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RESUMEN

La expresion de proteinas o moléculas de RNA en tejidos y células de mamiferos a partir de
acidos nucleicos recombinantes transferidos, para perseguir fines diagndsticos, terapéuticos o
preventivos, se ha instalado como un prometedor enfoque médico y veterinario, ya sea como accion
primaria de intervencion, o como complemento a otros procedimientos disponibles (Anguela & High,
2019). Sin embargo, la transfeccion de acidos nucleicos en células de mamiferos es un proceso
complejo que requiere de procedimientos y compuestos que permitan obtener una alta selectividad,
baja toxicidad y alta eficacia (High & Roncarolo, 2019; Lanigan et al., 2020). Estos métodos se
pueden clasificar segun los mecanismos empleados, lo cual incluye a sistemas de administracion
virales (biologicos) o no virales (fisicos o quimicos) (Patil et al., 2019). Se ha visto que varios de estos
procedimientos funcionan en escala laboratorio, pero son dificiles de aplicar en la practica clinica, no
solo por su limitada eficacia, sino también por requerir de instrumental especifico y metodologias
complejas.

Actualmente, los métodos de mayor interés para lograr estos objetivos son los no virales dado
que presentan ventajas de produccion, seguridad y respuesta (Zu & Gao, 2021). Concretamente,
destacan aquellos que utilizan nanoportadores de composicidon organica para llevar a cabo la
transfeccion, debido a sus propiedades fisico-quimicas, su amplia utilidad y versatilidad en cuanto a
disefio y mecanismos de accion. Sin embargo, muchos tienen limitaciones debido a su inestabilidad y a
las barreras naturales que presentan los seres vivos (Miron-Barroso et al., 2021). Por ello, se buscan
modelos que optimicen estos procesos, destacando las nanoparticulas inorganicas por su adaptabilidad,
estabilidad y capacidad de llevar cargas genéticas cuando estan funcionalizadas. Esto las posiciona
como grandes candidatas a ser las elegidas en el campo de los acidos nucleicos terapéuticos,
conformando una alternativa a los sistemas mas estudiados. Ademas, sus peculiares caracteristicas
ante distintos estimulos, tanto externos como internos, les hacen tener gran variacion de disefios que
optimizan la entrada del material genético en la célula con gran eficacia (Mitchell et al., 2021).

El presente proyecto propone estudiar algunos de estos sistemas, particularmente los
hidroxidos dobles laminares (LDH), como una alternativa a los métodos no virales convencionales,
con la perspectiva de llevarlos a la practica clinica. Las LDH son materiales arcillosos anioénicos con
una estructura de capas cargadas positivamente por hidroxidos metalicos, conteniendo aniones y
moléculas de agua en su capa intermedia (Karmakar etal., 2022). Se presenta la sintesis y
caracterizacion de LDH de magnesio-aluminio intercalados con cloruro (MgAl-Cl LDH) capaces de
cargar ADN mediante una reaccion de intercambio aniénico. La evaluacion de estos nanomateriales
como sistemas de administracion génica en lineas celulares de mamiferos reveldé que las MgAl-Cl
LDH presentaron menor citotoxicidad en comparaciéon con agentes poliméricos de transfeccion
comunes. Sin embargo, su eficiencia de transfeccion se vio limitada en las lineas celulares CHO-K1 y
A-375, indicando desafios en la superacion efectiva de las barreras para la entrega de acidos nucleicos
bajo las condiciones ensayadas. Es necesario profundizar en la comprension de estas limitaciones y
desarrollar estrategias mejoradas para superar las barreras intracelulares, con el objetivo de mejorar la
eficiencia de transfeccion.



ABREVIATURAS

AAV = Virus adenoasociados

ADN = Acido Desoxirribonucleico

ADNdc = ADN doble cadena
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ADNp = ADN plasmidico
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ARNi = RNA de interferencia
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EEF1A1 = Factor de elongacion de la traduccion eucariota 1 alfa 1
EGFP = Enhanced Green Fluorescent Protein
EMA = European Medicines Agency

EPF = Enfermedades Poco Frecuentes

EPR = Efecto de permeacion y retencion mejorada
EtBr = Bromuro de Etidio

EtOH = Etanol

FDA = Food and Drug Administration

g = Gramos

HDR = Homology-Directed Repair

IC = Intracelular

IONP = Nanoparticulas de 6xido de hierro

kbp = Kilo pares de bases

kDa = Kilodaltons

LNP = Nanoparticulas Lipidicas

LV = Lentivirus

M = Molar

MCS = Multiple Cloning Site

mg = Miligramo

MgAI-Cl LDH = Hidréxidos Dobles Laminares de magnesio-aluminio intercalados con cloruro
MgCl,.6H,0 = Cloruro de Magnesio hexahidratado
miARN = micro ARN

mL = Mililitro

mM = Milimolar

N = Normal

NaCl = Cloruro de Sodio

NaOH = Hidroxido de Sodio

ng = Nanogramo

NHEJ = Non-Homologous End Joining

nm = Nanometros

MSN = Nanoparticulas de silice mesoporosa
MTOC = Centro organizador de microtubulos
MWCNT = Nanotubos de carbono de pared multiple

NLS = Senal de Localizacion Nuclear



NPs = Nanoparticulas

ON = Over Night

ORF = Open Reading Frame

ORI = Origen de Replicacion

p/v =% peso en volumen

PAM = Protospacer Adjacent Motif

PAMAM = Poli(amidoamina)

pb = Pares de bases

PBAE = Poli(-amino ésteres)

pDMAEMA = Poli[(2-dimetilamino)etil metacrilato]
PE = Prime editing

PEG = Poli(etilenglicol)

pegRNA = ARN guia de edicion principal

PEI = Poli(etilenimina)

PLL = Poli(L-lisina)

RISC = RNA-Induced Silencing Complex

ROS = Especies reactivas de oxigeno

rpm = Revoluciones por minuto

RSV = Virus Respiratorio Sincitial

RV = Retrovirus

SD = Desvio estandar

SDS = Dodecil Sulfato de Sodio

SFB = Suero Fetal Bovino

SFM = Sistema Fagocitico Mononuclear

sgRNA = ARN guia

siARN = ARN pequeiio de interferencia

SLN = Seial de Localizacion Nuclear

SN = Solucién

SPION = Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro
SSB = Rotura de simple cadena

SV40 = Virus Simio 40

SWCNT = Nanotubos de carbono de pared simple
TALEN = Transcription Activator-Like Effector Nuclease
TBE = Tris-Borate-EDTA



Tris-CI = Tris Cloruro

U = Unidades

UBC = Ubiquitina C humana
UV = Ultra Violeta

v/v =% volumen en volumen
ZFN = Zinc Finger Nuclease
pg = Microgramo

uL = Microlitro
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1.1 ENFERMEDADES GENETICAS

Un desorden genético es una afeccidon patologica que se origina por la alteracion de uno o mas
genes en el genoma de un individuo, ya sea heredado o adquirido (Tripathy & Nanda, 2011). Las
enfermedades genéticas pueden verse influenciadas o desencadenadas por una multitud de factores,
que incluyen infecciones bacterianas o virales, alérgenos, teratogenos (como productos quimicos o
radiacion), agresiones fisicas, toxinas o condiciones ambientales. La interaccion del entorno con los
genes puede inducir cambios en su expresion mediante mecanismos epigenéticos, comprometiendo asi
la salud humana (Tiffon, 2018).

Las enfermedades hereditarias humanas, originadas por alteraciones monogénicas, se
encuentran determinadas por los alelos de un unico locus génico, y se transmiten a las generaciones
sucesivas mediante un patron de heredabilidad descripto por las leyes de Mendel (Gonzélez-Lamuiio
& Garcia Fuentes, 2008). La localizacion cromosémica del gen involucrado y las caracteristicas del
fenotipo permiten definir los diferentes patrones de herencia mendeliana. De este modo, los trastornos
dominantes son aquellos donde la portacion de un alelo alterado del gen es suficiente para que se
presente la enfermedad, mientras que los trastornos recesivos requieren de que ambos alelos sean
deficientes para que el individuo se vea afectado (Khan et al., 2015). A su vez, una enfermedad es
autosomica cuando el gen comprometido se localiza en uno de los 22 pares de autosomas, mientras
que si éste se encuentra en un cromosoma sexual se trata de un trastorno ligado al sexo. Por el
contrario, la mayoria de las enfermedades genéticas no siguen un patréon de herencia bien definido, y
su desarrollo deriva de interacciones entre multiples genes afectados y diversos factores ambientales.
Por lo tanto, cada una de las variantes genéticas de susceptibilidad contribuyen a un aumento en el
riesgo de enfermedad, pero individualmente no son suficientes para contraer la misma (Ramirez-Bello,
2019). Dentro de los trastornos complejos o poligénicos mas conocidos se encuentran la enfermedad
de Alzheimer, esclerodermia, asma, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, osteoporosis,
enfermedades autoinmunes, enfermedades renales, enfermedades del tejido conectivo, entre otras.

Las enfermedades poco frecuentes o raras (EPF), también conocidas como enfermedades
huérfanas, son aquéllas que se presentan con escasa frecuencia en la poblacion general y afectan a un
numero reducido de personas en una poblacion determinada. La clasificacion de una enfermedad como
rara puede variar segun la region: en la Union Europea, se considera rara si afecta a una persona entre
2000 (Comisién Europea)’, mientras que en Estados Unidos debe afectar a menos de 200.000 personas
para recibir esta clasificacion (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos,
FDA)®. En Argentina, segun lo establece la Ley 26.689 (articulo 2°)'" se consideran EPF a aquellas
enfermedades cuya prevalencia poblacional es igual o inferior a una en 2.000 personas referida a la
situacion epidemioldgica nacional. Se estima que entre el 3,5% y el 5,9% de la poblacién mundial, lo
que equivaldria a 263 a 446 millones de personas en todo el mundo, se ve afectada por enfermedades
raras (Nguengang Wakap et al., 2020).

Actualmente se describen alrededor de 10.000 enfermedades raras en la literatura médica, y
aun se desconocen las causas de muchas de ellas (Smith et al., 2022). Un 80% de estas enfermedades
raras tiene una base genética identificada, con la implicacion de uno o varios genes y la presencia de
mutaciones tanto en la linea germinal como somatica. Dentro de las EPF de origen genético, muchas
son monogénicas (Posey, 2019) y algunas presentan patrones de herencia no mendeliana, que incluyen
alteraciones epigenéticas (como el sindrome de Beckwith-Wiedemann) y trastornos mitocondriales
(por ejemplo, el sindrome de Rett). Una minoria de estas enfermedades también pueden ser causadas
por factores ambientales, infecciosos o inmunologicos (Braga et al., 2022).
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No hay clasificaciones universalmente validadas para las enfermedades raras. Sin embargo,

ciertas clasificaciones, como la que se expone en la Figura 1, ofrecen una perspectiva integral al

organizarlas jerarquicamente segun las dolencias y afecciones que generan'.

Tabla 1. Clasificacion jerarquica de las Enfermedades Raras en Orphanet (ficheros

accesibles en formato XML, disponibles en version inglesa, http://www.orphadata.

org/cgi-bin/inc/product3.inc.php)

Rare cardiac diseases

Developmental anomalies during
embryogenesis

Inborn errors of metabolism

Rare gastroenterological diseases
Rare neurological diseases

Rare abdominal surgical diseases
Rare hepatic diseases

Rare respiratory diseases

Rare urogenital diseases

Rare surgical thoracic diseases
Rare skin diseases

Rare renal diseases

Rare eye diseases

Rare endocrine diseases

Rare haematological diseases

Rare immunological diseases

Rare systemic and rhumatological
diseases

Rare odontological diseases Rare
circulatory system diseases

Rare bone diseases

Rare otorhinolaryngological diseases
Rare infertility disorders

Rare tumors

Rare infectious diseases

Rare intoxications

Rare gynaecological and obstetric
diseases

Rare surgical maxillo-facial diseases
Rare allergic disease

Teratologic disorders

Rare cardiac malformations

Rare genetic diseases

Figura 1. Clasificacion jerdarquica de las enfermedades raras en segun las dolencias y afecciones que
generan. Recuperado de: Orphanet.

A pesar de los esfuerzos notables realizados en los ltimos afios para promover el desarrollo
de terapias destinadas a enfermedades raras, la mayoria de estas afecciones atn carece de tratamientos
especificos. Actualmente, menos del 5% de las EPF cuentan con tratamientos aprobados, y estos
tienden a abordar los sintomas en lugar de la cura de las patologias subyacentes (Roessler et al., 2021).
No obstante, los avances en biologia molecular y genomica de las ultimas décadas han ampliado las
posibilidades de nuevos enfoques terapéuticos. El tamafio del mercado de tratamiento de enfermedades
raras alcanzé mas de 195.000 millones de dolares en 2022, y se espera que crezca a una tasa
compuesta anual (CAGR, por sus siglas en inglés) del 20% durante el periodo previsto para 2023 y
2031 debido a la creciente investigacion y aprobaciéon de medicamentos™. Una vez que mas terapias
genéticas lleguen al mercado, pueden ser una alternativa a los tratamientos actualmente disponibles
para enfermedades genéticas raras, como los reemplazos de enzimas, los trasplantes autoélogos y las
terapias con anticuerpos (Kaufmann et al., 2018).
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I.2 TERAPIA GENICA

Desde que se introdujo en la década de los 70 del siglo pasado el concepto de tratar una
enfermedad mediante el reemplazo del ADN dafado por uno corregido en el paciente, la terapia
génica ha planteado una revolucion en la medicina. Se define como terapia génica a cualquier
procedimiento mediante el cual se modifican genéticamente las células de un paciente por medio de la
transferencia horizontal de acidos nucleicos, con el propdsito de corregir alteraciones en el ADN y
revertir asi un fenotipo alterado causante de una patologia (Gongalves & Paiva, 2017). A diferencia de
la farmacologia tradicional, las terapias génicas tienen el potencial de corregir los defectos genéticos
subyacentes a una enfermedad, ofreciendo una cura en lugar de simplemente controlar los signos y
sintomas. El mecanismo de accion ocurre a nivel de la transcripcion del ADN a ARN mensajero, o de
la traduccion del ARN mensajero a proteinas; y el efecto terapéutico esta directamente relacionado con
la secuencia de acido nucleico que se administra, o con el producto de la expresion génica de esta
secuencia (Silva, 2022). Por lo tanto, una terapia génica exitosa puede requerir so6lo una dosis Unica
para conferir una mejoria de por vida, eliminando la necesidad de un tratamiento continuo (Gicquel
etal., 2023).

Como agentes terapéuticos, los acidos nucleicos tienen el potencial de intervenir directa o
indirectamente en todas las funciones celulares, permitiendo asi abordar una amplia variedad de
condiciones de enfermedad. En el contexto de la terapia génica, se pueden distinguir tres enfoques
distintos: la terapia de adicion de genes; la terapia de inhibicion o silenciamiento génico; y la edicion
del genoma (Figura 2). El enfoque mas tradicional es la terapia de adicion de genes, que implica la
administracion de copias normales de un gen defectuoso con el fin de restaurar la funcién del mismo
en las células afectadas. Esta estrategia puede ser adecuada para enfrentar enfermedades causadas por
mutaciones con pérdida de funcion, comuin en trastornos genéticos que siguen un patréon de herencia
autosoémico recesivo. En aquellos trastornos genéticos que siguen un patrén de herencia autosdémico
dominante, donde generalmente la mutacion genera una sobreexpresion de ciertos genes, la terapia de
inhibicion génica tiene como objetivo administrar una secuencia inhibidora para eliminar la expresion
del gen alterado que tiene una mutacion de ganancia de funcion. El tercer enfoque, conocido como
edicion del genoma, incorpora herramientas de edicion genética especificas para corregir mutaciones
en el genoma con ganancia o pérdida de funcion. En funcion del enfoque de terapia génica utilizado,
las caracteristicas y composicion de la carga genética varian considerablemente (Sainz-Ramos et al.,
2021).
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a Adiciéon de genes b Silenciamiento de genes

Célula con Célula con Célula con Célula con
pérdida de funcion funcion corregida ganancia de funcion funcion corregida
E— -oX0=
—— — == — -a;- — - — T
/ /
. .
Gen funcional Secuencia inhibitoria

¢ Edicion de genes

Correcion
Célula con Recombinacion
gen defectuoso j Homologa ———> == Célula corregida
- — + Knock-down
Célula defectuosa
- - | Unién de extremos ¥
no homalogos -C><:)—
Transferencia de .
genes de la nucleasa o =)= Alelo no funcional
+ Templado de ADN icion

== Alelo funcional
I — i - Alelo funcional depués de

la insersion génica dirigida

Figura 2. Esquema representativo de la terapia de adicion de genes (A), la terapia de silenciamiento
génico (B) y la edicion del genoma (C). Adaptado de: (Anguela & High, 2019)

Debido a la complejidad del enfoque terapéutico en analisis, éste puede clasificarse de
multiples maneras. En funcion al tipo celular tratado, es posible distinguir la terapia génica de linea
germinal, de la somdtica. En el primer caso, el material genético es integrado al genoma de las células
implicadas en el desarrollo y formacion de lineas germinales (ya sean gametos o embriones
preimplantacionales), y las modificaciones introducidas mediante ingenieria genética son heredables,
siendo una estrategia 1til para tratar enfermedades hereditarias. En cambio, la terapia génica somatica
se encuentra dirigida a células somaticas, y las modificaciones no pasan de generacion en generacion,
sino que su efecto se encuentra restringido al individuo comprometido. Por lo tanto, este enfoque
podria curar una enfermedad genética en el paciente, pero no evitaria la transmision del gen
defectuoso a la descendencia (Gongalves & Paiva, 2017). A pesar que la edicion de la linea germinal
hereditaria humana actualmente no se encuentra aprobada para ensayos clinicos, numerosos estudios
preclinicos han sido llevados a cabo para el tratamiento de enfermedades monogénicas graves (Kratzer
etal., 2022).

Por otra parte, existe otra clasificacion en funcion a la estrategia de transferencia aplicada
(Figura 3), que distingue el enfoque in vivo y ex vivo. La terapia génica ex vivo requiere de la
extraccion de células autdlogas (es decir, de células madre o las células diana que se buscan tratar) o
alogénicas (como las células de un donante no necesariamente histocompatible), para luego ser
aisladas y cultivadas in vitro. Luego de ser modificadas por transferencia de material genético, las
células con el fenotipo de interés son seleccionadas y amplificadas, para ser nuevamente trasplantadas
al paciente. Entre sus mayores ventajas, se encuentra una alta eficacia en la transferencia de la
secuencia de interés y seguridad del paciente, debido a la posibilidad de seleccion de células in vitro
antes de ser infundidas, y al grado de control que puede mantenerse durante el procedimiento. Sin
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embargo, la limitacion en los tipos celulares que pueden ser crecidos en cultivo fuera del organismo,
junto con la complejidad del proceso y los costos elevados de los protocolos requeridos son una
desventaja para este enfoque (Naldini, 2011). Contrariamente, la administracion de genes terapéuticos
directamente al organismo, a través del torrente circulatorio o células de la piel, se conoce como
terapia génica in vivo. A diferencia del enfoque ex vivo, se evitan los obstaculos practicos de
extraccion y manipulacion in vitro. Si bien este enfoque presenta una mayor sencillez respecto a la
terapia ex vivo, presenta dificultades en el control de la transferencia de material genético a las células
diana, y la eficiencia se ve reducida por la imposibilidad de amplificar las células transducidas (Tang
& Xu, 2020).
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Figura 3. Representacion esquematica de la terapia génica in vivo y ex vivo. Las células del paciente
pueden aislarse y modificarse mediante ingenieria genética ex vivo y reintroducirse en el mismo
paciente (derecha), o un paciente puede tratarse mediante la administracion directa de agentes

terapéuticos in vivo (izquierda) utilizando sistemas de administracion virales o no virales. Creado en:

BioRender.

1.2.a. Enfoques de la terapia génica
Terapia de adicion de genes

El polinucledtido mas cominmente utilizado para la terapia de adicion de genes es el ADN
plasmidico (ADNp), una construccion de ADN circular doble cadena, normalmente entre 1,5 y 20 kpb,
que impulsa la expresion transgénica transitoria en el nucleo de las células diana, codificando la
proteina de interés. Se suelen utilizar plasmidos episomales que replican de forma auténoma, con el fin
de reducir el riesgo de mutagénesis por insercion relacionado con los vectores virales. Los plasmidos
de expresion génica se componen de un esqueleto procariota que consiste de un origen de replicacion
(ORI) para la amplificacion del plasmido y un casete de genes de resistencia a los antibidticos para su
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seleccion (o sistema equivalente), y un de casete de expresion eucariota (compuesto por el gen de
interés, un promotor, intrones y un terminador de la transcripcion o senal de poliadenilacion) que
permite la expresion del gen en el hospedador eucariota (Figura 44) (Han et al., 2000). Por lo general,
una transfeccion mediada por moléculas de pPDNA convencionales es moderada y se mantiene activa
durante uno a dos meses. No obstante, tanto el nivel como la duracion de la expresion del transgén
pueden ser mejorados y controlados mediante la eleccion cuidadosa del promotor, la constitucion del
plasmido, su vida media, y la presencia o ausencia de dinucledtidos CpG. Los promotores virales,
como los derivados del citomegalovirus (CMV), el virus respiratorio sincitial (RSV) y el virus simio
40 (SV40) permiten alcanzar altos niveles de expresion en una variedad de lineas células, pero la
misma suele ser transitoria. En cambio, los promotores constitutivos de mamiferos, como el factor de
elongacion de la traduccion eucariota 1 alfa 1 (EEF1A1) y la ubiquitina C humana (UBC) permiten
una expresion persistente del gen terapéutico. Ademas, los elementos que actian en cis, como los
intrones y las sefiales de poliadenilacion, favorecen un aumetno en el nivel y la persistencia de la
expresion de transgen (Yin et al., 2014).

