muestran imagenes tipicas de células
analizadas por citometria de flujo, mediante graficos de dispersion de luz hacia el frente
(FSC), parametro relacionado con el tamafo, y la dispersion de luz hacia los lados (SSC),
la cual se relaciona con la complejidad de la célula. Para analizar poblaciones celulares, se

hace uso de ventanas o subpoblaciones, en este caso para definir células libres de debris.
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En estos analisis, el nivel de autofluorescencia verde en células control fue utilizado para
delimitar un umbral en el eje de fluorescencia (a partir de una grafica de fluorescencia vs.
tamafo) y estimar el porcentaje de las subpoblaciones con expresion positiva de la GFP
(Figura 36). En las gréaficas se puede observar que los grupos expuestos a ondas de choque
presentan mayor fluorescencia que el experimento control. EI grupo con mayor cantidad de
células fluorescentes fue el tratado mediante NHR-ADN en conjunto con 120 ondas de

choque.

Para definir la expresion de proteina verde fluorescente de manera cuantitativa se obtuvo
la intensidad media de fluorescencia (MFI, siglas en inglés mean fluorescence intensity) en
cada experimento. En la Figura 37 se muestran los porcentajes de fluorescencia verde con
la MFI, obtenidos por citometria de flujo. Al exceder la MFI del grupo control, las células
de la modalidad de plasmido y de nanoparticulas hibridas (NHR-ADN) indican presencia

de la proteina verde fluorescente.

A partir de los conteos celulares determinados por el software de citometria (BD Accuri
C6 Software), se obtuvieron valores que se analizaron por ANOVA de una via (Post Hoc
Duncan) en el sofware SPSS Statistics version 21 y se determiné la diferencia estadistica de
las nanoparticulas hibridas respecto de todos los demas grupos (p < 0.1). Asi, la citometria
de flujo permitid definir el porcentaje de transfeccion y los niveles comparativos de
expresion del transgen. En estos analisis puede observarse que el método de transfeccion
combinando del uso de nanoparticulas y de ondas de choque produjo un aumento de 5.5
veces (1.1/0.2) el porcentaje de células transfectadas, en comparacion con la transfeccion
utilizando plasmido desnudo, y un aumento de 2.75 veces (1.1/0.4) el porcentaje de

transfeccidn, comparando con la obtenida mediante ondas de choque.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la grafica de la Figura 37, se observa un comparativo de cada grupo respecto a su
control y destaca el grupo NHR-ADN con 120 ondas de choque, el cual tuvo un mayor

porcentaje de intensidad de fluorescencia en comparacion con los demas grupos,

confirmando el resultado observado en microscopia confocal.

Todos los resultados de este apartado, permitieron confirmar que el grupo con mayor
expresion de la GFP-GPI fue el del método combinado (NHR-ADN con 120 ondas de

choque), dando las bases para afirmar que se cumple la hipdtesis y los objetivos del

presente trabajo.

Control 0 0.C

ontrol 0 OC HEK293

36.1%

Ssc.

A

SscC

Control 120 0.C

FSC

B

Figura 35. Poblacion delimitada para anélisis de citometria de flujo de la linea HEK 293.
A) Control con 0 ondas de choque, B) Control con 120 ondas de choque.
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Figura 36. Graficas de intensidad media de fluorescencia (IMF) contra tamafio (FSC)
obtenidas por citometria de flujo. A) y D) Control, B) y E) Plasmido, C) y F)
Nanoparticulas hibridas con PE-rodaminay ADN (NHR-ADN). A), B) y C) con 0 ondas de
choque y D), E) y F) con 120 ondas de choque.
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Figura 37. Intensidad de fluorescencia media (IMF) de la subpoblacion verde fluorescente

de cada experimento de transfeccion. Diferencia estadistica entre el grupo con
nanoparticulas hibridas con ADN y las demas modalidades (*p < 0.1).
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CONCLUSIONES

Gracias a la preparacion de distintas construcciones (nanoparticulas de silice con y sin
recubrimiento lipidico) y a los distintos cargos manejados (calceina, ADN con DAPI y
ADN), se lograron definir distintas caracteristicas del vector supramolecular, como su
capacidad de encapsulamiento, su interaccién con membranas celulares y la eficiencia de

transfeccion.

Los métodos de caracterizacion utilizados otorgaron informacion fundamental respecto
al tamafio, morfologia y encapsulamiento de las nanoparticulas hibridas. A partir de la
informacidn adquirida, se definié que el tamafio cumple con el rango establecido para evitar
la eliminacion o degradacion del nanovector hibrido (Resnier et al., 2013) con una talla
aproximada de 220 nm, que tienen estabilidad debido al confinamiento adecuado del cargo

y que su estructura permitid la interaccion buscada con células eucariontes.

En particular, la técnica de espectroscopia Raman permitié definir los componentes del

nanovector producido, tomandolo como un control de calidad de las preparaciones.

Los analisis de supervivencia de las células tratadas con ondas de choque en presencia de
nanoparticulas hibridas revelaron que el recubrimiento de biomoléculas reduce la toxicidad

en particulas duras al ser usadas en conjunto con sonoporacion.

Comparado con las demas modalidades estudiadas, las nanoparticulas hibridas en
conjunto con el uso de ondas de choque resultaron ser el método con mayor eficiencia de
transfeccidn, tanto en el nimero de células transfectadas como en expresion genética, y un
sistema viable para la internalizaciébn de material genético, vislumbrandolo como un

método adecuado para la posible aplicacion en terapia génica.
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Como perspectiva, se propone establecer los pardmetros dptimos para la transfeccion de
células HEK 293 con nanoparticulas hibridas en conjunto con ondas de chogue, buscando
asimismo una dosis adecuada para incrementar la tasa de transfeccién y supervivencia
celular. Ademas, considerando este método combinado como idoneo, se plantea explorar el

uso de esta estrategia de transfeccion en otros sistemas celulares tanto in vitro como in vivo.
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