Si bien el esqueleto procariota resulta necesario para la produccion y amplificacion del vector
en bacterias, la entrega de secuencias procariotas innecesarias a una célula eucariota genera un riesgo
de transferencia génica horizontal de los genes de resistencia a antibidticos, respuestas
inmunoestimuladoras mediadas por motivos CpG, y a una expresion transgénica disminuida por
induccion de un estado antiviral en la célula diana (Sum etal., 2014). Sumado a esto, aquellos
plasmidos que poseen un tamafio mayor a 10 kpb son potencialmente inestables durante su produccion
en bacterias, por lo que para la mayoria de las estrategias de transferencia de genes se suelen utilizar
construcciones de dimensiones menores a ese valor (Lanza et al.,, 2013). En tal sentido, se han
desarrollado versiones mas pequeiias de un ADNp convencional en donde se elimina el esqueleto
procariota para la generacion vectores mas pequenos (Figura 4B), conocidos como minicirculos de
ADN doble cadena circular covalentemente cerrados (ADNdc CCC) y minivectores de ADN doble
cadena lineal covalentemente cerrados (ADNdc LCC). Esta estrategia permite que solamente los genes
terapéuticos sean administrados al organismo hospedador, mejorando a su vez la biodisponibilidad y la
expresion transgénica entre 10 y 100 veces, prolongando el efecto por algunos afios (Sum et al., 2014).
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Figura 4. Esquema representativo de un vector de ADNp, con los elementos del casete de expresion
eucariota y del esqueleto procariota, y de minicirculos y minivectores de ADN. Creado en: BioRender.
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Otro polinucledtido comiinmente utilizado en el enfoque de adicion de genes es el ARN
mensajero de cadena sencilla (ARNm), que representa una estrategia altamente prometedora debido a
las ventajas que presenta. El ARNm ofrece un perfil mas seguro, al disminuir el riesgo de mutagénesis
e inmunogenicidad, y permite una modulacion mas eficiente de la expresion del gen objetivo, ya que
actta en el citoplasma. Sin embargo, el efecto mediado por los ARNm también es transitorio, lo que
limita su duracion en el organismo. Ademas, su estabilidad en plasma es ain menor que la del ADNp,
con una vida media de aproximadamente una hora, debido a su estructura menos estable y la presencia
de grupos hidroxilo que favorecen su degradacion (Sainz-Ramos et al., 2021).

Terapia de inhibicion o silenciamiento génico

La terapia de inhibicion génica implica la administracion de secuencias inhibidoras de la
expresion génica, conocidas como ARN de interferencia (ARNi). Estas moléculas de ARNi, como el
microARN (miARN) monocatenario y el ARN pequeiio de interferencia (siARN) bicatenario, actiian
en complejos de silenciamiento inducidos por ARN (RISC, por sus siglas en inglés) del citoplasma
para inhibir transitoriamente la expresion génica post transcripcionalmente (Traber & Yu, 2023). Otras
estructuras sintéticas y mas pequefias de ARN o ADN monocatenario, conocidas como
oligonucleodtidos antisentido (AON), involucran cadenas cortas de nucleotidos modificados que se
dirigen al ARN de una manera especifica de secuencia. En este caso, la secuencia de oligonucledtidos
interfiere con el pre-ARN y el ARNm en el ntcleo o el citoplasma a través de un mecanismo de
hibridacion complementario de mayor especificidad, pero con una menor eficiencia de eliminacion
(Kuijper et al., 2021). Los mecanismos de accion de las tres moléculas se resumen en la Figura 5.
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Figura 5. Terapia de inhibicion o silenciamiento genico mediante la entrega de AON, siARN y
miARN. Adaptado de: (Sarkar et al., 2023)
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Terapia de edicion génica

Aparte de las estrategias de adicion e inhibicion de genes, otro enfoque consiste en la
correccion permanente del gen mutado con el uso de herramientas especificas de edicion del genoma
(Figura 6). La edicion de genes se realiza comunmente utilizando nucleasas que reconocen secuencias
de ADN e introducen roturas de doble cadena (DSB, por sus siglas en inglés) en sitios especificos, lo
que desencadena los mecanismos de reparacion celular de DSB. Esto puede ocurrir mediante la unién
de extremos no homologos (NHEJ, por sus siglas en inglés) o por recombinacion homdloga (HDR, por
sus siglas en inglés) en presencia de un templado de ADN donor. Mientras que NHEJ es propensa a
cometer errores y se puede utilizar para generar una mutacion de pérdida de funcion o la desactivacion
de un gen, HDR es util para realizar la insercion y el reemplazo de genes con alta precision (Salsman
& Dellaire, 2017; Tang & Xu, 2020).

Estas endonucleasas se pueden clasificar segun si utilizan estructuras proteicas o moléculas de
ARN para reconocer secuencias de ADN especificas (Figura 6). Las nucleasas con dedos de zinc
(ZFN) y las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN) emplean estructuras
proteicas que pueden modificarse para apuntar a sitios especificos; mientras que el sistema
CRISPR/Cas9 utiliza un tnico ARN guia (sgRNA) para dirigir la nucleasa al sitio de interés, que
contiene motivos adyacentes al protoespaciador (PAM) deseados (Pogue et al., 2018).

La simplicidad y versatilidad de los sistemas CRISPR/Cas9 ha llevado a su rapida adopcion
como la tecnologia de edicion génica mas utilizada para manipulaciones de ADN de sitios especificos.
Aunque esta tecnologia ha revolucionado la edicion genética, la induccion de DSBs conlleva riesgos,
especialmente en aplicaciones terapéuticas, motivando la busqueda de estrategias de edicion de ADN
sin DSB. Los editores de base (BE, base-editing) son proteinas de fusiéon que incluyen una Cas9
modificada con una nucleasa (nCas9), que causa roturas de cadena sencilla (SSB), y un dominio de
desaminasa de citosina (CBE) o adenina (ABE). Esto permite que la sgRNA reconozca una secuencia
especifica e introduzca una mutacion de transicion dentro de una ventana de edicion definida por el
sitio PAM. Los BEs son ideales para su uso en células post-mitdticas de divisiéon lenta, como
fibroblastos y queratinocitos, evitando la necesidad de HDR, que es menos comun en células
post-mitdticas. Sin embargo, los BE no son universalmente aplicables para corregir alelos que causan
enfermedades relacionadas con inserciones, eliminaciones o ciertas sustituciones de bases especificas.
Los editores principales (PE, prime-editing), en cambio, consisten de una transcriptasa inversa
fusionada con la nCas9 y emparejada con un ARN guia de edicion principal (pegRNA), que especifica
el sitio objetivo y que codifica la edicidén deseada. Los PEs pueden abordar todo tipo de mutaciones,
como inserciones y eliminaciones, editar mutaciones a una mayor distancia del sitio PAM que los BE
(Brooks et al., 2023; Zhao et al., 2023).
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Figura 6. Plataformas de edicion del genoma. (4) ZFN, (B) TALEN y (C) CRISPR/Cas9, BE y PE.
ZFN y TALEN actuan ex vivo, mientras que CRISPR/Cas9 lo hace tanto in vitro como in vivo.
Adaptado de: (H. Li et al., 2020, Nishiyama et al., 2021)

1.2.b. Historia de la terapia génica

La terapia génica ha emergido durante los ultimos afios como una de las areas mas
prometedoras en el campo de la medicina moderna, como potencial tratamiento de enfermedades
genéticas causadas por alteraciones en el ADN. El primer modelo de terapia génica se probd en
ratones en la década de 1980, y en los afios 90 se comenzaron a utilizar estrategias de terapia génica
para tratar deficiencias inmunitarias y nutricionales con éxito limitado. Sin embargo, la noticia de la
muerte de un paciente en un estudio clinico de terapia génica en la Universidad de Pensilvania en
1999, por complicaciones asociadas a una respuesta inmune contra el vector genético, sacudio el
campo de la terapia génica y a las ciencias biomédicas (Sibbald, 2001). Si bien la terapia génica tuvo
ciertas recaidas en su uso a lo largo del tiempo, ya sea por presentar ciertos problemas para la
bioseguridad tanto del paciente como del cientifico implicado en el desarrollo, un mayor conocimiento
de la biologia molecular de la célula y la propuesta tecnologica del sistema CRISPR/Cas9 en el afio
2012 revitalizé nuevamente esta area. De hecho, el desarrollo de la terapia génica para enfermedades
raras esta cobrando un impulso significativo, ya que mas del 80% de las enfermedades raras tienen una
causa monogénica conocida (Arabi et al., 2022).

Algunos de los descubrimientos y eventos mas importantes en el campo de la terapia génica se
detallan en la Figura 7.
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Figura 7. Linea del tiempo de los eventos clave en la historia de la terapia génica, entre 1998 y 2023.
Creado en: BioRender. Abreviaciones: RV: Retrovirus, TIL: Tumor Infiltrating Lymphocytes,
SCID-ADA: Severe Combined Immune Deficiency due to Adenosine Deaminase Deficiency, AV:

Adenovirus, LV: Lentivirus, HIV:

Human Immunodeficiency Virus.

A medida que las terapias génicas avanzan a través de los ensayos clinicos, cada vez mas
reciben la aprobacion de la FDA y de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), demostrando una
notable eficacia y seguridad en el abordaje de enfermedades hereditarias graves. En 2016, EMA dio su
aprobacion al primer producto de terapia génica ex vivo, Strimvelis. Un hito significativo se produjo en
2017 cuando la FDA otorg6 la aprobacion a dos productos de receptor de antigeno quimérico (CAR),
Kymriah y Yescarta, allanando el camino para futuros desarrollos en el campo (Seimetz et al., 2019).
En 2019, la FDA aprobo6 el farmaco mas caro hasta la fecha, Zolgensma, un vector AAV indicado para
la atrofia muscular espinal pediatrica. Desde entonces, el nimero de productos de terapia génica
aprobados aumenta cada afo (Danaeifar, 2022). Algunas de las terapias génicas y celulares aprobadas

por EMA y FDA se detallan en la Tabla I.

Afio de Nombre Fabricante Vector Gen Tipo Enfermedad tratada
aprobacién | comercial modificado
2016 Strimvelis Orchard RV ADA Ex vivo Inmunodeficiencia
Therapeutics Combinada Severa por
Adenosina Desaminasa
2016 Spinraza Ionis ARN AON In vivo Atrofia Muscular
Pharmaceuticals SMN2 Espinal
2017 Kymriah Novartis LV CD19 CAR | Exvivo | Leucemia linfoblastica
aguda de células B
2017 Yescarta Kite Pharma RV CDI19 CAR | Exvivo Linfoma no Hodgkin
2017 Luxturna Spark AAV2 RPE65 In vivo Distrofia Retiniana
Therapeutics Hereditaria
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2019 Zolgensma Novartis AAV9 SMN1 In vivo Atrofia Muscular
Espinal
2020 Viltepso NS Pharma ADN AON In vivo Distrofia Muscular de
Distrofina Duchenne
2020 Tecartus Kite Pharma RV CD19 CAR | Exvivo | Linfoma de células del
manto
2021 Abecma Bluebird bio LV BCMA Ex vivo Mieloma Multiple
CAR
2023 Vyjuvek | Krystal Biotech | HSV-1 COL7A1 In vivo Epidermdlisis
Ampollosa Distrofica
2023 Elevidys Sarepta AAV DMD In vivo Distrofia Muscular de
Therapeutics Duchenne
2023 Roctavian BioMarin AAVS5 | Factor VIII | In vivo Hemofilia A severa
Pharmaceuticals

Tabla 1. Algunos ejemplos de productos de terapia génica aprobados por EMA y FDA, para el
tratamiento de enfermedades genéticas y algunos tipos de cancer (Arabi et al., 2022). Abreviaciones:
RV: Retovirus, LV: Lentivirus, AAV: Virus adenoasociado, HSV: Herpes simplex virus.

La oncologia y las enfermedades raras son las principales areas de desarrollo de la terapia
génica, siendo la modificacion genética ex vivo la mas utilizada (Gicquel et al., 2023). Segin un
analisis de Orphanet” sobre las enfermedades raras incluidas en registros, cohortes y bases de datos de
pacientes, la fibrosis quistica destaca como la enfermedad rara mas representada (Figura 8).
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Figura 8. Proporcion de las diez enfermedades o grupos de enfermedades raras con mayor numero de
registros de pacientes, cohortes y bases de datos. Adaptado de: Orphanet.
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I. 3 SISTEMAS DE ADMINISTRACION DE GENES TERAPEUTICOS

En las aproximaciones in vivo de terapia génica, el desafio mas importante radica en lograr un
adecuado transporte de las secuencias terapéuticas dentro de las células consideradas como diana para
el tratamiento. Este proceso implica superar diversas barreras biologicas que limitan la administracion
sistémica y la distribucion adecuada de los genes, dependientes de la via de administracion y el tejido
u organo objetivo (Mitchell et al., 2021). La penetracion de la membrana celular, el direccionamiento
especifico al nticleo y la activacion del ADN exogeno representan los principales obstaculos en la
terapia génica. A esto se suma la carga negativa y la baja solubilidad y estabilidad de los acidos
nucleicos, lo que hace imprescindible la busqueda y desarrollo de sistemas de administracion de genes
eficientes y seguros a nivel celular, capaces de sortear estas barreras durante el proceso (Xu & Lu,
2006).

Existen dos clases generales de sistemas de administracion cominmente empleados en la
terapia génica in vivo (Figura 9): los sistemas virales y los no virales. Los sistemas virales mas
utilizados derivan de adenovirus (AV), virus adenoasociados (AAV), retrovirus (RV) y lentivirus (LV);
mientras que los sistemas no virales se pueden dividir en dos categorias: sistemas de administracion
fisica y sistemas de administracion quimica a través de vectores sintéticos (Patil et al., 2019).
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Figura 9. Clasificacion de los sistemas de administracion virales (biologica) y no virales (fisica y
quimica). Creado en: BioRender.

1.3.a. Sistemas de administracion biologica

Los sistemas biologicos de administracion de genes estan basados en el uso de virus
modificados genéticamente para introducir material genético en células especificas. Se basan en la
capacidad de los virus para infectar células vivas, y se han convertido en el método maés eficiente de
entrega de genes para el tratamiento de defectos genéticos, dado el gran poder de transduccion que
éstos evidencian (Goswami et al., 2019). El desarrollo de plataformas de vectores virales consiste en la
reduccion de los genomas de virus a sus secuencias funcionales minimas, reemplazando los genes que
causan virulencia por la secuencia del gen terapéutico. Por lo que a diferencia de los virus, los vectores
virales estan disefiados para no causar enfermedad (Wirth et al., 2013). La generacion de vectores
virales es un campo en evoluciébn y mejora, y se estan desarrollando constantemente nuevas
tecnologias y técnicas para mejorar la eficiencia y la seguridad de estos sistemas. Dentro de los
métodos mas comunes, se encuentran la transfeccion de células con plasmidos virales recombinantes y
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la produccion de virus recombinantes en células hospedadoras especificas (Manfredsson & Benskey,
2019).

Idealmente, los vehiculos virales deben ser genéticamente estables, no inmunogénicos,
seguros en su manipulacion, no toxicos para las células hospedadoras, y deben presentar una elevada
capacidad de empaquetamiento y alta eficiencia de transduccion. Estos pueden clasificarse de acuerdo
a su genoma en vectores de ADN, como los AV, AAV y poxvirus, y en vectores de ARN, como el RV
y LV (Alnasser, 2021).

El tratamiento de enfermedades genéticas mediante terapia génica requiere de la expresion
persistente de un transgen terapéutico en la célula diana. En células quiescentes, el vector de ADN
puede mantenerse estable de manera extracromosémica como plasmido episomal en el citoplasma
celular, sin la necesidad de integrarse al genoma celular. Sin embargo, para evitar que el ADN no
integrado se diluya en las células mitdticamente activas, es necesario que el vector se integre al
genoma de las mismas (Kotterman etal., 2015). En este sentido, los vectores virales poseen la
capacidad de transducir tanto células en divisién como quiescentes; ademas, los retrovirus y lentivirus
(de genoma ARN simple cadena), poseen la capacidad de integrarse al genoma de la célula
transducida. Esta caracteristica limita su aplicacién a unicamente terapias génicas ex vivo, debido a
problemas de seguridad como la fuerte inmunogenicidad y la posibilidad de recombinacion de genes
con el genoma celular, ocasionando mutagénesis por insercion y carcinogénesis (Nyamay’Antu et al.,
2019).

Ademas de los efectos secundarios mencionados, el uso de vectores virales como vehiculo de
transporte se encuentra limitado por la generacion de inmunidad preexistente que impide
administraciones repetidas del vector, la falta de especificidad de direccionamiento provocando efectos
off-target no deseados en células no diana, el tamafio del gen terapéutico transportado, la incapacidad
de producir titulos elevados del virus modificado, y los altos costos de su produccion (A. Li et al.,
2011).

A continuacién, en la Figura 10, se resumen los sistemas de administracion virales mas
utilizados en terapia génica (Manfredsson & Benskey, 2019).
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Retrovirus
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[t
Tamario 90 - 100 nm 18 - 26 nm 80 - 100 nm 80 - 100 nm
Genoma ADNdc ADNsc ARNSsc ARNSsc
Capacidad 8-36kb 5kb 10 kb 8kb
Transduccién Células quiescentes y Células quiescentes y Células mitéticas Células quiescentes y
celular mitéticas mitéticas mitéticas
Integracién No integrativo No integrativo Integrativo Integrativo
Expresion Transitoria Estable Estable Estable
Inmunogenicidad Alta Baja Moderada - alta Moderada - alta
Terapia génica In vivo In vivo Ex vivo Ex vivo

Figura 10. Descripcion y caracteristicas de los vectores virales mds usados en terapia génica.
Abreviaciones: dc: doble cadena, sc: simple cadena. Creado en: BioRender.

Si bien los plasmidos desnudos o sus derivados ADNdc CCC y ADNdc LCC son capaces de
transfectar células in vitro, su eficacia es limitada debido a la baja internalizacion celular atribuida a su
carga polianionica (Nyamay’Antu etal., 2019). En tal sentido, para superar éste desafio se han
desarrollado una variedad de vectores no virales basados en métodos fisicos o quimicos para introducir
el material genético en una célula.

1.3.b. Sistemas de administracion fisica

Los sistemas de administracion fisica de genes se basan en la alteracion de la membrana
celular mediante fuerzas fisicas para promover la entrada de plasmidos desnudos al interior celular. A
diferencia de los vectores biologicos, estos métodos normalmente dan lugar a eficiencias de
transfeccion mas altas, pero solo en el area local sometida a la fuerza fisica. Dentro de los métodos
mas comunes se encuentran la microinyeccion, la electroporacion, la nucleofeccion, la administracion
de balistica o “pistola de genes”, la sonoporacion, y la magnetofeccion (Figura 11) (Sokolova &
Epple, 2008). Cada una de estas técnicas tiene sus propias ventajas y desventajas en términos de
eficiencia, seguridad y capacidad de carga de material genético; y la eleccion del método depende del
tipo de células o tejidos que se estan tratando, asi como del objetivo especifico de la manipulacion
genética (Chou et al., 2011).

La microinyeccion implica la inyeccion directa y dirigida del material genético en el nucleo de
la célula utilizando una aguja micrométrica. La pistola de genes utiliza particulas de oro o tungsteno
recubiertas de material genético que se disparan a alta velocidad mediante un caién de gas para
penetrar la membrana celular y llegar al citoplasma. Tanto la sonoporacion como la electroporacion se
basan en la induccion de una permeabilidad transitoria mediante generacion de poros en la membrana
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celular para permitir la entrada del ADN en la célula, mediante la aplicacion de ultrasonido de baja
intensidad o de un campo eléctrico, respectivamente. La tecnologia de nucleofeccion se basa en los
mismos principios fisicos que la electroporacion, pero el material exdgeno se entrega directamente al
nucleo, siendo un método utilizado para células que son mas dificiles de transfectar. La
magnetofection utiliza nanoparticulas magnéticas asociadas al material genético, las cuales son
sometidas a un campo magnético externo para concentrarlas dentro de las células diana (Chou et al.,
2011; Sum et al., 2014).

Magnetofeccion Microinyeccion Electroporacion
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Figura 11. Métodos fisicos de administracion de genes utilizados en aproximaciones de terapia génica
in vitro. Adaptado de: (Nobrega et al., 2020).

La problematica que presentan los sistemas de administracion fisica es que la mayoria no son
aplicables para la transferencia de genes in vivo, debido a la necesidad de grandes cantidades de ADN
y a la inaccesibilidad que presentan las células diana dentro del organismo para la manipulacién
directa. En vista de la dificultad de transfectar células in vivo, es que se ha avanzado en el campo de la
nanotecnologia para el desarrollo de vehiculos de transporte sintéticos basados en nanomateriales de
composicion organica e inorganica (Sayed et al., 2022).

1.3.c. Sistemas de administracion quimica

La implementacién de la nanotecnologia en la administracion de genes para la terapia génica
ha supuesto un avance significativo hacia la medicina personalizada, ofreciendo nuevas posibilidades
para el tratamiento de enfermedades que antes eran dificiles de abordar (Mirén-Barroso et al., 2021).
Unos cuantos medicamentos basados en nanoparticulas (NPs) ya han sido aprobados por la FDA en
Estados Unidos y se estan utilizando actualmente en pacientes, mientras que otros estan progresando
exitosamente hacia la etapa clinica (Anselmo & Mitragotri, 2015; Min et al., 2015).

Las NPs pueden ser ensambladas modularmente a partir de diferentes composiciones de
materiales blandos (organicos) o duros (inorganicos), con diferentes propiedades fisicas y quimicas.
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Esta sintesis puede llevarse a cabo mediante dos enfoques principales: bottom-up o top-down. En el
enfoque bottom-up, se parte de especies moleculares o idnicas que se van coordinando entre ellos
mediante reacciones quimicas para formar el nanomaterial deseado; mientras que en en el enfoque
top-down se comienza con un material bulk, y mediante métodos como molienda, litografia o
deposicion, se lo va reduciendo hasta obtener la nanoestructura deseada (Sharma et al., 2015). Tal
flexibilidad en la libertad de disefio, sumado a la facilidad en la modificacion de su superficie con una
variedad de ligandos para el direccionamiento bioldgico, permite la adaptacion de las NPs para
aplicaciones intracelulares especificas como vehiculos de administracion de farmacos (Figura 12) (T.
Sun et al., 2014).
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Figura 12. Representacion esquemdtica de las caracteristicas esenciales de los nanomateriales que
influyen en la absorcion celular y la posterior interaccion con los componentes celulares, y permiten
una entrega mejorada. La composicion material, la quimica superficial y las propiedades fisicas se
pueden modificar en diserios inteligentes para adaptar la plataforma a una aplicacion especifica,
Jjunto con la posibilidad de funcionalizacion de la superficie de las NPs con ligandos biologicos
especificos o grupos funcionales. Adaptado de: (Patel & Lee, 2015)

Las propiedades mas importantes para el uso de NPs como vehiculos de administracion de
farmacos son la biocompatibilidad y la biodegradabilidad de las mismas, asi como el aumento en la
biodisponibilidad de material genético, la posibilidad de control de la liberacion de farmacos mediante
diferentes estimulos, y la entrega efectiva a los sitios de destino; lo que resulta en una mayor eficacia
terapéutica y en una reduccion de efectos secundarios (Lim etal., 2013). La eficiente carga y
liberacion de los genes terapéuticos depende de la capacidad de carga del nanoportador y de las

26



interacciones electrostaticas entre las NPs y los acidos nucleicos altamente cargados. Por ello, suelen
utilizarse nanoportadores con carga positiva, donde los componentes cationicos basicos son capaces de
interactuar con el esqueleto-fosfato anionico de los acidos nucleicos, lo que permite su conjugacion
directa en la superficie de la NPs o su encapsulacién en su interior (T. Sun et al., 2014).

Dentro de las propiedades fisicas de las NPs, el tamafio desempefia un papel crucial en su
comportamiento durante la entrega de genes, ya que se busca un equilibrio entre un tamafio mas
grande que facilite una circulacion prolongada en la sangre y un tamafio mas pequefio que permita una
internalizacion eficiente en las células, dentro del rango de 1 a 100 nm. No obstante, resulta dificil
determinar un rango de tamafio de particula optimo para lograr una eficiencia de transfeccion ideal
dado que el efecto del tamafio varia considerablemente segun la via de captacion celular y el tipo de
vector. La forma de las NPs también ha demostrado influir en su internalizacion por células, siendo
que las formas esféricas son captadas con mayor eficiencia. Sin embargo, las NPs mas alargadas
circulan mas tiempo y evitan la fagocitosis con mayor eficacia que las particulas esféricas. Por su
parte, el potencial zeta se utiliza para caracterizar la carga superficial, y se encuentra influenciado por
su composicion asi como por el medio en el que se suspende la nanoparticula. Aquellas con potencial
zeta neutro o ligeramente negativo evitan interacciones electrostaticas no especificas y reducen la
eliminacion por parte del sistema reticulo-endotelial, mientras que un potencial zeta positivo favorece
la absorcion e internalizacion celular de las NP (Sunshine et al., 2011; Zu & Gao, 2021).

Para maximizar la eficacia terapéutica, minimizar la dosis y reducir los efectos secundarios
fuera del objetivo, un sistema de administracion ideal debe dirigir los acidos nucleicos so6lo a las
células que requieren el tratamiento. La ingenieria de la superficie de nanoportadores sintéticos
mediante la funcionalizacidén con ligandos biolégicos permite desarrollar sistemas especificos con la
capacidad de dirigirse selectivamente al sitio de accion (Kasina et al., 2022). Ademas, al recubrir la
superficie con polimeros hidrofilicos como poli(etilenglicol) (PEG), se evita la adsorcion de proteinas
plasmaticas y la captacion por macrofagos, protegiéndolos del aclaramiento sanguineo rapido. Los
polisacaridos también pueden ser utilizados como recubrimientos sigilosos, al evitar la activacion del
sistema del complemento y la opsonizacion (Spirescu et al., 2021; Suk et al., 2016). Gracias a su alta
superficie activa en comparacion con su pequeilo volumen, las NPs no solo se destacan como
excelentes transportadores de biomoléculas terapéuticas, sino que de acuerdo a su composicion
también presentan caracteristicas intrinsecas que permiten su seguimiento intracelular y su utilizacion
con fines diagnodsticos (Gessner & Neundorf, 2020).

En resumen, el uso de NPs como plataforma para la administracion de genes ofrece una matriz
infinita de posibilidades con un enorme potencial en el campo de la medicina y la terapia génica.
Gracias a su capacidad de ser sintetizadas y ensambladas en diversas geometrias y configuraciones, y
al poder ser recubiertas con agentes de orientacion, se vuelven versatiles para aplicaciones en
etiquetado molecular y celular, deteccion, administracion dirigida de farmacos, e imagenes médicas in
vivo con alta sensibilidad y funcionalidad (Chou etal., 2011). Aunque han demostrado una
prometedora eficacia como vehiculos de transporte de medicamentos o material genético, hay menos
NPs en uso clinico de lo que uno podria predecir en base a los amplios estudios preclinicos. Esta
disparidad se atribuye principalmente a la toxicidad potencial originada por mecanismos que aun no se
comprenden completamente, una preocupacion particularmente relevante para las NPs administradas
en tratamientos cronicos (T. Wu & Tang, 2018).
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1.3.c.i. Nanoportadores organicos

Los nanoportadores organicos se clasifican segiin su composicion basica en lipidos, polimeros
y péptidos cationicos (Figura 13) (Sum etal., 2014). La carga neta positiva de los mismos es
aprovechada para lograr la complejacion del vector con el esqueleto-fosfato anidnico de los acidos
nucleicos por medio de interacciones electrostaticas, logrando una condensacion del ADNp a una
escala adecuada para la internalizacion (Sunshine etal., 2011). A comparacion con los sistemas
virales, los vectores sintéticos presentan numerosas ventajas como su biodegradabilidad, baja
inmunogenicidad, mayor simplicidad y reproducibilidad en su fabricacion, y mayor capacidad de
carga pudiendo administrar genes de mayor peso molecular (Senapati et al., 2019). No obstante, esta
carga cationica también puede generar una elevada citotoxicidad celular, baja eficiencia de
transfeccion, menor liberacion de ADN y transporte reducido a través del citoplasma (Balcomb et al.,
2015).

Vectores de base polimérica Vectores de base lipidica
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Figura 13. Esquema representativo de las clases de vectores organicos de base polimérica y lipidica.
Creado en: BioRender.

A continuacion, se destacan los nanoportadores organicos mas utilizados en terapia génica.

Vectores de base polimérica

Los polimeros son macromoléculas compuestas por una o varias unidades quimicas conocidas
como monomeros, que se repiten a lo largo de toda la cadena. En particular, los polimeros cationicos
contienen una alta densidad de grupos amina, que al protonarse a pH neutro les permite la interaccion
electrostatica con el acido nucleico anidnico, dando la formacion de estructuras denominadas polipex
(Sunshine et al., 2011).

La gran diversidad quimica, la elevada capacidad de carga y el potencial de funcionalizacion
de los poliplex ofrece una alternativa atractiva para el desarrollo de sistemas de administracion no
virales para fines terapéuticos. Los vectores de base polimérica se clasifican en dos grandes categorias:
nanoesferas compuestas por sistemas de matriz polimérica solida, y nanocapsulas formadas por una
cavidad rodeada por una membrana polimérica. Por lo tanto, dado que los productos terapéuticos
pueden tanto unirse a la superficie o conjugarse quimicamente con el polimero, como encapsularse
dentro de la matriz polimérica, son capaces de entregar una variedad de biomoléculas en cuanto a
tamano e hidrofobicidad (Weng et al., 2020).

Los sistemas poliméricos pueden sintetizarse a partir de materiales naturales o sintéticos. Los
polimeros sintéticos incluyen la poli(etilenimina) (PEI), la poli(L-lisina) (PLL), la poli(amidoamina)
(PAMAM) y la poli[(2-dimetilamino)etil metacrilato] (pDMAEMA). Si bien se encuentran dentro de
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los vectores genéticos poliméricos mas antiguos y mas utilizados para terapia génica, presentan
limitaciones para su aplicacion in vivo debido a la elevada citotoxicidad y baja biocompatibilidad. En
cambio, los polimeros naturales a base de carbohidratos como el quitosano o los polimeros de
poli(f-amino ésteres) (PBAE), al ser biodegradables presentan una mayor biocompatibilidad y menor
citotoxicidad que los sintéticos (Zu & Gao, 2021). La eficiencia de transfeccion de los mismos suele
depender del peso molecular, el grado de ramificacion, el potencial zeta y el tamafio de los polimeros.

Ademas, son capaces de formar estructuras de micelas, dendrimeros y polimerosomas (Figura
13). Los polimerosomas son vesiculas artificiales formadas por una membrana compuesta por
copolimeros anfifilicos, mientras que las micelas poliméricas resultan del autoensamblaje de
copolimeros en nanoesferas de nucleo hidrofilico y un revestimiento hidrofébico, ambos protegiendo
al cargo en su interior. Los dendrimeros presentan una arquitectura tridimensional esférica bien
definida, compuesta por polimeros hiperramificados y simétricos, con una elevada densidad de grupos
funcionales en su superficie. Un ejemplo es el dendrimero de PAMAM, compuesto por un niicleo
central de aminas terciarias que proporcionan una capacidad amortiguadora favorable para el escape
endosomal, un esqueleto de amida formado por unidades repetitivas del polimero radiales y
concéntricas al niicleo, y aminas primarias como grupos funcionales que permiten la interaccion con el
ADN Yy la captacion celular. La posibilidad de realizar modificaciones especificas en la superficie del
dendrimero permite aumentar la eficiencia de transfeccion, y limitar la citotoxicidad. Sin embargo, la
biocompatibilidad depende de la naturaleza estructural, siendo la carga superficial, el tamafio y la
concentracion los parametros mas criticos (Mitchell et al., 2021).

Vectores de base lipidica

Los lipidos son biomoléculas compuestas por un grupo de cabeza hidrofilico ionizable,
comunmente formado por grupos fosfato y amina, y un dominio hidrofébico de cadenas alifaticas
saturadas o insaturadas, colesterol o anillos de esteroides. Ambos dominios se encuentran unidos entre
si por un conector, cuya naturaleza de enlace (éster, éter, amida o carbamato) determina la flexibilidad,
la estabilidad y la biodegradabilidad del lipido cationico (Yin et al., 2014). Los lipidos ionizables, al
ser neutros a pH fisioldgico, presentan una citotoxicidad e inmunogenicidad reducida.

La formacion de lipoplex es un proceso entropico impulsado por el autoensamblaje de los
mismos, que a pH bajo se protonan adquiriendo carga positiva, en una vesicula que protege al acido
nucleico cargado negativamente en su interior. La proporcion de carga nitrogeno a fosfato (N+/P-)
debe ser mayor a la unidad (es decir, un exceso de lipidos respecto al ADN) para permitir la completa
complejacion del ADN a través de fuerzas electrostaticas, formando lipoplexes discretos que se
separan por repulsion electrostatica, evitando asi su agregacion en solucion (Sum et al., 2014). La
naturaleza lipidica de este sistema de administracion facilita su internalizacion celular mediante fusion
de la envoltura liposomal con la membrana plasmatica, por medio de interacciones hidrofobicas.

Los lipoplexes suelen estar presentes como liposomas, NPs lipidicas solidas o emulsiones
lipidicas. Los liposomas son vesiculas esféricas de tamafio nanométrico compuestas por una bicapa
lipidica de fosfolipidos y esteroles, y un nucleo central acuoso. Gracias a su composicion, los
liposomas pueden encapsular tanto compuestos hidrofilicos (en la cavidad acuosa interna), lipofilicos
(en la bicapa lipidica) como anfifilicos (en la interfaz de la bicapa). Las NPs lipidicas (LNPs) se
diferencian de las anteriores por la capacidad de formar estructuras micelares dentro del nucleo de la
particula. Son nanoportadores so6lidos compuestos por un nucleo lipidico y una monocapa de
tensioactivo que lo estabiliza de la dispersion acuosa. En este caso, los lipidos mas utilizados para su
sintesis son los triglicéridos, los acidos grasos y los fosfolipidos. La estabilidad de las mismas es
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mayor que la de los liposomas, dado que se mantienen so6lidas tanto a temperatura ambiente como
corporal. Por otra parte, las nanoemulsiones lipidicas son dispersiones de una fase oleosa y otra acuosa
estabilizadas por un tensioactivo. Las nanoemulsiones pueden ser de aceite en agua (O/W, Oil/Water),
donde las gotas de aceite se dispersan en la fase acuosa, o de agua en aceite (W/O, Water/Oil) siendo
las gotas de agua que se dispersan en la fase oleosa (Plaza-Oliver et al., 2021).

Respecto a los nanoportadores de base polimérica, los sistemas lipidicos ofrecen muchas
ventajas, incluida una mayor estabilidad, mayor biodisponibilidad, simplicidad en su formulacion,
mejora en la solubilidad de compuestos poco solubles en agua, y menor toxicidad. Sin embargo, los
lipidos catidnicos presentan ciertas limitaciones como sistema de administracion, dado que presentan
un rapido aclaramiento renal, una baja eficiencia de encapsulacion de moléculas hidrofilicas, y costos
elevados de produccion (Mitchell et al., 2021).

Vectores de base peptidica

Los péptidos son cadenas cortas de residuos de aminodcidos unidos mediante enlaces
peptidicos, cuya carga neta se encuentra determinada por los grupos funcionales presentes en las
cadenas laterales de los aminoacidos que lo componen. Los péptidos compuestos por repeticiones de
aminoacidos cargados positivamente, como poli(L-lisina), poli(L-arginina) y poli(L-glutamato), han
sido utilizados para la administracion de genes debido a que permiten una eficiente condensacion del
ADN por su alta densidad de carga positiva (Zu & Gao, 2021). La interaccion mediada por fuerzas
electrostaticas, y en algunos casos por enlaces covalentes, permite la formacion de los denominados

peptiplex.

Debido a su naturaleza biodegradable, su biocompatibilidad, y su citotoxicidad e
inmunogenicidad reducidas, varios péptidos funcionales han sido incorporados en diferentes vectores
sintéticos para superar numerosas barreras durante el proceso de administracion (detalladas en la
siguiente seccion). Por ejemplo, los péptidos dirigidos a células (como el péptido RGD) permiten
lograr una administracion dirigida mediante el reconocimiento de receptores de superficie celular,
mientras que los péptidos de penetracion celular (CPP) pueden moverse facilmente a través de las
membranas celulares, y permiten una captacion celular mejorada. Por otro lado, los péptidos
endoosmoliticos (como los péptidos fusogénicos y ricos en histidina) son utiles para el escape
endosomal; y los péptidos de senal de localizacion nuclear (NLS) permiten dirigir el vector al nucleo
de la célula (Sum et al., 2014).

1.3.c.ii. Nanoportadores inorganicos

Los nanoportadores inorganicos son una herramienta emergente y prometedora en el campo
del suministro terapéutico debido a sus propiedades y estructuras unicas. A diferencia de los
nanoportadores organicos, estos nanomateriales nanoestructurados pueden ser formulados con mayor
precision a partir de materiales duros o inorgénicos, lo que permite el disefio de una amplia variedad
de tamafios, geometrias y superficies. Ademas, presentan propiedades eléctricas, magnéticas y Opticas
excepcionales, derivadas del propio material base a escala nanométrica, que se pueden ajustar en
funcién de su tamaifio y forma (Bayda et al., 2018; Gessner & Neundorf, 2020). Su mayor estabilidad
quimica, menor riesgo de toxicidad y menor degradacion en el cuerpo contribuyen a prolongar su
tiempo de circulacion y aumentar la eficacia de la administracion. Sumado a esto, poseen una
capacidad de carga superior debido a su estructura cristalina y mayor densidad de carga superficial, lo
que les permite cargar y transportar una mayor cantidad de genes o farmacos en una sola particula.

30



Estas ventajas convierten a las NPs inorgénicas en una opcion atractiva para el desarrollo de nuevas
estrategias de suministro terapéutico (Zu & Gao, 2021).

Todas las NPs inorganicas comparten una estructura tipica de nucleo/cascara. El nticleo central
determina las propiedades de la nanoparticula, mientras que la cubierta protege al nlcleo de las
interacciones quimicas con el ambiente externo y sirve ademas como sustrato para la conjugacion con
biomoléculas, tales como anticuerpos, proteinas y oligonucledtidos (Nunez et al., 2018). En general
los materiales se clasifican de acuerdo a su composiciéon quimica en metales, 6xidos de metales,
carbono, silica, y arcillas (Figura 14).

NPs metalicas NPs de 6xidos metalicos NPs de carbono

Esfera Nanorod SPION / IONP Fullereno Nanotubo
NPs de silica NPs de arcilla
Mesoporosa Porosa Hidroxidos dobles laminares

Figura 14. Esquema representativo de las clases de vectores inorganicos. Creado en: BioRender.

A continuacidn, se destacan los nanoportadores inorganicos mas utilizados en terapia génica.

Nanoparticulas metdlicas

Las NPs metalicas incluyen NPs compuestas por metales nobles como oro (AuNP), plata
(AgNP), platino (PtNP), paladio (PdNP), entre otros. Por lo general, se preparan mediante la reduccion
de las sales metalicas correspondientes a su estado elemental en presencia de un agente reductor, y se
agrega un estabilizante adecuado que mantiene las NPs en solucion y evita la agregacion al
proporcionar fuerzas repulsivas para el control del crecimiento de las mismas (Sunshine et al., 2011).
Las propiedades opticas y las caracteristicas de resonancia plasmoénica superficial de las AuNPs
(dependientes del tamafio y la forma), asi como a su alta estabilidad quimica, ha permitido su
utilizacion en el desarrollo de sistemas teranosticos, que integran el diagndstico, la imagenologia y la
terapéutica para mejorar la efectividad de la terapia (Najahi-Missaoui et al., 2020). Su formulacioén con
alta precision y monodispersidad hace que puedan adoptar diversas formas y tamafios, como esferas,
varillas o decaedros; y la facilidad de modificar su superficie permite su conjugaciéon con una amplia
gama de moléculas organicas para mejorar su estabilidad y especificidad. Con un tamafio tipico ultra
pequefio de 10-20 nm y baja citotoxicidad, las AuNPs funcionalizadas con ligandos bioldgicos son
especialmente utiles en la transfeccion y administracion dirigida de genes a través del complejo de
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poro nuclear (Miron-Barroso et al., 2021). En particular, las AuNP se destacan por exhibir propiedades
fototérmicas, dado que poseen electrones libres en su superficie que oscilan continuamente a una
frecuencia determinada por su tamafio, lo que permite su uso en aplicaciones biomédicas como el
tratamiento del cancer (Mitchell et al., 2021).

Nanoparticulas de oxidos metdlicos

Las NPs de oxido de hierro (IONP o SPION, por sus siglas en inglés) han ganado gran interés
en los ultimos afios debido a sus propiedades superparamagnéticas. El nticleo de las mismas esta
formado por moléculas metalicas de magnetita (Fe;0,) o maghemita (Fe,0;) sintetizadas cominmente
por coprecipitacion, y su superficie se suele modificar revistiendo el ntcleo con polimeros organicos
(dextrano, alginato y PEG, entre otros) con el fin de mejorar su biocompatibilidad, disminuir la
toxicidad y proporcionar estabilidad en condiciones fisiologicas (Nufiez et al., 2018). Debido a su
capacidad de responder a un campo magnético externo, las SPIONs son utilizadas comunmente como
nanoportadores para la administracion dirigida de genes a través de magnetofeccion, como
potenciadores de contraste para imagenes de resonancia magnética, y en hipertermia magnética
anticancerigena, reparacion de tejidos e inmunoensayos (Gupta & Gupta, 2005). En cuanto a la
toxicidad de las SPIONSs, se ha demostrado que los iones de hierro liberados por estas nanoestructuras
se incorporan al metabolismo celular natural, lo que disminuye las preocupaciones sobre su toxicidad
(Gessner & Neundorf, 2020).

Nanoparticulas de carbono

Los nanotubos de carbono (CNT), los nanomateriales derivados del grafeno y los fullerenos
son parte de una familia de nanoestructuras basadas en carbono. Al ser un material natural, las NPs de
carbono pueden formarse en la naturaleza como resultado de la erosion de materiales geologicos, asi
como de la descomposicion de materiales bioldgicos, principalmente residuos vegetales. También
pueden sintetizarse mediante una variedad de métodos fisicos que incluyen ablacion con laser,
descarga de arco, evaporacion del carbon grafito, o deposicion quimica de vapor (CVD) (Weber et al.,
2008). Los fullerenos son la tercera forma alotropica de carbono, en la que los 4&tomos de carbono
adoptan la forma de una esfera o elipse regular y hueca, pudiendo variar en forma y tamafo. La
estructura mas estable es la del fullereno C60, formada por 60 atomos de carbono con simetria
icosaédrica unidos por dos tipos de enlaces: C5-C5 simple en las caras pentagonales y C5=C6 doble en
las caras hexagonales (Goodarzi etal.,, 2017). Los CNT, en cambio, son estructuras cilindricas
compuestas de atomos de carbono con enlace sp® dispuestos en laminas enrolladas, con didmetros de
unos pocos nanoémetros y longitudes de hasta 1 mm. Teniendo en cuenta el niimero de capas que
forman la pared de los nanotubos, los CNT se dividen en: de pared simple (SWCNT) y de pared
multiple (MWCNT) (Sajid et al., 2016).

Las NPs basadas en carbono se caracterizan por presentar una excelente biocompatibilidad,
una elevada relacion superficie/volumen, una buena conductividad térmica y eléctrica, elevada
resistencia mecanica y propiedades Opticas. Han encontrado aplicacion en la nanomedicina y
nanoelectronica como biosensores, en la administracién y liberacion controlada de farmacos, y en
aplicaciones de ingenieria de tejidos (Zhou et al., 2017). Una de las multiples ventajas de usar CNT
como sistemas de administracion es la gran capacidad de carga en comparacion con los nanomateriales
de forma esférica. Su forma de aguja también puede permitir la penetracion de las membranas
celulares con mayor facilidad, y su capacidad para absorber luz en una longitud de onda infrarroja es
de gran utilidad para el seguimiento de la entrega y para la obtencion de imagenes (Negri et al., 2020).
Sin embargo, también presentan desafios en términos de su toxicidad, ya que son coloidalmente
inestables en solucion acuosa debido a su hidrofobicidad. Estrategias como la funcionalizacion de la
superficie de los CNT con polimeros o grupos amina han demostrado mejorar su hidrofilicidad y
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solubilidad en agua, permitiendo a su vez la formacion de complejos i6nicos con acidos nucleicos para
aplicaciones de administracion de genes. No obstante, dado que los nanotubos de carbono no son
biodegradables, su destino dentro de una célula no estd claro, y requieren ser excretados por
mecanismos adecuados sin degradacion (Lisik & Krokosz, 2021).

Nanoparticulas de silica

Como componente principal de la arena, la silice es conocida por su compatibilidad en
sistemas biologicos. En las ultimas décadas, se han utilizado una amplia variedad de nanoestructuras
basadas en silice en diversas aplicaciones biomédicas (Miron-Barroso et al., 2021). Las NPs de silice
mesoporosa (MSN) han recibido un interés particular en el contexto de la administracion de farmacos,
atribuido principalmente a la presencia de poros bien definidos a nanoescala, que permiten una mayor
capacidad de carga de las moléculas terapéuticas y una cinética de liberacion controlada en respuesta a
estimulos internos o externos. Ademas, la capacidad de generacion de imdgenes se puede integrar
facilmente en los MSN para monitorear y guiar el proceso terapéutico (Chen et al., 2019). Durante el
proceso de sintesis mediante reacciones sol-gel en soluciones acuosas, se puede controlar con €xito el
tamano de particula, la forma, la porosidad y la quimica de la superficie de las MSN. La alta densidad
de grupos silanol superficiales también permite una facil funcionalizacién con una amplia diversidad
de ligandos bioldgicos (Wang et al., 2015). A pesar de sus muchas ventajas, se ha observado que
algunas MSN pueden activar macrofagos y producir citocinas proinflamatorias y especies reactivas de
oxigeno, lo que destaca la importancia de optimizar su disefio y funcionalizaciéon para reducir
cualquier posible toxicidad. Por ejemplo, el severo efecto hemolitico de los grupos silanol
superficiales puede aliviarse mediante la modificacion de polimeros (Nobrega et al., 2020). A pesar
que las NPs inorgéanicas presentan una menor biocompatibilidad que las derivadas de lipidos o
polimeros, se ha estudiado detalladamente el mecanismo de degradacion de las MSN y se ha revelado
el acido silicico como un producto de degradacion biocompatible y eliminable, lo que respalda su
potencial uso seguro en aplicaciones biomédicas (Gessner & Neundorf, 2020).

Nanoparticulas de arcilla

Los hidréxidos dobles laminares (LDH) constituyen una clase de materiales arcillosos
anioénicos compuestos por una estructura de capas cargadas positivamente de hidroxidos metalicos,
que a su vez contienen aniones de equilibrio de carga y moléculas de agua dentro de la capa
intermedia. El método comunmente utilizado para la sintesis de LDH es la coprecipitacion rapida a pH
variable o constante, seguido por un lavado y una reaccion hidrotermal controlada para dispersar los
agregados de LDH en pequefios cristalitos individuales (Xu et al., 2006). A diferencia de la mayoria de
las NPs inorgénicas, que requieren premodificaciones quimicas y/o bioldgicas para obtener
propiedades deseables para la entrega celular, la propiedad de intercambio aniénico de las LDH
permite la carga directa de una variedad de biomoléculas cargadas negativamente (como el ADN,
proteinas, vitaminas, y azucares); y, aunque esta intercalacion disminuye su carga superficial
generalmente positiva, siguen siendo lo suficientemente cargados positivamente como para facilitar la
captacion celular. Esto ha abierto la posibilidad de utilizar estas NP en la administracion de farmacos y
genes, con una alta biocompatibilidad y una liberacion controlada a una velocidad que depende del pH
y la fuerza idnica del medio circundante (Sunshine et al., 2011). Ademas, las LDH se disuelven
durante la acidificacion del endosoma, amortiguando el pH endosomico y facilitando el escape al
citoplasma para alcanzar eficiencias de transfeccion superiores y permitiendo su eliminacion de las
células en forma ionica (Ladewig et al., 2009). Debido a estas caracteristicas, las LDH estan bien
posicionadas para superar algunos obstaculos que suelen dificultar la entrega exitosa.

33



1.3.c.iii. Toxicidad de las nanoparticulas

El avance en la ingenieria de NPs con aplicaciones biomédicas significativas ha abierto nuevas
oportunidades y desafios para el campo de la farmacologia y la terapéutica. Estos nanomateriales
tienen el potencial de convertirse en pilares fundamentales para el desarrollo de dispositivos
innovadores, que seran utilizados para la entrega de farmacos, la identificacion de biomarcadores y el
diagnostico molecular (Medina et al., 2007). Sin embargo, el desafio principal de la implementacion
de la nanotecnologia en este campo recae en la toxicidad de las NPs.

A diferencia de las NPs poliméricas o lipidicas, las NPs inorganicas exhiben una mayor
solubilidad, lo que les permite disolverse tras la exposicion. La persistencia de nanomateriales
excipientes en el cuerpo humano todavia plantea preocupaciones en términos de toxicidad, y estudios
han demostrado la capacidad de las NPs para acumularse en las células e inducir toxicidad especifica
de organos, dependiendo de la via de administracion y de su distribucion sistémica (Weng et al., 2020).
Sumado al aumento constante de la exposicion humana no intencional a estas NPs, surge la necesidad
de disefiar nanoportadores seguros y establecer pautas estrictas para su desarrollo con respecto a las
pruebas de toxicidad (Najahi-Missaoui et al., 2020). Los mecanismos que median la toxicidad de las
NPs en sus organos diana incluyen la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio en el
ADN, modificaciéon de las estructuras y funciones de las proteinas y alteracion de la integridad de la
membrana. Las propiedades intrinsecas de las NPs que parecen facilitar estos mecanismos incluyen el
tamano, el area superficial, la carga superficial y el estado de agregacion. De hecho, se ha comprobado
que estas propiedades influyen significativamente en la distribucion y el deposito de las NPs en
diversos sistemas de organos, asi como en sus interacciones moleculares con distintas proteinas y
macromoléculas presentes en el organismo (Elsaesser & Howard, 2012; Sharifi et al., 2012).

El desarrollo de un vector no viral eficaz y seguro es esencial para traducir la terapia génica a
la practica clinica, y el efecto citotoxico puede evaluarse cualitativamente mediante diferentes técnicas
basadas en analisis microscopicos, asi como cuantitativamente mediante un amplio espectro de kits
colorimétricos de viabilidad celular disponibles (Sainz-Ramos et al., 2021). En este sentido, es
imprescindible poseer un conocimiento completo de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas tanto
del material genético como del portador utilizado, asi como de la fisiologia de las células diana y del
proceso de transfeccion inducido por el vector a nivel molecular. Se sugiere que las estrategias de
recubrimiento de superficies son fundamentales para disminuir el riesgo de toxicidad y mejorar
eficacia de la nanotecnologia utilizada. Estos recubrimientos con compuestos naturales modifican
selectivamente las propiedades de las NPs y, si se eligen adecuadamente, pueden proporcionar
biocompatibilidad y afectar el comportamiento y destino de las NPs después de su administracién en
sistemas bioldgicos complejos. Al alterar el estado de dispersion de las NPs mediante recubrimientos
no covalentes, es posible mejorar su biodisponibilidad y reducir los posibles efectos toxicologicos, lo
que resulta crucial para el desarrollo de nanoterapias seguras y efectivas (Najahi-Missaoui et al.,
2020).

Hoy en dia, la mayoria de los farmacos orientados a la terapia génica comercialmente
disponibles utilizan virus recombinantes modificados en el laboratorio para transportar su carga
genética. Sin embargo, en los Ultimos afios ha habido un notable aumento en la investigacion
preclinica y en las publicaciones relacionadas con diversas estrategias de vectores no virales. Este
enfoque ha demostrado ser un campo en rapida evolucion con un gran potencial para el desarrollo de
terapias génicas seguras y efectivas.
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I. 4 BARRERAS BIOLOGICAS PARA LA ENTREGA DE GENES

La baja eficiencia de transfeccion asociada con los sistemas de entrega no virales se atribuye
directamente a las diversas barreras biologicas encontradas durante el proceso de entrega de genes. Las
mismas se dividen en dos categorias (Figura 15): barreras extracelulares (EC) e intracelulares (IC)
(Sum et al., 2014). Independientemente del método de entrega especifico aplicado, la transferencia de
genes a células de mamiferos debe lograr tres objetivos fundamentales: i) transportar el material
genético exogeno a través de la membrana celular; ii) liberarlo dentro de la célula en el citoplasma o el
nucleo y transportarlo al sitio de accion; y iii) activar el material genético al liberarlo de su complejo y
prepararlo para su expresion o interaccion con el genoma celular. Ademads, en los métodos de
transferencia génica in vivo, deben también facilitar el traslado del ADN desde el sitio de
administracion hasta la superficie de las células objetivo (Ladewig et al., 2009).
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Figura 15. Esquema representativo de las barreras bioldgicas extra e intracelulares para los sistemas
no virales de entrega de genes mediante administracion intravenosa. Los dacidos nucleicos (ADN,
ARNm y ARNi) suelen acomplejarse en NPs para su administracion sistémica. Las barreras EC
incluyen la eliminacion a través del sistema fagocitico mononuclear (SFM) o aclaramiento renal, y la
extravasacion. Dentro de las barreras intracelulares, las NPs deben atravesar la membrana
plasmatica mediante vias endociticas, escapar del endosoma y liberar su cargo, evitando ser reciclado
de regreso al medio EC. Una vez que se alcanza el citoplasma, las NPs internalizadas se enfrentan a
la autofagia y la degradacion citoplasmdtica. Finalmente, el ADN debe superar la envoltura nuclear
para ser entregado al nucleo. Creado en: BioReneder.
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1. 4.a. Barreras extracelulares

Las barreras EC son aquellas que deben superarse desde el sitio de administracion del vector
hasta alcanzar la célula objetivo. Estas dependen principalmente de la via de administracién, siendo la
via intravenosa la mas empleada para la entrega de terapias génicas no virales. Tras la inyeccion, el
vector ingresa directamente al sistema circulatorio, donde los acidos nucleicos desprotegidos pueden
ser facilmente degradados por las endo y exonucleasas presentes en los fluidos fisiologicos y en el
espacio extracelular (Weng et al., 2020). Se ha demostrado que la vida media del ADNp desnudo es de
10 minutos desde su administracidon sistémica en ratones (Kawabata et al., 1995), es por ello que su
empaquetado en vectores sintéticos puede ofrecer proteccion contra las nucleasas y ayuda a prolongar
el tiempo de circulacion. Las propiedades fisicoquimicas de los vectores basados en NPs juegan un rol
importante en la eficiencia en el direccionamiento, la biodistribucion, la eliminacion y la toxicidad a
nivel de 6rganos y sistemas (T. Sun et al., 2014).

En general, una carga superficial positiva favorece la interaccion no especifica entre el
nanoportador y diferentes biomoléculas cargadas negativamente presentes en la sangre, dando lugar a
la formacion de un complejo denominado corona de proteinas (Mirén-Barroso etal., 2021). La
absorcion de opsoninas (como las inmunoglobulinas y proteinas del sistema de complemento) a la
superficie conduce a la rapida eliminacion del nanoportador mediante el sistema fagocitico
mononuclear (SFM) y a la activacion del sistema inmune. El SFM se compone de células fagociticas
(como los macrofagos, las células de Kupffer y los monocitos) que presentan receptores de membrana
para las distintas opsoninas, permitiendo la endocitosis mediada por receptor de la corona y posterior
degradacion enzimatica. Los productos de la descomposicion acumulados en organos asociados al
SFM (como el higado, el bazo y la médula d6sea), junto con las respuestas inmunitarias desencadenadas
que implican la secrecion de interleucinas inflamatorias, conducen a una toxicidad sistémica elevada
(Mitchell etal., 2021). Por otra parte, frente a concentraciones de sal elevadas, la repulsion
electrostatica entre los nanoportadores cationicos se ve reducida generando su agregacion en los
fluidos fisioldgicos, producto de la inestabilidad coloidal. Dichos agregados de gran tamafio pueden
obstruir los vasos sanguineos, aumentando el riesgo de embolia en los capilares pulmonares (Yin et al.,
2014).

El aclaramiento renal de los nanoportadores es otro mecanismo por el cual son eliminados
rapidamente de circulacidon, dependiente en este caso del tamafio de la nanoparticula. Se trata de un
proceso pasivo que involucra la filtracion glomerular y secrecion tubular, que a diferencia del sistema
MPS, elimina las NPs del cuerpo a través de la orina en lugar de acumularlas en los o6rganos
relacionados. Solo podran ser filtradas aquellas NPs con un radio hidrodinamico de hasta 6 a 10 nm,
mientras que el sistema SFM eliminara las de mayor tamano (T. Sun et al., 2014).

Finalmente, para que la terapia génica en circulacion sea capaz de alcanzar el tejido diana y
acumularse en el mismo, el nanoportador debe poder extravasarse de las paredes vasculares. Tanto el
bazo como el higado presentan un endotelio discontinuo que permite la correcta extravasacion de las
NPs. Sin embargo, las uniones estrechas presentes entre la mayoria de las células endoteliales en los
revestimientos vasculares normales resultan una barrera para el paso de los nanoportadores, debido a
su tamano (Mirén-Barroso et al., 2021). La distribucién dependiente del tamafio puede verse alterada
por entornos patologicos como la vasculatura tumoral heterogénea, caracterizada por la pérdida de las
uniones estrechas generando espacios intercelulares mas grandes de lo normal, y un sistema linfatico
disfuncional que permite una acumulacion del nanoportador en el tejido tumoral. Este fenémeno,
conocido como efecto de permeacion y retencion mejorada (EPR), permite que las terapias con NPs
puedan extravasarse facilmente y entrar en el tumor sélido (Mitchell et al., 2021).

37



Para administrar terapias génicas de forma selectiva a otros drganos que no sean el higado, el
bazo o los tumores solidos, es esencial considerar estrategias de orientacion alternativas. El agregado
de fracciones de orientacion como péptidos, anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, acidos nucleicos
(por ejemplo, aptameros) y otras biomoléculas pequefias a la superficie de las NPs permite mejorar su
eficacia de orientacion a tejidos especificos. Este proceso de orientacion activa, que involucra el
reconocimiento molecular entre ligando-receptor, antigeno-anticuerpo o enzima-sustrato permite que
la nanoparticula se una de manera selectiva y fuerte a la superficie de un tipo especifico de células. La
captacion de NPs por parte de las células que expresan diferencialmente el receptor puede aumentar
como resultado de la endocitosis mediada por receptores, pero solo después de que las NPs se hayan
extravasado de la vasculatura mediante orientacion pasiva (T. Sun et al., 2014).

1.4.b. Barreras intracelulares

Una vez que el vehiculo logra alcanzar la célula diana, debera atravesar la membrana
plasmatica y diversas barreras intracelulares para lograr una administracion exitosa del gen terapéutico
en la localizacion subcelular correspondiente. La membrana plasmatica es una bicapa lipidica
selectivamente permeable, cargada negativamente y de propiedades anfifilicas, con proteinas y otras
biomoléculas incorporadas en una estructura de mosaico fluido (Torres-Vanegas et al., 2021). Si bien
los acidos nucleicos desnudos presentan dificultades para hacer contacto con la superficie celular
debido a las fuerzas repulsivas que se presentan, su empaquetado en vehiculos cationicos facilita la
captacion celular mediante diferentes vias endociticas. El proceso de endocitosis involucra la
internalizacion celular de parches de membrana plasmatica por distintos mecanismos, generalmente
clasificados en fagocitosis y pinocitosis. Mientras que la fagocitosis es exclusiva de células fagociticas
(como los macrofagos, neutrofilos y monocitos), la pinocitosis es un mecanismo que se presenta en
todos los tipos celulares, de cuatro maneras diferentes (Figura 16): macropinocitosis, endocitosis
dependiente de clatrina, endocitosis dependiente de caveolina, y endocitosis independiente de clatrina
y caveolina (Augustine et al., 2020).
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Figura 16. Esquema representativo de los mecanismos de internalizacion celular de NPs, como la
endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina, endocitosis independiente de
clatrina y caveolina, y pinocitosis. Adaptado de: (Mitchell et al., 2021)
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La capacitacion selectiva de NPs que expresan un determinado ligando, mediada por
interaccion especifica con un receptor localizado en la superficie celular, se denomina endocitosis
mediada por receptor. Las vias mas conocidas de endocitosis mediada por receptor son la endocitosis
mediada por clatrina y por caveolina. En la endocitosis clatrina-dependiente, la union del ligando a su
receptor induce el reclutamiento de receptores para clatrina en pequefias depresiones recubiertas de
dicha proteina. La polimerizacion de la clatrina impulsa la invaginacién de la membrana, formando
una vesicula pequefia recubierta de clatrina, la cual es escindida por la accion de la enzima dineina
(Chou etal., 2011). La endocitosis caveolina-dependiente es otro mecanismo endocitico, con la
diferencia que utiliza la proteina caveolina para formar las vesiculas recubiertas denominadas
caveolas, donde la seleccion del cargo esta determinada por la composicion lipidica de la membrana.
Alternativamente, las NPs pueden interactuar con la membrana a través de interacciones hidrofobicas
y electrostaticas, y ser absorbidas por la célula a través de la macropinocitosis. La mayoria de las
células eucaridticas incorporan continuamente fluidos y solutos del medio extracelular por medio de
este mecanismo (Kou et al., 2013).

Factores como el tamafio, la geometria, la carga, la presencia de grupos funcionales y la
hidrofobicidad de las NPs utilizadas como vehiculo de transporte pueden influir en la captacion celular
y en la interaccion con los componentes celulares (Sum et al., 2014). Mientras que las NPs con una
relacion de aspecto elevada se suelen internalizar mediante macropinocitosis, la captacion de NPs de
menor tamaflo suele depender de la endocitosis mediada por receptor. En particular, las NPs esféricas
son captadas por endocitosis mediada por clatrina, mientras que los nanorods son endocitados de
manera dependiente de caveolina (Herd et al., 2013). Debido al tamafio de las vesiculas, la endocitosis
mediada por caveolina es responsable de la captacion celular de NPs de menor didmetro (20 - 100 nm)
que la mediada por clatrina (100 - 350 nm) (Ju et al., 2020).

La via endocitica por la cual las NPs entran en las células determina el transporte intracelular,
asi como el resultado terapéutico resultante. Después de la internalizacion mediante endocitosis
mediada por clatrina, las NPs se localizan en compartimentos endosomales sometidos al trafico
intracelular asistido por microtubulos hacia el centro organizador de microtubulos (MTOC) situado en
la region perinuclear. El proceso de maduracion de un endosoma temprano a uno tardio viene
acompaiiado por una acidificacion intraluminal de pH de 6,5 a 5,5 debido a la actividad de las bombas
de protones V-ATPasa unidas a la membrana que translocan activamente los protones hacia la luz
endosomal. La posterior fusion con un lisosoma da lugar a la formacion de un endolisosoma de pH
4,5. Debido a que los lisosomas se caracterizan por una elevada actividad enzimatica proteolitica y
bajo pH, que podrian afectar la estabilidad de las NPs y su cargo, el escape endosomal en el estadio de
endosoma temprano es considerado como el paso determinante en la administracion exitosa de la
terapia para evitar la potencial degradacion enzimatica o el reciclaje fuera de la célula por exocitosis
de cuerpos multivesiculares (Vermeulen, Brans, et al., 2018). En cambio, las vesiculas endocitadas de
manera dependiente de caveolina pueden fusionarse con el endosoma temprano o caveosoma, dado
que se trata de un compartimento endosomal de pH neutro que no esta sujeto a degradacion lisosomal.

Dependiendo de la naturaleza de las NPs, se distinguen distintos mecanismos de escape
endosomal (Figura 17). El mas comun es el efecto de esponja de protones, presente en NPs que
contienen grupos funcionales sensibles al pH. A medida que desciende el pH durante el proceso de
maduracion del endosoma, los grupos funcionales se protonan adquiriendo una elevada capacidad de
amortiguacion del pH, dando como resultado una afluencia de contraiones de cloruro y moléculas de
agua. La tension mecanica ejercida durante la hinchazoén de la nanoparticula contra la membrana
endosomal es lo que ocasiona finalmente la lisis del endosoma, y la liberacion de la nanoparticula al
citoplasma (Vermeulen, De Smedt, et al., 2018). Para aquellas NPs lipidicas que poseen la capacidad
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de fusionarse con la membrana endosomica, se emplea la estrategia de fusion de membrana,
facilitando asi la transferencia de la carga de acido nucleico al citoplasma. En otra aproximacion,
ciertos péptidos con capacidad de autoensamblarse en la membrana lipidica pueden generar poros,
posibilitando la salida de farmacos de bajo peso molecular hacia el citoplasma. La alteracion o
desestabilizacion de la membrana es un mecanismo de escape endosomico de las nanoparticulas
poliméricas, donde un aumento en la hidrofobicidad del polimero conduce a la interaccion de los
lipidos y, por lo tanto, a la alteracion de la membrana (Cupic et al., 2019; Miron-Barroso et al., 2021).
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Figura 17. Mecanismos de escape endosomico. (a) Efecto esponja de protones, (b) Fusion de
membranas, (c) Formacion de poros y (d) Alteracion o desestabilizacion de la membrana. Adaptado
de: (Mollé et al., 2022)
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Incluso si ocurre un escape endosomal, las NPs deben evitar ser degradadas por autofagia, una
barrera adicional para la administracion de genes dado que puede recuperar las NPs que lograron
escapar y redirigirlas hacia la degradacion lisosomal. Una vez en el citoplasma, el vector debe poder
proteger a los acidos nucleicos de la degradacion por nucleasas intracelulares, y permitir la liberacion
del cargo antes que alcance su destino final. Las NPs poseen ademas un perfil de liberacion sensible al
entorno intracelular y/o a sefiales extracelulares, lo que permite reducir los efectos del sistema fuera
del sitio target (Vermeulen, Brans, et al., 2018).

Tanto el ARNm como el ARNI tienen destino en el citoplasma, siendo su target la maquinaria
de traduccion y el complejo RISC (RNA induced silencing complex), respectivamente. En cambio, el
ADNp debe ingresar al nucleo para acceder a la maquinaria de transcripcion, y para ello debe atravesar
una barrera adicional, la envoltura nuclear. Esta consiste de una doble membrana lipidica con
complejos de poros nucleares (CPN) insertos en la misma, y una ldmina nuclear subyacente (Sokolova
& Epple, 2008). Los CPN son nucleoproteinas cilindricas huecas que restringen la entrada de
biomoléculas de hasta 10 nm de diametro (McErlean et al., 2016), lo que excluye la difusion pasiva de
ADND. Si bien el ingreso del ADNp al nucleo es uno de los mayores desafios para las terapias génicas
no virales, es posible aprovechar la ruptura de la envoltura nuclear durante la mitosis en células
mitdticamente activas para favorecer la entrada del ADNp antes que la misma vuelva a formarse en las
células hijas (Vaughan et al., 2006). Alternativamente, el ingreso de proteinas grandes al nticleo puede
lograrse mediante la incorporacion de una sefal de localizacion nuclear (SLN), una secuencia corta de
aminodcidos reconocida por importinas citosolicas, para facilitar la translocacion activa de la
macromolécula través del CPN (Sunshine et al., 2011).

Si bien el uso de NPs como sistema de administracion no viral de genes plantea numerosos
desafios en cuanto a las barreras biologicas que deben lograr superar hasta alcanzar el sitio objetivo, el
continuo avance ¢ investigacion en el campo de la nanotecnologia ha abierto nuevas oportunidades en
el desarrollo de terapias génicas mas efectivas y precisas. La posibilidad de sintetizar NPs disefnadas
para ser estables en el ambiente bioldgico y para permitir la liberacion controlada y sostenida de los
genes terapéuticos, asi como la posibilidad de funcionalizar su superficie con diferentes ligandos que
permitan mejorar la selectividad, la biodistribucién y la farmacocinética de su cargo, son unas de las
ventajas que ofrecen los nanomateriales.

I. 5 HIDROXIDOS DOBLES LAMINARES

Las LDH, también conocidas como materiales similares a la hidrotalcita o arcillas anidnicas,
se pueden encontrar en la naturaleza como minerales y se pueden sintetizar facilmente en el
laboratorio. En la naturaleza, se forman a partir de la meteorizacion de basaltos o precipitaciones en
fuentes de agua salina (Xu & Lu, 2006). La estructura de la hidrotalcita Mg,Al,(OH),,CO5-4H,0O
resulta del apilamiento de capas similares a la brucita Mg(OH),. En esta configuracion eléctricamente
neutra, cada cation magnesio esta rodeado octaédricamente por seis grupos hidroxilo ubicados en los
vértices, y diferentes octaedros comparten aristas para formar una capa bidimensional infinita. La
sustitucion parcial de iones Mg** por iones AI** en la hidrotalcita confiere a las capas tipo brucita
cargas positivas, que se equilibran por la presencia de aniones en el espacio entre capas. Como
resultado, en el cristal de LDH, las capas cationicas de tipo brucita se mantienen unidas por
contraiones en la intercapa que equilibran la carga total y moléculas de agua. Las interacciones
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electrostaticas y los enlaces de hidrogeno entre estas capas y el contenido de la intercapa son los
responsables de mantener las capas juntas, dando lugar a una estructura tridimensional, tal como se
ilustra en la Figura 18. En tal sentido, los materiales LDH se pueden describir mediante la formula
general [M", M" (OH),]*(A™),..yH,O, en la que M" representa cationes metalicos bivalentes (tales
como Fe*, Cu**, Ni**, Co*', Zn*", Mn*", Mg*, Ca*"), M" representa cationes metalicos trivalentes
(normalmente Fe**, Co*, AI**, Cr’**, Ni**, Mn*"), y A™ un anion de valencia m de la capa intermedia
(como SO, , CO;*, CI', OH", RCO,). El valor de x denota la densidad de carga de las capas de
hidréxido, y varia entre 0,20 y 0,33, lo que significa que la relacion molar M"/M™ es 2,0 - 4,0
(Ladewig et al., 2009).

[M20 -xMIhx (OH)Z]XQ

[An-x/n . yﬂzo]x—
d - Diametro de particula
t - Espesor de particulas

h - Espesor entre dos capas
m - Distancia entre dos cationes metalicos

Figura 18. Esquema representativo de la estructura cristalina de las LDH. Adaptado de: (Pavlovic
etal, 2022)

La capacidad superior de intercambio de aniones de las LDH permite la intercalacion exitosa
de cualquier molécula funcional que posea cargas negativas en su region de capa intermedia,
incluyendo una diversidad de aniones inorganicos comunes, organicos, poliméricos, complejos, y de
naturaleza bioquimica. La versatilidad de los materiales LDH se deriva de la flexibilidad en la
adaptacion de la composicion quimica de las capas de hidroxido metalico y los aniones de la capa
intermedia, asi como a sus propiedades fisicas y quimicas Unicas; lo que les ha permitido extender su
aplicacion a campos diversos como la catdlisis, la electroquimica, la adsorcion, y la farmacéutica.
Historicamente, las LDH han sido de gran interés como electrodos, catalizadores, soportes de
catalizadores, precursores de ceramica, trampas de contaminantes anionicos, intercambiadores de
iones, y aditivos para polimeros (Mittal, 2021; Wijitwongwan et al., 2019). Las primeras aplicaciones
de las LDH en el ambito de la salud humana comenzaron como componentes activos en antiacidos y
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agentes anti-peptidicos destinados a aliviar los dolores estomacales originadas por la acumulacion
excesiva de acido gastrico, logrando buenos efectos curativos. En la Gltima década, las LDH se han
explorado enormemente en muchos aspectos del campo biomédico, beneficiandose de la facilidad de
preparacion, la capacidad de carga e intercambio anionico superior, asi como su biocompatibilidad,
estabilidad, biodegradabilidad y baja citotoxicidad (Bian et al., 2023).

[.5.a. Métodos de sintesis y caracterizacion de LDH

Las LDH generalmente se preparan a escala industrial empleando métodos rentables y
ecologicos, y pueden fabricarse con una variedad de cationes divalentes y trivalentes en combinacion
con diversos aniones en las capas intermedias. La sintesis de las LDH puede llevarse a cabo mediante
diversas técnicas de preparacion, ya sea enfoques fop-down o bottom-up (Figura 19). Las técnicas de
enfoque fop-down consisten en la disminucion del tamaifio o el espesor de LDH naturales hasta la
nanoestructura deseada, empleando métodos fisicos. Dentro de estos métodos, la sintesis
mecanoquimica por reaccion en estado solido es uno de los mas comunes para obtener LDH bajo esta
perspectiva. Si bien la miniaturizacion de las LDH a granel resulta un proceso conveniente, la
eliminacién o divisién del material original puede dar lugar a superficies irregulares. La estrategia
bottom-up, por el contrario, consiste en la generacion directa de nanolaminas de LDH a partir de sales
metalicas precursoras mediante procesos quimicos, logrando superficies mas complejas y de mayor
calidad (Karmakar et al., 2022). .
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Figura 19. Esquema representativo de la estrategia top-down y bottom-up para la sintesis de
nanoparticulas. Adaptado de: (Rawat, 2015)

Idealmente, durante el proceso de sintesis de nanomateriales, se busca lograr la uniformidad
en tamafio y forma de todas las particulas generadas, con una composicion quimica y estructura
cristalina tnicas. La correcta dispersion de las NPs en una solucion o su agregacion controlada son
esenciales para satisfacer los requerimientos y propoésitos deseados (Mallakpour etal., 2020).
Multiples factores, como la relacion molar M"/M™, la naturaleza del cation metélico y el anion en la
capa intermedia, el pH y la temperatura de reaccion, la atmdsfera controlada y el método de
fabricacion, deben ser cuidadosamente controlados durante la sintesis ya que influyen en propiedades
fundamentales de las LDH, tales como su estructura cristalina, morfologia, area superficial y
distribucion del tamafio de particula (Bukhtiyarova, 2019).
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El control de la morfologia de los nanocristales metélicos coloidales se ha explicado
principalmente mediante la teoria de nucleacion y crecimiento mediada por atomos. La curva de
LaMer describe el proceso en tres etapas distintas, como se ilustra en la Figura 20. En la primera
etapa, los 4atomos metélicos se producen mediante la reduccion de iones metalicos con reactivos
reductores o mediante la descomposicion térmica de compuestos organometalicos. Cuando la
concentraciéon atomica supera el punto de sobresaturacion minimo (C™,;,) en la segunda etapa, los
atomos se agregan para formar nucleos estables a través de la nucleacion homogénea. La
concentracion de atomos luego disminuye rapidamente por debajo del nivel minimo de
sobresaturacion (C™;,), deteniendo los eventos de nucleacion. En la tercera etapa, el tamafio de los
nucleos aumenta gradualmente con la adicion continua de 4&tomos metalicos, marcando el nacimiento
de una semilla cuando alcanza un tamafio critico. Esta semilla crece ain mas hasta formar el
nanocristal final mediante la adicion de atomos, hasta que la concentracion desciende a Cs
(concentracion de solubilidad de los nanocristales) (Z. Wu et al., 2016; You & Fang, 2016)
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Figura 20. Curva de LaMer que describe tres etapas de formacion de nanocristales metalicos en un
sistema de solucion. Etapa I: generacion de dtomos, etapa II: nucleacion, y etapa Ill: formacion y
crecimiento de semillas. Adaptado de: (Y. Sun, 2015)

Diversas técnicas de sintesis directa, como los métodos de coprecipitacion, hidrolisis de urea y
sol-gel, se han desplegado para la preparacion de las LDH.

La coprecipitacion, conocida también como método de sintesis directa, es el enfoque mas
tradicional y ampliamente empleado en la generacion de LDH. Este proceso implica la nucleacion y el
crecimiento secuencial de las capas de hidroxido metéalico, mediante la combinaciéon de una solucion
acuosa homogénea que contiene las sales de dos iones metalicos (M"y M™) en la proporcion molar
apropiada con una solucion alcalina compuesta por una base fuerte que actua como agente
precipitante. Para permitir que tenga lugar la precipitacion simultanea de ambas sales metalicas, el
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control del pH de la solucion entre 7 y 10 es esencial. En este sentido, la coprecipitacion puede ocurrir
en dos condiciones: baja sobresaturacion con pH constante o alta sobresaturacion con pH variable.
Luego de la agitacion vigorosa de las dos soluciones y su precipitacion por centrifugacion, se deben
realizar lavados del precipitado con agua desionizada para eliminar las sales restantes (Xu et al.,
2006). Si bien este método es uno de los procedimientos mas simples, economicos y confiables para la
preparacion de LDH, resulta en la formacion de nanocristalitos de LDH con una distribuciéon de
tamafios muy diferentes con una elevada tendencia a la aglomeracion. Tratamientos posteriores a la
preparacion, como el envejecimiento hidrotermal post-sintético, se utilizan principalmente para
dispersar los agregados de LDH (con un tamafio de 1-10 pm) en pequefios cristalitos individuales,
mejorando la cristalinidad y uniformidad de las NPs obtenidas. El tamafio de las particulas se puede
ajustar simplemente por la duracion de la maduracion y la temperatura, a saber, las particulas mas
pequeias se obtienen con menos envejecimiento (Fahami et al., 2016).

El método de hidrdlisis de la urea, también llamado sintesis hidrotermal, se basa en la
descomposicion térmica controlada de la urea en solucidon acuosa, que resulta en la generacioén de
iones de carbonato y amonio. El aumento gradual del pH durante esta descomposicion permite la
formacion homogénea de hidroxidos metédlicos o hidroxidos dobles en capas, dependiendo de la
combinacion de sales metalicas utilizadas. La urea es una base de Bronsted débil, altamente soluble y
de lenta hidrolisis, que actia como agente precipitante y proporciona un mayor control sobre la
morfologia y tamano de particula de los LDH generados. Este proceso ha demostrado resultar en
particulas monodispersas, alta cristalinidad y distribucion de tamafio de particula mas estrecha en
comparacion con otros métodos (Mittal, 2021; Wijitwongwan et al., 2019)

El método sol-gel se destaca por su bajo costo y rapida sintesis de NPs con una gran superficie
especifica, alta pureza y alta homogeneidad. A diferencia del método de coprecipitacion convencional,
las soluciones precursoras de los iones metalicos deseados no se incorporan ni precipitan en ninguna
solucion alcalina. En cambio, los alcoxidos metalicos se disuelven primero en un solvente orgéanico, y
se someten a reflujo agregando lentamente agua desionizada dando lugar a la formacion de un sol por
hidrolisis forzada. La mezcla luego se condensa por agitacion vigorosa a una temperatura elevada
(80-160 °C) para evaporar el solvente, resultando en un gel coloidal de LDH con elevada porosidad
(Kameliya et al., 2023).

Como fue mencionado anteriormente, las LDH tienen la capacidad de intercalar moléculas
neutras o intercambiar iones inorganicos/organicos con los aniones originales de la capa intermedia.
Los complejos LDH:biomolécula se pueden configurar mediante métodos de coprecipitacion,
intercambio de aniones y de reconstruccion de LDH por efecto memoria. El método de coprecipitacion
es la ruta mas directa para preparar complejos LDH:biomolécula, pero los farmacos deben poder
resistir los tratamientos post-preparativos, como el tratamiento hidrotérmico. La reaccion se lleva a
cabo en presencia de la biomolécula a intercalar, y las sales metalicas se seleccionan teniendo en
cuenta que sus aniones deben tener la menor afinidad con las LDH, de lo contrario, los aniones que se
incorporaran a la capa de hidroxido tendran una mayor competencia. Por lo tanto, la mayoria de las
sales de nitratos y cloruros se eligen como precursores anionicos.

Para aquellas biomoléculas que no pueden soportar tales condiciones, es comun emplear la
intercalacion post-sintética a través del método de intercambio idnico. En estos casos, las especies
deben ser anionicas y pueden incorporarse mediante el intercambio i6nico con los contra-aniones ya
presentes en los espacios intercalados de LDH. La reaccion se logra simplemente agitando materiales
LDH previamente sintetizados en soluciones que contienen las especies anionicas de reemplazo. En
general, la intercalacion de acidos nucleicos a través del método de intercambio es muy eficaz. La alta
eficacia se atribuye a las interacciones electrostaticas entre los farmacos anidnicos y las capas de
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hidroxido catidnico, sino también a las interacciones hidrofobicas entre las moléculas del farmaco
(Ladewig etal., 2009; Xu & Lu, 2006). El método de reconstruccion de LDH es otro proceso de
intercalacion post-sintético, que aprovecha principalmente una propiedad tinica de los materiales LDH,
el efecto memoria. En particular, cuando las LDH se calientan a una temperatura elevada (400—-500
°C) en condiciones inertes, se forma una mezcla de 6xidos metalicos y especies anidnicas que poseen
una alta capacidad en presencia de agua para reformar las mismas capas de hidroxido que sus
estructuras anteriores. Aprovechando esta propiedad, estos oxidos metalicos se dispersan en una
soluciéon de los aniones deseados, permitiendo intercalar especies anidnicas grandes en estructuras
LDH que no se intercalan favorablemente en un proceso de intercambio ionico simple (Bullo &
Hussein, 2015).

Caracteristicas como la microestructura, la cristalinidad, la composicion y la morfologia de las
LDH sintetizadas pueden estudiarse mediante una variedad de técnicas electronicas y
espectroscopicas. Entre ellas, se encuentran la microscopia electronica de barrido (SEM), la
microscopia electronica de transmision (TEM), la microscopia de fuerza atémica (AFM), la
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis), la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), la dispersion de luz dindmica (DLS) y la difraccion de rayos X en polvo (PXRD), entre otros
(Kameliya et al., 2023; Y. Zhang et al., 2019). La intercalacion de biomoléculas puede confirmarse por
el aumento del tamafio de las particulas y la disminucion del potencial zeta del nanohibrido de
ADN-LDH a partir de LDH pristina.

1.5.b. Aplicacion como sistemas de administracion de genes

La entrega de moléculas terapéuticas y bioactivas a células de mamiferos, tanto in vitro como
in vivo, es un campo de investigacion en constante crecimiento en la medicina. Dentro de las
propiedades deseables de los nanotransportadores para garantizar una entrega celular efectiva, se
encuentran la capacidad de encapsular y proteger el material genético contra la degradacion causada
por las nucleasas presentes tanto en el entorno intra como extracelular, estabilidad en condiciones
fisiologicas, orientacion celular, tiempo de circulacion prolongado, y liberacion controlada del acido
nucleico en el interior celular, entre otros. Si bien la mayoria de las NPs inorganicas destinadas para
este fin requieren de premodificaciones quimicas y/o bioldgicas para lograr estas caracteristicas, las
LDH presentan propiedades unicas y ventajas adicionales que las destacan como sistemas de
administracion de genes (Figura 21) (Nagaraj et al., 2015; Sunshine et al., 2011).
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Figura 21. Esquema representativo de las caracteristicas y ventajas de los nanomateriales basados en
LDH para aplicaciones biomédicas. Adaptado de: (Bian et al., 2023)

La elevada capacidad de intercambio i6nico de las LDH, que varia entre 2 y 4 mEq/g, les
permite la carga directa de biomoléculas anionicas entre los espacios de intercapa, dando como
resultado una variabilidad en las alturas de dichos espacios que pueden oscilar desde 0,3 hasta 4 nm
(Taviot-Guého et al., 2018). Debido a que los acidos nucleicos se encuentran intercalados entre las
capas de hidroxido, éstas actan como una barrera para retener las enzimas y el oxigeno en la
superficie externa de las particulas de LDH, protegiendo a los acidos nucleicos de la degradacion
enzimatica y otras condiciones de estrés biologico (Xu & Lu, 2006). Por su parte, la carga superficial
positiva de las LDH desempena un papel clave en la neutralizacion de los 4acidos nucleicos cargados
negativamente, disminuyendo asi la repulsion electrostatica que podria surgir con los grupos de cabeza
cargados negativamente en la bicapa lipidica. Este fendémeno facilita el acercamiento y la adhesion de
los complejos LDH:ADN con carga neta positiva a la membrana celular (Choy et al., 1999).

La captacion celular y el destino intracelular de las nanoparticulas de LDH se ven
significativamente influenciados por su tamafio y forma (Kura et al., 2014). Los cristalitos de LDH
individuales, con tamafios que oscilan entre 50 y 200 nm, suelen ser absorbidos mediante un proceso
de endocitosis mediada por clatrina (J.-M. Oh et al., 2006). La fagocitosis, que involucra la captacion
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de NPs de un tamafio mayor a 500 nm, podria aplicarse a los agregados de LDH ligeramente
aglomerados que pueden formarse en ciertas circunstancias cuando interactuan con acidos nucleicos.
La endocitosis suele conducir a una captacion mas rapida de los complejos LDH:ADN debido a que es
un proceso mediado por receptores, y se ha observado una absorcidén dependiente de la concentracion
para tamafios de particula menores a 350 nm (Choi & Choy, 2011). Un estudio realizado por J. Oh
etal. (2009) ha demostrado que las particulas de menor tamafio exhiben una mayor eficiencia en la
penetracion de las membranas celulares en comparacion con sus contrapartes de mayor tamano.
Ademas, el tamano de las particulas influye en su localizacidn intracelular, ya que se ha observado que
las NPs de 20 nm se localizaron en el nucleo celular, mientras que las de 180 nm permanecieron en el
citoplasma. En lo que respecta a la forma, ésta también juega un papel en el destino intracelular. Tanto
las LDH con forma hexagonal como en barra ingresan a las células a través de la misma via
endocitica, pero las NPs con forma hexagonal se localizan preferentemente en el nucleo de las células
(Kuthati et al., 2015).

Después de la internalizacion de las NPs a través de la via de endocitosis mediada por clatrina,
se almacenan en vesiculas de acidificacion lenta de la via endosomal. Durante esta maduracion, el
valor del pH disminuye de 7,4 a 6,5 en el endosoma temprano, y a 5,5 en el endosoma tardio. Las
LDH son inertes a pH fisiologico, pero los grupos metal-oxhidrilo (M-OH) las hacen sensibles a los
medios acidos (Jin et al., 2020). Esto da como resultado su disolucion parcial en el ambiente acido de
los endosomas, que posteriormente amortigua el pH endosomal y provoca la ruptura del endosoma
mediante el efecto de esponja de protones, liberando los complejos LDH:ADN y acidos nucleicos
libres en el citoplasma. Esta disolucion parcial resulta en la desintegracion de las LDH en sus iones
precursores (Mg®’, AP y NO; o CI), que a concentraciones tan bajas como las generalmente
utilizadas para aplicaciones de entrega, no se ha observado que ninguno de estos iones tenga efectos
negativos en la viabilidad o proliferacion celular (Ladewig et al., 2009). Esta propiedad es muy
ventajosa, ya que no quedan restos de NPs dentro de las células, lo que las hace altamente
biocompatibles.

A pesar del éxito de las LDH NPs en la administracion de farmacos a células especificas in
vitro y en algunos casos in vivo, sin la aparicion efectos secundarios evidentes, la naturaleza misma de
las LDH ha planteado ciertos obstaculos que representan limitaciones significativas para su aplicacion
futura en medicina y otros campos. Gran parte de los estudios actuales se han centrado en la
intercalacion exitosa de farmacos moleculares y acidos nucleicos mas pequenos y lineales, como
fragmentos de PCR, ASO y ARNi (Choi et al., 2010; Kwak et al., 2004; Ladewig et al., 2010a; A. Li
etal., 2011; Y. Wu etal., 2018; S. Zhang et al., 2023). En contraste, la intercalacion efectiva de
moléculas grandes ha resultado mas desafiante debido a las restricciones impuestas por el espacio
limitado en la capa interna y la superficie acotada de las LDH (Masarudin et al., 2009; Senapati et al.,
2019; Xu et al., 2007). Las biomoléculas mas voluminosas tienden adherirse a la superficie de las
LDH, conduciendo a la aglomeracion de las nanoparticulas de LDH en presencia de ADNp. Este
fenomeno afecta negativamente la eficacia de la captacion celular de los aglomerados de complejos
LDH:ADN mediante la endocitosis mediada por clatrina. Dependiendo del tamafio de estos agregados,
es posible que recurran a vias de captacion mas lentas, como la fagocitosis o la macropinocitosis
(Ladewig et al., 2009), lo que disminuye su eficiencia de transfeccion.

Por ello, resulta interesante estudiar este sistema de administracion con el fin de verificar su
uso como alternativa a los otros métodos no virales, valorar su toxicidad, y la posibilidad de llevarlas a
la practica clinica. También, es importante conocer las claves de estos procesos de cara a futuras
investigaciones y comprobar cuales son sus puntos débiles y fortalezas en términos de produccion,
seguridad y eficacia.
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CAPITULO II

Hipotesis y Objetivos
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I1. 1 HIPOTESIS

Moléculas de acidos nucleicos recombinantes formulados en nanoparticulas LDH ingresan a
células viables de mamifero en cultivos celulares in vitro y permiten la expresion de proteinas
recombinantes, de manera eficiente y sin toxicidad.

I. 2 OBJETIVOS

El objetivo general donde se enmarca esta Tesina de Licenciatura involucra la generacion,
caracterizacion y evaluacion de nanoparticulas inorganicas que seran destinadas a formar parte de una
formulacion farmacéutica capaz de transportar moléculas de ADN dentro de células de mamiferos.

Los objetivos especificos, abordados en esta Tesina, incluyen:

I.  Amplificar una construccion genética de ADN que sea portadora de un cassette de
expresion de una proteina reportera.

II.  Sintetizar y caracterizar nanoparticulas LDH capaces de cargar ADN, y transportarlo
dentro de células de mamiferos.

III.  Encontrar la mejor relacion LDH:ADN y el minimo tiempo de carga necesario para
evaluar la expresion de la proteina reportera in vitro.

IV.  Evaluar la capacidad de proteccion del ADN complejado por las nanoparticulas LDH,
y la eficiencia del escape endosomal de los complejos LDH:ADN.

V. Evaluar in vitro las nanoparticulas LDH generadas para verificar su citotoxicidad,
capacidad y eficiencia de transfeccion en células de mamiferos.
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CAPITULO III

Metodologia
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III. 1 OBTENCION DE LA CONSTRUCCION GENICA REPORTERA

Para disponer de la construccion genética de ADN portadora de un cassette de expresion de
una proteina reportera, se realizo el disefio in silico de dicho cassette y luego se envid a sintetizar
(Gene Universal), obteniendose la construccion reportera pFastBac Dual-CMV/EGFP (Figura 22).
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(5045) Xbal — .
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Figura 22. Esquema del vector pFastBac Dual-pCMV-EGFP, con todas sus caracteristicas a nivel de
secuencia.

La amplificacion del plasmido reportero se realizd en el laboratorio y se utilizaron
procedimientos tradicionales de biologia molecular (Green & Sambrook, 2012). Brevemente, se
electropord el plasmido en bacterias Eschercichia coli TOP10 electrocompetentes, las cuales fueron
incubadas durante 60 minutos a 37 °C en agitacion de 250 rpm para permitir la expresion del gen de
resistencia. La seleccion de los clones transformantes se llevdo a cabo en placas con LB agar
(Luria-Bertani: Triptona 10 g, NaCl 10 g, Extracto de levadura 5 g, agar 1,5 % p/v para medios
solidos; Britannia) adicionado con 50 pg/mL de Ampicilina (Sigma-Aldrich). La purificacion del
ADN plasmidico se realiz6 mediante miniprep por lisis alcalina a partir de cultivos liquidos de
LB/Ampicilina.

La cantidad y calidad de muestras de ADNp fueron verificadas mediante la técnica de
electroforesis en gel de agarosa 0,8% p/v, en presencia de Buffer TBE 1X (stock 10X, 1L: 108¢g
Tris-base; 55g acido borico; 40 mL EDTA 0,5 M (pH = 8)), tifiéndolo con el intercalante GelGreen
(stock 20.000X: 10 mg/mL - MiniPCR) y utilizando marcadores comerciales de peso y tamafo
molecular como patrones de referencia (INBIO 1kb).

Los resultados de cada corrida electroforética fueron visualizados con el transiluminador de
luz azul (BlueGel) y digitalizados mediante fotografia.
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Los acidos nucleicos fueron cuantificados mediante espectrofotometria utilizando para ello el
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

II. 2 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS LDH

111.2.a. Sintesis de MgAI-Cl LDH NPs

La sintesis de los hidroxidos dobles laminares de magnesio-aluminio intercalados con cloruro
(MgAI-Cl LDH) fue realizada por el método de coprecipitacion a pH variable, seguido de un
envejecimiento hidrotermal post-sintético (Figura 23) (Vasti et al., 2020).

El procedimiento se llevdo a cabo en una campana de flujo laminar, utilizando reactivos
quimicos no contaminados (MgCl,.6H,0 0,3 M; AICIL;.6H,0 0,1 M; NaOH 0,25 M) y agua miliQ libre
de nucleasas, para mantener la esterilidad de las NPs sintetizadas. Se prepararon soluciones stock 1 M
de MgCl,.6H,0, 1 M de AICI;.6H,O y 5 N de NaOH, y se filtraron con un filtro Sartorius de 0,2 um.
A partir de las mismas, se prepard una solucion mixta de las sales hexahidratadas (0,3 M Mg*"y 0,1 M
AP*), y una solucion 0,25 M de NaOH.

Se agregaron rapidamente 3 mL de la solucion de los iones metalicos a 10 mL de la solucion
de NaOH en un tubo de 15 mL, agitando vigorosamente durante 10 minutos a 600 rpm con agitador
magnético a temperatura ambiente. El contenido del tubo fue redistribuido en 10 tubos de 1,5 mL, se
centrifugd a 14800 rpm durante 10 minutos para separar el pellet de la solucion de sintesis, y se
descarto el sobrenadante. Se realizaron ciclos de lavado y resuspension del pellet con 800 uL. de agua
miliQ, con posterior centrifugacion a 14800 rpm durante 5 minutos hasta que se observo turbidez en el
sobrenadante.

Finalmente, se dispersaron las NPs en 1250 pL de agua miliQ, y se envejecieron las
soluciones con tratamiento hidrotermal a 80 °C durante 4 hs. Este tratamiento post-sintético de los
precipitados de LDH se realiza con la finalidad de aumentar la homogeneidad del producto, reducir la
agregacion de particulas y aumentar la cristalinidad. La dispersion obtenida fue almacenada a
temperatura ambiente.

La concentracion de las NPs sintetizadas fue estimada mediante estequiometria.

Solucién de
sales metalicas

N

'

Solucién

alcalina
Prepacién de la Agitacién vigorosa Centifugacion Ciclos de lavado y resuspensién ~ Traramiento hidrotermal
solucion de sintesis por 10 min 14800 rpm /10 min Dispersion de LDH en agua 80°C/4hs

Figura 23. Esquema representativo de la sintesis de las MgAI-Cl LDH NPs por el método de
coprecipitacion a pH variable. Creado en: BioRender.
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II1.2.b. Caracterizacion de MgAI-Cl LDH NPs

El tamafo hidrodinamico y la estabilidad coloidal de las MgAIl-LDH NPs (indice de refraccion
= 1,55; (Liu et al., 2019)) dispersas en agua fueron medidas mediante Dispersion de Luz Dindmica
(DLS, por sus siglas en inglés) utilizando un instrumento Zetasizer Nano (Malvern, Reino Unido).

Para el estudio del tamafo real y la morfologia de las MgAIl-LDH NPs, se tomaron imagenes
usando un Microscopio Electronico de Transmision (TEM, por sus siglas en inglés) Zeiss EM 109T
equipado con camara digital Gatan ES1000W, a un voltaje de aceleracion de 80 kV. Las imagenes
fueron procesadas con el software Fiji (Image]) para realizar mediciones al azar de alrededor de 100
NPs y poder estimar asi su tamafio real a partir de un histograma de la distribucion del tamafio de la
nanoparticula.

Las curvas de absorbancia UV-visible se midieron usando un espectrofotoémetro Nanodrop
1000 (Thermo Scientific, Software V3.81) en la funcion de UV-Visible, con el fin de analizar las
propiedades Opticas y el estado de agregacion de las nanoparticulas.

I1I. 3 FORMULACION DE COMPLEJOS LDH:ADN

I11.3.a. Estudio de la interaccion entre LDH y ADN

Se investigd la capacidad de interaccion entre la nanoparticula sintetizada y ADNp mediante
un ensayo de cambio de movilidad por electroforesis en gel (EMSA, por sus siglas en inglés)
(Hellman & Fried, 2007). EMSA es una técnica ampliamente utilizada para analizar interacciones en
sistemas bioldgicos, como los vinculos entre proteinas y acidos nucleicos, y se basa en el principio de
que los complejos ADN-proteinas migran mas lentamente cuando son sometidos a electroforesis en
condiciones nativas a través de geles de poliacrilamida o de agarosa.

En este contexto, se adapté el EMSA con el proposito de evaluar tanto la capacidad de carga
del ADNp en las MgAI-Cl LDH como el tiempo minimo necesario para que se formen los complejos
LDH:ADN. El ADN desnudo presenta una determinada movilidad en un gel de agarosa, pero al unirse
a NPs con carga positiva, su movilidad disminuye significativamente. Esto se debe a una interaccion
no covalente entre los grupos fosfato con carga negativa en la estructura del ADN vy las laminas de
LDH con carga positiva, lo que resulta en la formacion de un complejo LDH:ADN. La evidencia de
esta interaccion se refleja en desplazamientos en la posicion de la banda en el gel de agarosa, cuando
se comparan con moléculas de ADN sin NPs.

En tal sentido, para evaluar la capacidad de carga de las MgAI-Cl LDH NPs, una cantidad
constante del plasmido pFastBac Dual-pCMV-EGFP (0,5 pg, 6,5 kb) se formulé con cantidades
variables de LDH de 0 a 50 pg, y se anadié agua miliQ hasta un volumen final de 10 pL. Las muestras
se incubaron a 37 °C durante 20 min, y se afiadié una cantidad adecuada de buffer de carga de ADN.
Los complejos LDH:ADN se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % p/v en
buffer TBE 1X a 45 V durante 40 minutos, utilizando GelGreen (stock 20.000X: 10 mg/mL -
MiniPCR) como agente intercalante revelador.

Una vez determinada la relacion LDH/ADN O6ptima, se establecieron distintos tiempos de
incubacion dentro de un rango de 1 a 20 minutos, con el fin de determinar mediante EMSA el tiempo
minimo requerido para que el ADN se cargue completamente en la nanoparticula. Para ello, 0,5 pg del
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plasmido pFastBac Dual-pCMV-EGFP se formularon en una relaciéon en masa de 100, y se anadio
agua miliQ hasta un volumen final de 10 uL. Las muestras se incubaron a 37 °C durante los distintos
intervalos de tiempo establecidos, y se afiadié una cantidad adecuada de buffer de carga de ADN a
cada muestra. Los complejos LDH:ADN se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al
0,8 % p/v en buffer TBE 1X a 45 V durante 40 minutos, utilizando GelGreen como agente intercalante
revelador.

Los resultados de cada corrida electroforética fueron visualizados con el transiluminador de luz azul
(BlueGel) y digitalizados mediante fotografia. La imagen del gel resuelto correspondiente al ensayo de
capacidad de carga se analizo utilizando el software Fiji (Imagel), para calcular el cambio relativo, o
Relative shift.

Este parametro proporciona informacion sobre la interaccion entre el complejo de LDH y el ADN,
siendo que un porcentaje mas grande sugiere una interaccion mas fuerte entre ambos. Un porcentaje
positivo indica un desplazamiento hacia el &nodo, mientras que uno negativo indica un desplazamiento
hacia el catodo. El cambio relativo se expresa mediante la siguiente formula:

Distancia migrada por el complejo — Distancia migrada por el ADN 100
Distancia migrada por el ADN

Cambio relativo (%) =

111.3.b. Caracterizacion de los complejos LDH:ADN

Las MgAIl-Cl LDH NPs sintetizadas se formularon con ADNp mediante intercambio aniénico
en la relacion en masa de LDH/ADN determinada como Optima, para la caracterizacion de los
complejos LDH:ADN mediante TEM y DLS. Para un volumen final de 1 mL, se mezclaron 16,67 pL
de suspension de LDH (~ 6 pg/uL), 0,5 uL de plasmido pFastBac Dual-CMV/EGFP (2 pg/ul) y
982,83 pL de agua miliQ, y se incubaron a 37 °C durante 5 minutos.

111.3.c. Capacidad de proteccion del ADN complejado

Las NPs sintetizadas fueron evaluadas en su eficiencia para proteger las biomoléculas
complejadas, como el ADN plasmidico, de los ataques de las endonucleasas presentes en el entorno
extra e intracelular (Xu et al., 2006; Yuan et al., 2009). Para ello, se someti6 al complejo LDH:ADN a
un tratamiento con DNAsa (Minicircle-safe DNase, SBI) y/o endonucleasas de restriccion de tipo I de
corte unico (EcoRI y Nhel) en un volumen final de reaccion de 10 pL. Se utilizé una unidad de enzima
por microgramo de ADN para cada reaccion, y la cantidad de ADN fue de 300 ng/pocillo.

Las digestiones se incubaron a 37 °C durante 30 min, y se detuvieron mediante la adicion de 4
pL de buffer de carga. Los complejos LDH:ADN se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 % p/v (buffer TBE) a 45 V durante 40 minutos, utilizando GelGreen como agente
intercalante revelador. La integridad del ADN en el complejo se compard con el ADN no tratado, y
ADN tratado solo con DNAsa o con EcoRI/Nhel como controles.

111.3.d. Eficiencia de escape endosomal de los complejos LDH:ADN

La formulacion LDH:ADN generada fue evaluada en su eficiencia para escapar del endosoma
mediante un procedimiento descripto en bibliografia (Senapati et al., 2019). Para ello, se trato el
complejo LDH:ADN con acido clorhidrico (HCI 0,12 M) hasta alcanzar un pH de 5, y se incubaron
durante una hora para lograr una disolucion parcial de las MgAIl-Cl LDH NPs. Luego, se ajusté el pH
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a 7,4 con hidroxido de sodio (NaOH 0,4 N), y se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al
0,8 % p/v (buffer TBE) a 45 V durante 40 minutos, utilizando GelGreen como agente intercalante
revelador. Se monitorearon las bandas de pPDNA usando un transiluminador UV.

III. 4 EVALUACION DE LA EXPRESION DE GFP EN CELULAS DE
MAMIFERO

Il1.4.a. Mantenimiento de lineas celulares de mamiferos

La lineas celulares A-375 (ATCC® CRL-1619™) derivada de melanoma maligno de piel
humano y CHO-K1 (ATCC® CCL-61™) derivada del ovario de un hamster chino hembra adulto,
fueron cultivadas en monocapa en frascos de cultivo de 25 y 75 c¢cm? (Greiner) utilizando medio
DMEM (Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% v/v de SFB inactivado (30 minutos, 56 °C)
y mezcla de antimicotico/antibacteriano (Invitrogen). Se realizaron recambios de medio de cultivo
regularmente para asegurar el correcto aporte de los nutrientes y factores necesarios para la
supervivencia de la poblacion clonal.

Las células fueron mantenidas a una temperatura constante de 37 °C en la estufa DH4000bII
(MiLab) sin suplementacion de CO,. Una vez alcanzada la confluencia de 80-90 % aproximadamente,
se repicaron las mismas utilizando diluciones 1:3 — 1:5 en frascos de 25 y 75 c¢cm’. También se
criopreservaron las células partiendo de monocapas a una confluencia del 90%, lavadas mediante PBS
1X, despegadas del soporte con tripsina-EDTA (tripsina 2,5 mg/mL, EDTA 0,38 mg/mL), y
resuspendidas en solucion de criopreservacion estéril (SFB 90%, DMSO 10%). Se las mantuvo en un
recipiente de congelacion por 24 horas a -86 °C para lograr la disminucion gradual de la temperatura
(1 °C/minuto) y luego se las mantuvo a -86 °C.

Para el descongelamiento de las lineas, se tomd un criovial (de cada una de ellas) congelado a
-86 °C, y se lo colocd en un baiio termostatizado a 37 °C hasta lograr su total descongelamiento. Una
vez descongelado, se diluy6 el contenido en 10 mL de medio DMEM suplementado con 10% SFB y
mezcla de antimicotico/antibacteriano en un tubo Falcon de 15 mL, y se lo centrifugd a 1.500 rpm
durante 10 minutos. Se retird el sobrenadante, y se procedio a resuspender el pellet en 4 mL de medio
DMEM completo, para luego traspasarlo a un frasco de 25 cm?,

111.4.b. Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de mamifero

La citotoxicidad de las MgAI-Cl LDH NPs sintetizadas en células de mamifero fue evaluada
mediante la técnica de tincion con Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio (AO/EtBr) (Kasibhatla et
al., 2000), la cual permite diferenciar células viables, células en apoptosis temprana y tardia, y células
necroticas. El compuesto Naranja de Acridina (A excitacion: 510 nm, A emision: 505 nm) penetra en
células tanto viables como muertas y se intercala en el ADN de doble cadena emitiendo fluorescencia
verde, mientas que el Bromuro de Etidio (A excitacion: 502 nm, A emision: 526 nm) es un agente
intercalante que emite fluorescencia roja-naranja en células con la membrana dafiada en estados
avanzados de la apoptosis o necrosis.

Para realizar este procedimiento, se cultivaron las lineas celulares de mamifero A-375
(melanoma epitelial humano) y CHO-K1 (tipo epitelial de ovario de hamster) en placas multiwell de
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96 pocillos, considerando una densidad estandar de 2x10° células por pocillo en 100 uL de medio
DMEM suplementado con 10% SFB y antibidticos a 37 °C. Una vez confirmada la confluencia del
80-90%, se eliminaron las células muertas y/o desprendidas lavando dos veces con PBS. Se prepararon
concentraciones crecientes de LDH (stock 6,4 pg/uL) en un volumen final de 100 pL. de DMEM sin
suero, y cada una de ellas fue sembrada por duplicado para analizar muerte celular a las 24 hs. Luego
de 4 hs de incubacion, se reemplazd el contenido de los pocillos con 100 pL de medio DMEM
suplementado con 10% SFB y antibioticos, y se incub6 a 37°C.

Pasadas las 24 horas de la incubacion con diferentes concentraciones de LDH, las células de
todos los pocillos fueron lavadas con 100 pL de PBS y cosechadas agregando a cada una de las fosas
100 pL de Tripsina-EDTA. Luego de obtener las células, se agregaron 100 uL de DMEM
suplementado con 10% SFB y antibioticos a cada uno de los pocillos, se homogeneizé mediante
pipeteo suave, y se coloco la suspension celular en tubos del tipo Eppendorf de 1,5 mL correctamente
rotulados. Luego, se concentraron las células de la suspension centrifugando 10 minutos a 500 rpm. Se
descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 15 puL de soluciéon AO/EtBr (4 pg/mL de AO
y 4 pg/mL de EtBr en PBS). Para finalizar, se tomaron 10 pL de esta suspension, y se colocd tal
volumen en un portaobjetos junto con un cubreobjetos. Inmediatamente, cada uno de estos preparados
fue observado utilizando un Microscopio Trinocular Bioldgico Invertido (Arcano;
XYL-403-YAT-PLAN), empleando el filtro UV. Se tomaron al menos tres fotos de distintos campos en
cada uno de los preparados con el software Am-Lite y un aumento de 20X.

Una vez obtenidos estos registros para cada uno de los tratamientos, se procedio a la
observacion, conteo y clasificacion de células de acuerdo con las diferentes morfologias celulares
esperadas por la técnica (Figura 24). Los valores obtenidos fueron relativizados con respecto al
numero total de células, y expresados en porcentaje de células viables, apoptoticas tempranas,
apoptoticas tardias y necroticas.

Los resultados de la disminucién de la viabilidad celular fueron analizados mediante el
analisis de la varianza (ANOVA), en un disefio completamente aleatorizado con dos réplicas por
tratamiento. Las comparaciones entre los tratamientos se realizaron utilizando la prueba de Dunnett.
Se consideraron significativas aquellas pruebas con un p-valor < 0,05. Todos los analisis estadisticos
fueron efectuados utilizando el programa estadistico Prism10 (GraphPad).

Apoptosis Apoptosis
temprana tardia

Figura 24. (A) Diferentes estadios morfologicos visualizados en células de mamiferos en el proceso de

Viabilidad

Necrosis

apoptosis y necrosis. Las células viables muestran niicleos fluorescentes de color verde claro con una
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membrana plasmatica intacta. Al avanzar en la cascada apoptotica, puede observarse una
condensacion de cromatina y marginacion nuclear, la generacion de apoptopodios y protrusiones en
la membrana plasmatica (denominados blebs). En estadios tardios, puede verse un cambio en la
coloracion de las células (de verde anaranjado a rojo) debido a una fragmentacion nuclear y
degradacion del ADN;, y las células necroticas tienen fluorescencia roja sin fragmentacion de la
cromatina. (B) Microfotografias de estadios morfologicos apoptoticos observados. Creado en:
BioRender.

I11.4.c. Transfeccion de LDH:ADN en lineas celulares de mamifero

La eficiencia de transfeccion in vitro de los complejos de LDH:ADN, en comparacion con la
entrega de ADNp desnudo y el reactivo de transfeccion polimérico polietilenimina (PEI), fue evaluada
en las lineas celulares A-375 y CHO-KI1 utilizando un protocolo de transfeccion de células de
mamifero adaptado de ThermoFisher Scientific (lnvitrogen).

Se cultivaron células A-375 y CHO-K1 en placas multiwell de 96 pocillos a una densidad
estandar de 2x10° células por pocillo en 100 uL de medio DMEM suplementado con 10% SFB y
antibioticos a 37 °C. Una vez confirmada la confluencia del 80-90%, se eliminaron las células muertas
y/o desprendidas lavando dos veces con PBS. Se prepararon relaciones de LDH/DNA de 0, 10, 50, 80
y 100, correspondientes a las concentraciones de LDH estudiadas en el ensayo de citotoxicidad. Para
ello, una cantidad constante del plasmido pFastBac Dual-pCMV-EGFP (2 pg, 6,5 kb) se formul6 con
cantidades variables de LDH de 0 a 200 pg, y se afiadid6 DMEM sin suero hasta un volumen final de
100 pL. Como control positivo, se utilizo el agente de transfeccion PEI (40 kDa 1 mg/mL) en una
relacion N/P de 4, donde N/P refiere a la proporcion de moles de los grupos amino del polimero
cationico respecto a aquellos de los fosfatos del ADN, representado por la siguiente formula: N/P =
7,53 x relacion en peso de PEI/ADN.

Luego de cinco minutos de incubacion a 37 °C para formar complejos de LDH:DNA y
PEIL:DNA, se agregaron a los pocillos correspondientes (por triplicado), y las células se incubaron a 37
°C. Cuatro horas después de la transfeccion, se reemplazo el contenido de los pocillos con 100 pL de
medio DMEM suplementado con 10% SFB y antibioticos, y se incub6 a 37 °C. Pasadas las 24 y 48
horas de la transfeccion, las células de todos los pocillos fueron lavadas dos veces con 100 puL de PBS.

Posteriormente, la eficacia de la transfeccion se evalué mediante la expresion de la proteina
fluorescente verde (GFP) bajo un microscopio de fluorescencia. Las imagenes de células vivas se
realizaron utilizando un Microscopio Trinocular Biologico Invertido (Arcano; XYL-403-YAT-PLAN).
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CAPITULO IV

Resultados
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IV. 1 OBTENCION DE LA CONSTRUCCION GENICA REPORTERA

Se amplificd y purifico el vector de expresion pFastBac Dual-CMV/EGEFP, y se determiné la
identidad del mismo mediante el analisis del patron de restriccion. En la corrida electroforética del
vector linealizado con la enzima HindlIII, se observo una banda de 6,5 kpb que se corresponde con el
tamano esperado de 6505 pb. Tras la digestion con las enzimas HindIll y Smal, se liberaron
fragmentos de aproximadamente 1,6 kpb y 4,8 kpb, lo cual coincide con las predicciones realizadas in

silico (Figura 25).
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Figura 25. (A) Esquema representativo del vector pFastBac Dual-pCMV-EGFP, digerido con enzimas
de restriccion de corte unico. (B) Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8 % p/v revelada con
GelGreen (MiniPCR) y luz Azul, donde se sembraron los productos correspondientes a las
restricciones con las enzimas HindlIIl y HindIII+Smal, y las comparaciones con sus respectivas
digestiones in silico, donde se indican los tamarios teoricos de los fragmentos esperados. Se utilizo
INBIO 1kb de marcador molecular.

Se verifico la pureza del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometria
empleando como medida la relacion de absorbancias a 260 y 280 nm. La concentracion resultante fue
de aproximadamente 2 pg/uL.
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IV. 2. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS LDH

1V.2.a. Caracterizacion de las MgAI-Cl LDH NPs

El método empleado para la sintesis de las MgAI-Cl LDH NPs fue generado ad-hoc a partir de
una adaptacion de procedimientos encontrados en la literatura. Dado que las condiciones de sintesis
varian en los diferentes trabajos cientificos publicados, se realizé una sintesis preliminar de las NPs
tomando muestras de 1 mL de distintas cantidades de ciclos de lavado y centrifugacion realizados
(desde uno hasta cinco, denominados L1-L5). Esto se hizo con el proposito de determinar cuantos
lavados eran necesarios para obtener nanoparticulas de menor tamafio y mayor monodispersidad, ya
que se ha establecido que el tamafio promedio adecuado para la entrega de genes con las LDH NPs se
encuentra en el rango de 50 a 200 nm (Karmakar et al., 2022; Kura et al., 2014; Kuthati et al., 2015;
Vasti et al., 2016).

Las muestras L1-L5 se analizaron mediante la técnica de DLS, que permite estudiar el tamafio
hidrodinamico y la estabilidad coloidal de las NPs mediante la medicion de dos parametros: el
Z-average y el indice de polidispersidad (PdI), respectivamente. El Z-Average representa la
distribucion del tamafo del diametro hidrodindmico medio, mientras que PdI proporciona informacion
sobre el grado de dispersion de la muestra: valores cercanos a cero sugieren monodispersidad mientras
que valores cercanos a la unidad sugieren una variedad de tamafios de NPs. Los resultados se muestran
en la Tabla II.

Muestra Z-Average (nm) Pdl
L0 1512,33 +£25,0 0,39 + 0,07
L1 745,75 + 75,59 0,75+ 0,07
L2 309,30 + 29,09 0,67 +0,07
L3 196,40 £ 3,61 0,49 + 0,02
L4 148,70 = 4,07 0,33+ 0,02
LS 141,57 £ 1,64 0,37 £ 0,04

Tabla I1. Z-average y Pdl medidos por DLS para el precipitado generado por la coprecipitacion
inicial (L0) y para las muestras con distinta cantidad de lavados (L1-L5). Los resultados se expresan
como X=DS.

Los datos presentados en la Tabla II indican que a medida que aumenta el nimero de ciclos de
lavado, el Z-Average de las nanoparticulas disminuye, lo que sugiere una reduccion en su tamafo
hidrodinamico. En cuanto al PdI, se observa una tendencia similar hacia valores cercanos a cero, lo
que indica una mayor uniformidad en la distribucion de tamafios a medida que se realizan mas
lavados. Sin embargo, es importante destacar que no se observaron diferencias significativas entre la
realizacion de cuatro o cinco lavados del precipitado inicial.

Dado que las muestras L3 y L4 presentaron un tamafio hidrodinamico promedio de (196 + 4)
nm y (149 + 4) nm respectivamente, y que cinco lavados no mejoran la uniformidad ni el tamafio de
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las NPs en comparacion con cuatro lavados, se optd por sintetizar un nuevo lote de MgAl-Cl LDH
NPs realizando tres y cuatro lavados. A continuacion, se procedio a llevar a cabo una caracterizacion
mas detallada de estas NPs.

La Figura 26 muestra la distribucion de tamaiio por intensidad para las MgAl-Cl LDH NPs
medidos por DLS. La suspension de LDH sintetizada empleando tres lavados mostré una distribucion
de tamafio de particula bimodal, con picos medios de (172 £ 54) y (5171 £490) nm, y una intensidad
del 92,3 y 7,7 %, respectivamente. Esto indica la presencia de NPs, asi como la posible presencia de
agregados de las mismas. Se reporté un Z-Average de 199 nm con un indice de polidispersidad (PdI)
de 0,40. Luego de realizar un lavado adicional, los agregados parecieron segregar por completo,
obteniendo NPs dispersas con un didmetro de (107 £ 22) nm y una intensidad del 100%. EI valor
promedio Z fue de 148 nm, y el PdI de 0,22 indic6 una distribucion de tamafio mas homogénea.
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Figura 26. Distribucion de tamanio por intensidad para MgAI-LDH NPs sintetizadas empleando tres
(4) y cuatro (B) lavados, medidos por DLS. Los medios de pico (Peak) muestran el tamario y el
porcentaje por intensidad de hasta tres picos dentro del resultado, junto con el desvio estandar de las
mediciones.

Para el estudio del tamafo real y de la morfologia de las NPs, se utiliz6 la técnica de TEM. La
Figura 27 muestra las imagenes TEM, junto con los histogramas de la frecuencia de distribucion del
tamafio de las suspensiones de MgAI-Cl LDH. Es posible observar la forma hexaédrica bien definida
de las MgAIl-Cl LDH NPs, con un tamafio promedio de (179 £ 42) nm y (117 + 19) nm para las
muestras con tres y cuatro lavados, respectivamente.
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Figura 27. Imagenes de microscopia electronica de transmision con una magnificacion de 50000x y
histogramas de distribucion de tamario de las suspensiones de MgAIl-Cl LDH sintetizadas mediante
tres (4) y cuatro (B) lavados.

Finalmente, se llevo a cabo un analisis de las propiedades oOpticas y el estado de agregacion de
las NPs mediante espectroscopia UV-Visible. La Figura 28 muestra los espectros de absorcion de las
MgAI-Cl LDH NPs en dispersion acuosa. Ambas muestras analizadas exhiben un pico de absorcion a
230 nm en el grafico de absorbancia en funcion de la longitud de onda, correspondiente a la region
UVC del espectro. La diferencia de absorbancia observada entre las muestras podria atribuirse a la
presencia de agregados de NPs en la muestra donde se emplearon tres lavados. La agregacion de
nanoparticulas provoca una disminucion en la intensidad de la absorbancia maxima, sin desplazar la
longitud de onda a la que se produce el pico.
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Figura 28. Espectros de absorcion UV-Visible de las suspensiones de MgAI-Cl LDH sintetizadas
empleando tres y cuatro lavados. Cada punto de absorbancia refleja la medicion de la muestra
ajustada con la absorbancia del blanco.

Por lo tanto, se concluye que la realizacion de cuatro lavados es optima para la obtencion de
NPs de menor tamafio y mayor monodispersidad, por lo que esta condicion se selecciond para los
experimentos posteriores.

1V.2.b. Cuantificacion estequiométrica de las MgAIl-Cl LDH NPs

Las concentracion de las MgAI-Cl LDH NPs sintetizadas empleando cuatro lavados mediante
el método de coprecipitacion a pH variable fue estimada mediante estequiometria.

Las LDH forman capas de hidroxidos metalicos con carga positiva, con la férmula estructural
general [M",_M" (OH),]*"(A™)ym-YH,0, donde M" y M™ representan cationes metalicos divalentes y
trivalentes, respectivamente, y A™ representa un anion de valencia m de la capa intermedia (Karmakar
et al., 2022), que consisten en una amplia variedad de especies inorganicas y orgénicas. La x denota la
densidad de carga de las capas de hidroxido, cuyo valor siempre se mantiene entre 0,20 y 0,33, y esta
determinado por la formula:

. . 3
Carga total de los cationes trivalentes [M +]

= = <x<
X Carga positiva total de la ldmina de LDH [M3+] + [MZ+] donde 02=x=0,33

De acuerdo a las concentraciones molares de los reactivos, y teniendo en cuenta la reaccion
estequiométrica de sintesis de MgAIl-Cl LDH: (1-x) MgCl, + x AICI; + 2 NaOH — Mg, Al,(OH),Cl,
+ 2NaCl; se plante6 el balance de carga de los iones intervinientes: (2 [Mg?] + 3 [Al*] =2 [OH] + x
[CT]). De este modo, a partir de la formula superior se obtuvo un valor de x de 3, y de (1-x) de %.

Suponiendo que la totalidad de las sales hexahidratadas de MgCl,.6H,O (203,3 g/mol) y
AICl;.6H,0 (241,4 g/mol) reaccionan para dar nanoparticula, se obtuvo una masa de 13,33 mg a partir
de la sintesis. Considerando que el volumen final de resuspension fue de 1,25 ml, con un rendimiento
de la reaccion del ~ 60%, se obtuvo una concentracion de 6,4 mg/mL de LDH.
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IV. 3. FORMULACION DE COMPLEJOS LDH:ADN

1V.3.a. Estudio de la interaccion entre LDH y ADN

La capacidad de interaccion entre el ADNp y las LDH fue determinada mediante un ensayo
EMSA. Se evalud tanto la capacidad de carga del ADNp en las MgAIl-Cl LDH como el tiempo
minimo necesario para que se formen los complejos LDH:ADN.

Para examinar la capacidad de carga, se realizd un ensayo de retardo en gel con distintas
relaciones en masa de LDH/DNA de 0 a 120. Los resultados en la Figura 29 evidencian que al
aumentar la proporcion de LDH con respecto a una cantidad constante de plasmido, se reduce la
movilidad del ADN en el gel de agarosa debido a su interaccion con moléculas de LDH con carga
positiva. La movilidad del complejo LDH:ADN se vio completamente retardada al emplear una
relacion de 100 a 1.

LDH (ug)

0,5 pg
ADNp 5 15 25 30 35 40 45 50

0:1 10:1 30:1 50:1 60:1 70:1 80:1 90:1 100:1

Figura 29. Ensayo de retardo en gel para la determinacion de la capacidad de carga de ADN en las
MgAI-Cl LDH sintetizadas. Se mezclaron 0,5 ug de ADNp con diferentes cantidades de LDH de 0 a 50
ug, v los complejos de LDH:ADN se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 0,8 % p/v
revelada con GelGreen (MiniPCR) y luz UV.

El grafico del cambio relativo en funcién de la relacion LDH/ADN exhibido en la Figura 30
proporciona un analisis semicuantitativo, el cual respaldo que las interacciones entre el ADNp y las
LDH alcanzaron un nivel maximo en una relacion de 100. Por lo tanto, éste fue el valor seleccionado
para los futuros experimentos.
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Figura 30. Cambio relativo de los complejos formulados en diferentes proporciones LDH/ADN.

La Figura 31 muestra el ensayo de retardo en gel realizado para determinar el tiempo minimo
requerido para que el ADNp se cargue completamente en la LDH, empleando una relacion de 100. Se

vio que cinco minutos de incubacion a 37 °C son suficientes para lograr la formacion del complejo
LDH:ADN a una relacion de 100.

Figura 31. Ensayo de retardo en gel para la determinacion del tiempo minimo de carga de ADN en
las MgAIl-Cl LDH sintetizadas. Los complejos formulados en una relacion de LDH/ADN de 100,
incubados durante intervalos de tiempo de 0 a 20 minutos, se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa 0,8 % p/v revelada con GelGreen (MiniPCR) y luz UV.
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1V.3.a. Caracterizacion de los complejos LDH:ADN

Durante la reaccion de intercambio anidnico con los iones cloruro de la intercapa, el ADN
puede intercalarse completamente entre las capas de LDH o adsorberse en su superficie formando
aglomerados, como se ilustra en la Figura 32A. Para caracterizar la interaccion entre el ADNp y las
LDH se utilizaron las técnicas de TEM y DLS.

Las imagenes de microscopia que se presentan en la Figura 32B, sugieren que el ADN
cargado negativamente se adsorbio en la superficie de las LDH NPs debido a la formacion de
aglomerados de complejos de ADN:LDH. La distribucion del tamafio por intensidad de las
nanoparticulas antes y después de la formacion de los complejos con el ADN se muestra en la Figura
32C. Los tamafios reportados fueron de (107 + 22) para las MgAI-Cl LDH y (501 £ 12) nm para los
complejos LDH:ADN. Se obtuvieron valores de Z-Average de 148 y 1464 nm, con PdI de 0,22 y 0,88,
respectivamente.
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Figura 32. (A) Imagen representativa de las laminas de LDH con ADN intercalado, y de los
aglomerados de LDH con ADN adsorbido. (B) Imagen de microscopia electronica de transmision con
una magnificacion de 50000x del complejo LDH:ADN. (C) Distribucion de tamaiio por intensidad
para las MgAIl-Cl LDH NPs sintetizadas empleando cuatro lavados y para los complejos LDH:ADN.

1V.3.c. Capacidad de proteccion del ADN complejado

Para una expresion génica satisfactoria, el vehiculo de transporte debe proporcionar proteccion
al material genético frente a la degradacion por las nucleasas presentes en el entorno extracelular. La
Figura 33 muestra los distintos tratamientos realizados tanto sobre el ADNp desnudo como el que se
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encuentra formando complejos con las NPs. Tras la incubacion con la DNAsa, el ADNp desnudo y
linealizado se degrado por completo y no se detect6 en el gel luego de resolverse la electroforesis. Por
el contrario, el ADNp que estaba complejado con las NPs permanecio intacto tras el tratamiento con la
DNAsa. Estos resultados sugieren que las LDH sintetizadas pueden proteger eficazmente el ADNp de
la degradacion mediada por nucleasas, debido a la incapacidad de las enzimas para reconocer
secuencias de nucledtidos ni sitios especificos en la estructura del ADN por el impedimento estérico al
formar el complejo, lo que asegura la integridad del material genético complejado.

ADNp + LDH:AD LDH:ADN +
+ DNAsa ’

EcoRI/Nhel - DNAsa

Figura 33. Ensayo de capacidad de proteccion del ADN complejado a DNAsas. Las calles 1y 4 son
muestras no digeridas de ADNp desnudo y complejos LDH:ADN en una relacion de 100,
respectivamente. Las calles 3 y 5 son las muestras anteriores expuestas a la enzima DNAsa. La calle 2
es un control de digestion con enzimas de restriccion de corte unico. Se utilizo una unidad de enzima
por microgramo de ADN para cada reaccion. La cantidad de ADN fue de 300 ng/pocillo.

1V.3.d. Eficiencia de escape endosomal de los complejos LDH:ADN

Ya determinada la interaccion entre las LDH y el ADN, mas la proteccion en la integridad del
acido nucleico, se evalu6 si las LDH podrian liberar el ADN en la célula. En tal sentido, después de la
internalizacion de las NPs a través de la via de endocitosis mediada por clatrina, se almacenan en
vesiculas de acidificacion lenta de la via endosomal. Durante esta maduracion, el valor del pH
disminuye de 7,4 a 6,5 en el endosoma temprano, y a 5,5 en el endosoma tardio. Esto da como
resultado su disolucidn parcial, que posteriormente amortigua el pH endosomal y provoca la ruptura
del endosoma. Por lo tanto, el escape del endosoma hacia el citoplasma se considera como el paso
determinante de la entrega de genes, donde la carga genética es capaz de liberarse de las NPs evitando
ser degradado en el lisosoma.

La Figura 34 muestra el ensayo realizado para evaluar la eficiencia de escape endosomal de
los complejos LDH:ADN. Tras el tratamiento del complejo LDH:ADN con HCI para obtener un pH
aproximado de 5, que corresponde a la acidificacion tipica en los endosomas, no se logrd una
liberacion exitosa del ADN. De manera similar, cuando se expuso el complejo a un pH 3, tampoco se
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obtuvo la disolucion de las NPs, lo que sugiere una eficiencia limitada en el escape endosomal, al
menos en las condiciones ensayadas.

Tratamiento con HC1 0,12 M

LDH:ADN LDH:ADN ~ LDH:ADN
(PH=98) (PH=5) (PH=3)

ADNp

Figura 34. Ensayo de escape endosomal de los complejos LDH:ADN. Corrida electroforética en gel

de agarosa 0.8 % p/v revelada con GelGreen (MiniPCR) y luz UV, donde se sembraron los productos

correspondientes a los tratamientos con HCl y NaOH, y los respectivos controles. Se indican sobre las
calles de siembra las relaciones utilizadas y las condiciones de pH.

IV. 4 EVALUACION DE LA EXPRESION DE GFP EN CELULAS DE
MAMIFERO

1V.4.a. Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares de mamifero

Para evaluar la induccion de apoptosis en células CHO-K1 y A-375, se utilizo6 la tincién con
AO/EtBr después de que las células hayan sido tratadas con distintas concentraciones de LDH. Las
células tefiidas se contabilizaron y caracterizaron en cuatro tipos celulares segiin cambios
morfologicos en la forma celular y la condensacion de la cromatina pasadas las 24 horas de
tratamiento.

Al observar las células bajo un microscopio de fluorescencia invertida utilizando un filtro GFP
(Figura 35), las células control mostraron un color verde claro y no presentaron manchas naranjas o
rojas, lo que indica que se mantuvieron en estado viable. Luego de 24 horas de tratamiento con
concentraciones de 0.1 y 0.5 pg/uL de LDH, se observaron alteraciones en la morfologia celular de
algunas células. Esto incluyd cambios como la condensacion de la cromatina, la marginacion nuclear y
la formacion de protrusiones en la membrana plasmatica, que son signos de células apoptoticas
tempranas. A concentraciones mas elevadas (0.8 y 1 pg/uLl), se observé una pérdida de la integridad
de la membrana celular, y un incremento en la cantidad de células con tonalidades anaranjadas, lo que
sugiere células apoptéticas en una etapa mas avanzada. Algunas células incluso adquirieron un tono
rojizo, lo que indica que han experimentado muerte celular por necrosis.

69



0,8 ug/uL 0,5 pg/uL 0,1 pug/puL 0 ug/uL

1 pg/uL

Figura 35. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células CHO-K1 y A-375 teriidas con
AQV/EtBr, representativas de los tratamientos con diferentes concentraciones de LDH de 0 a 1 ug/mL.
Se tomaron tres fotos de distintos campos en cada uno de los preparados con un aumento de 20X. Las
células apoptoticas tempranas se sefialan en violeta, las células apoptoticas tardias en naranja y las

células necroticas en celeste.
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La viabilidad de las células CHO-K1 y A-375 en presencia de MgAI-Cl LDH en diversas
concentraciones se muestra en la Figura 36. Las células control mostraron un 100% de viabilidad para
ambas lineas celulares pasadas las 24 horas desde el tratamiento. Como era de esperar, el aumento de
la concentracion de LDH provoco una mayor muerte celular, reflejado por el aumento del numero de
células apoptoticas y la disminucion del numero de células viables. En ambos casos, el 50% de la
viabilidad celular se produjo entre una concentracion de 0.8 y 1 pg/uL, generando una mayor muerte
celular en la linea CHO-K1.

CHO-K1 A-375
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Figura 36. Grdficos de columna apilada al 100 % del porcentaje de células viables, apoptoticas
tempranas y tardias y necroticas, segun lo revelado por la tincion con AO/EtBr seguida de un
recuento manual, para las lineas celulares CHO-K1 y A-375 a las 24 horas post tratamiento. Se
efectuaron comparaciones de los valores del porcentaje medio de células viables unicamente para
cada concentracion ensayada mediante un ANOVA de una via (Test de Dunnett) respecto al control no
tratado, con un nivel de significacion a=0.05. Las barras representan la media £ SD. *, *%*, ***
indican diferencias significativas (P<0.05, P<0.01 y P<0.001 respectivamente); ns: no significativo.

1V.4.b. Transfeccion de LDH:ADN en lineas celulares de mamifero

La Figura 37 presenta los resultados de la eficiencia de transfeccion in vitro de MgAl-Cl LDH
NPs en células CHO-K1 y A-375, en comparacion con la transfeccion de ADNp desnudo y el reactivo
de transfeccion polimérico PEIL Debido a que el plasmido pFastBac Dual-CMV/EGFP contiene un gen
que codifica para la proteina reportera GFP, la expresion exitosa del gen (que indica una transfeccion
eficiente con ingreso al nucleo celular) puede deducirse por la fluorescencia verde emitida. Como era
de esperar, la transfeccion de células solo con pFastBac Dual-CMV/EGFP no produjo fluorescencia,
mientras que el uso de PEI como vehiculo (grupo experimental considerado como control positivo)
demostro una alta eficiencia, aunque se observo un compromiso en la viabilidad celular. En contraste,
las células tratadas con el ADNp utilizando las NPs sintetizadas como agentes de transfeccion no
mostraron fluorescencia en ninguna de las relaciones ensayadas, y se observd un cambio en la
morfologia de las células a medida que se aumentaba la cantidad de LDH.
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Figura 37. Imagenes de fluorescencia y campo claro (magnificacion de 20x) tomadas 48 horas
después de la transfeccion de células CHO-K1 y A-375 con pFastBac Dual-CMV/EGFP (2 ug/pocillo)
desnudo o utilizando PEI y LDH como agentes de transfeccion.
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CAPITULO V

Discusion, Conclusiones y Perspectivas a Futuro
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V. 1 DISCUSION

En este trabajo hemos propuesto sintetizar y caracterizar NPs inorganicas capaces de cargar
ADN, y evaluar su capacidad de transportarlo dentro de células de mamiferos. Para lograr esto,
encargamos la sintesis del vector plasmidico pFastBac Dual-CMV/EGFP, portador de un cassette de
expresion de una proteina reportera, y elegimos a las LDH como vehiculo de transporte debido a sus
propiedades Unicas y ventajas adicionales que las destacan como sistemas no virales de administracion
de genes.

En general, se obtuvieron suspensiones transparentes y homogéneas de MgAl-Cl LDH NPs
con una concentracion aproximada de 6,4 mg/mL (rendimiento: 60%) mediante el método de
coprecipitacion a pH variable generado ad-hoc. Las suspensiones obtenidas exhibieron la forma
caracteristica hexaédrica bien definida de las MgAl-Cl LDH NPs, con dimensiones laterales
controlables en el rango de 50 a 300 nm, valores comparables con datos reportados en la bibliografia
(Karmakar et al., 2022; Kura et al., 2014; Kuthati et al., 2015). Es relevante destacar que el valor de
Z-Average obtenido mediante DLS fue ligeramente mayor que el tamafio determinado por TEM. La
medicion del tamafio de las NPs por DLS representa su tamafio hidrodinamico, mientras que la
medicion por TEM corresponde al tamafio real. La distribucion de tamafios obtenida por microscopia
electronica suele ser numéricamente mas pequefia en comparacion con las distribuciones de intensidad
medidas por DLS, debido a la forma en que se realiza la medicion y como se interpretan los
resultados.

La distribucion del tamafio de particulas en las suspensiones de LDH estd fuertemente
influenciada por las condiciones de sintesis, especialmente por la temperatura durante la etapa de
coprecipitacion, y por la duracion y la temperatura del tratamiento hidrotermal. Segiin un estudio
realizado por Ladewig et al. (2010b), la sintesis de Mg,AI(OH);NO; LDH NPs a temperaturas mas
bajas (0 a 25 °C) durante la co-precipitacion resulta en particulas mas pequefias, mientras que un
aumento a 60 °C conduce a particulas mas grandes. Este fenomeno se explica por la mayor solubilidad
de los materiales LDH a temperaturas mas bajas, lo que aumenta la sobresaturacion favoreciendo una
nucleacion mas rapida y formacion de mas nucleos cristalinos, reduciendo asi el tamaiio de particula.
Ademas, la difusion mas lenta del soluto a temperaturas mas bajas limita la cantidad de iones que
pueden alcanzar los centros de nucleacion, contribuyendo a nucleos cristalinos mas pequefios. En el
tratamiento hidrotermal, un aumento de temperatura mejora el movimiento browniano de las
particulas, facilitando que los cristales pequefios en la superficie de los agregados superen las
interacciones intra particulas y se separen del mismo (Xu etal.,, 2006). Debido a la repulsion
electrostatica de sus cargas superficiales positivas (potencial zeta 30-40 mV), los pequefios cristales
pueden permanecer suspendidos de manera estable en la suspension de LDH. Un incremento en el
tiempo de este proceso también aumenta el tamafio maximo de las particulas debido al efecto de
maduracion de Ostwald (Yamashita et al., 2017), donde cristales pequefios se disuelven y vuelven a
depositarse formando cristales mas grandes con el tiempo. Este fenomeno se observa cominmente en
soluciones soélidas o liquidas y describe la evolucion de una estructura no homogénea a lo largo del
tiempo.

Dentro de las condiciones de sintesis evaluadas en este trabajo (co-precipitacion a temperatura
ambiente y tratamiento hidrotermal a 80 °C durante cuatro horas), la realizacion de cuatro lavados del
precipitado permitié obtener NPs de menor tamafio y mayor monodispersidad. El espectro UV-Visible
exhibi6 el perfil tipico de absorbancia de las MgAl-Cl LDH NPs, destacando un pico a 230 nm, lo que
confirma la correcta formacion de las mismas.
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Las MgAIl-Cl LDH NPs sintetizadas se formularon con ADNp mediante una reaccion de
intercambio anidnico con los iones cloruro de la capa intermedia. Durante este proceso, el ADN puede
intercalarse parcial o completamente entre las capas de LDH, o adsorberse a la superficie de las
mismas. La interaccion electrostatica entre las NPs y el material genético se estudid a nivel molecular
mediante un ensayo de retardo electroforético en gel de agarosa, el cual permitio establecer la
capacidad de carga y el tiempo minimo necesario para la formacion de los complejos LDH:ADN.
Determinamos que los complejos se forman en una relacion de masa LDH/ADN de 100 a 1, mediante
una reaccion de intercambio i6nico a 37 °C durante 5 minutos. Es importante destacar que estos
parametros de incubacion difieren de los informados en la literatura. Se han reportado tiempos de
incubacion de 10 minutos a 37 °C (Dong et al., 2014), 45 minutos a temperatura ambiente (Rabiee
et al., 2020), dos horas a 60 °C (Balcomb et al., 2015), cuatro horas a 37 °C (A. Li et al., 2011; Xu
etal., 2007) o 48 horas a temperatura ambiente (Senapati et al., 2019), entre otros.

En lugar de intercalarse en los espacios de intercapa de las LDH mediante intercambio
aniénico, las imagenes de microscopia electrénica indicaron que las moléculas de ADNp fueron
atraidas a la superficie cargada positivamente de las NPs debido a interacciones electrostaticas que
interconectan multiples particulas. Este fendmeno condujo a la formacion de aglomerados de
complejos LDH:ADN, con un tamafio promedio de 500 nm segun las mediciones realizadas por DLS.
Parece que biomoléculas mas grandes y estéricamente impedidas, como el ADNp que tiende a adoptar
una estructura superenrollada en solucion, encuentran limitaciones para su completa intercalacion en
las galerias intercapa mediante intercambio de aniones. Aunque muchos investigadores han informado
sobre la exitosa intercalacion de nucleotidos pequefios, como el ARNi, se han registrado pocos
intentos exitosos con moléculas mas grandes. No obstante, Desigaux et al. (2006) informaron sobre la
formacion de complejos ADN:LDH utilizando un método de coprecipitacion (donde las moléculas de
ADN tenian hasta 8 kpb de longitud), mediante la formacion in situ de capas de LDH alrededor del
ADN.

La agregacion de los complejos LDH:ADN, ocasionada por la adsorcion del ADN a las LDH,
puede resultar tamafos significativamente mas grandes (de alrededor de 500 nm) que las propias LDH
NPs, que tienen un tamano de alrededor de 100 nm. Esta agregacion tiene un efecto negativo en la
eficacia de la captacion celular, ya que los agregados tienden a sedimentar rapidamente en el medio de
cultivo. En consecuencia, algunas células en los pocillos tendran menos exposicion a los complejos, y
dependiendo del tamafio de estos agregados, podrian estar involucradas vias de captacion mas lentas
(como la fagocitosis o la macropinocitosis), lo que reduce su posibilidad de ser transfectadas
eficazmente. De hecho, un estudio realizado (Ladewig et al., 2010b) demostré que la transfeccion de
c¢lulas adherentes tenia una eficiencia relativamente baja, en el rango del 20-30%; mientras que la
transfeccion de células en suspension no tuvo éxito. La agitacion constante de los cultivos en
suspension impide que los agregados de particulas se depositen en la superficie celular, lo que resulta
en una transfeccion insignificante en estas células.

A pesar de que la posible agregacion de los complejos LDH:ADN podria presentar desafios en
cuanto a la transfeccion, nos planteamos investigar la viabilidad de la transfeccion con nuestras
MgAI-Cl LDH NPs. En vista de este objetivo, logramos simular las condiciones a las que se enfrentan
los sistemas de administracion in vitro, incluyendo la exposicion a nucleasas extracelulares e
intracelulares, asi como la evaluacion del escape endosomal mediado por el efecto de esponja de
protones. A pesar de que las LDH demostraron proporcionar proteccion al ADN complejado frente a
la degradacion enzimatica, no mostraron la capacidad de disolverse al pH acido de los endosomas.
Estudios previos, como el de Choy et al. (1999), han demostrado que la liberacion de moléculas de
ADN de menor tamaifio (500-1000 pares de bases) s6lo ocurre a pH por debajo de 3 después de una
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incubacion con HCI durante 1 hora a 37 °C. En contraste, Senapati et al. (2019) lograron un escape
endosomal a un pH de 5 utilizando un plasmido que expresaba GFP. Estos resultados indican una
posible limitacion en los ensayos de transfeccion, donde el escape endosomal es un paso critico para la
llegada del ADN al nucleo.

Antes de realizar los experimentos de transfeccion, investigamos la citotoxicidad de las
MgAI-Cl LDH NPs en las lineas celulares CHO-K1 y A-375, para determinar un régimen de
concentracion seguro a utilizar. En comparacion con los agentes de transfeccion de polimeros
comunmente utilizados como el PEI, las NPs sintetizadas presentaron una citotoxicidad mucho menor.
Fischer et al. (2003) informaron que la exposicion a HMW-PEI (PEI de alto peso molecular) provoco
una pérdida rapida y completa de la viabilidad de células L929 (tejido conectivo murino) a una ICs,
mayor a 35 pg/mL, independientemente del tiempo de incubacion. En cambio, las LDH sintetizadas
afectaron en un 50% la viabilidad celular a una concentracion de 800-1000 pg/mL luego de 24 horas
de incubacion.

A pesar de que varios equipos de investigacion han reportado una citotoxicidad relativamente
baja o insignificante de las LDH NPs en las células de mamiferos, los resultados publicados aun no
han establecido un rango de concentracion seguro para su aplicacion. Esto se puede atribuir a las
variaciones en los materiales de LDH utilizados (como los basados en nitrato frente a cloruro),
diferencias en la densidad de carga y tamafo de particula, la variabilidad en la respuesta de lineas
celulares especificas a las alteraciones inducidas por la introduccion de LDH al medio de cultivo
(como cambios en el pH y la fuerza idnica), y las distintas condiciones de cultivo celular (por ejemplo,
10% de suero fetal bovino o medio sin suero). Kriven et al. (2004) informaron que las MgAI-NO;
LDH no tuvieron ningun efecto citotdéxico discernible sobre la viabilidad de las células HL-60
(leucemia promielocitica humana) cuando se administraron a niveles inferiores a 1000 pg/mL durante
un maximo de 4 dias. En tanto, Xu et al. (2006) demostraron que la viabilidad de las células HEK
293T (rifién embrionario humano) puede ser superior al 50 % tras la exposicion a 200-300 pg/mL de
MgAIl-Cl LDH durante 3 dias. Por otra parte, los ensayos de citotoxicidad realizados por otro grupo
(Choi et al., 2009) revelaron que las MgAIl-CO; LDH en una concentracion de 250 pg/mL tuvieron
pocos efectos toxicos sobre la proliferacion o viabilidad de las células de cuatro lineas celulares
analizadas (A549 -células epiteliales de carcinoma pulmonar humano-, L-132 -células epiteliales
humanas-, HeLa -células de carcinoma uterino humano- y HOS -células mezcla de tipo epitelial y
fibroblastos de un osteosarcoma humano-) durante un maximo de 3 dias.

La muerte celular programada es un proceso complejo regulado por diversas vias efectoras y
de sefalizacion, vinculadas a la despolarizacion mitocondrial, la activacion de caspasas, la
fragmentacion del ADN y la formacion de protrusiones de membrana y degradacion celular. Por lo
tanto, confiar unicamente en cambios morfologicos para determinar el efecto de las NPs de LDH en
las células de mamiferos resulta tan insuficiente como depender exclusivamente de otros ensayos
individuales, como el ensayo de MTT para medir la actividad mitocondrial, el ensayo TUNEL para
detectar fragmentacion del ADN, la inmunohistoquimica o ELISA para evaluar la actividad enzimatica
de las caspasas, o el ensayo de Anexina-V para analizar la permeabilidad de la membrana celular (Kari
etal.,, 2022). Esta limitacién puede dar lugar a una considerable variabilidad en los niveles de
citotoxicidad informados en la literatura, por lo que se recomienda adoptar un enfoque mas completo
que implique la evaluacion de la viabilidad y proliferacion celular a través de dos o mas ensayos
independientes.

Si bien las LDH NPs podrian ser buenas candidatas para la entrega de genes debido a su baja
citotoxicidad, en las condiciones ensayadas no lograron transfectar las células adherentes CHO-K1 y
A-375. La limitada eficiencia de transfeccion observada en esta experimentacion sugiere que las
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barreras para la entrega de acidos nucleicos, como la captacion celular mediante endocitosis mediada
por clatrina, el escape endosomal, la disociacion del ADN plasmidico y el trafico nuclear, no fueron
superadas de manera efectiva.

V.2 CONCLUSIONES

La sintesis se llevo a cabo mediante el método de coprecipitacion a pH variable, seguido de un
envejecimiento hidrotermal, obteniendo suspensiones transparentes y homogéneas de MgAl-Cl LDH
NPs con una concentracion de aproximadamente 6,4 mg/mL y dimensiones controlables en el rango de
100 a 200 nm.

La formulacién exitosa de complejos LDH:ADN se logré mediante una reaccion de
intercambio anidnico, y se establecié como Optima una relacion de masa LDH/ADN de 100 a 1, con
un tiempo de incubacion de 5 minutos a 37 °C.

A nivel microscopico, las imagenes de microscopia electronica revelaron que las moléculas de
ADNp fueron atraidas a la superficie cargada positivamente de las NPs debido a interacciones
electrostaticas, formando aglomerados de complejos LDH:ADN con un tamafio promedio de 500 nm
segun las mediciones por DLS.

A pesar de la proteccion proporcionada al ADN frente a la degradacion enzimatica, las LDH
no demostraron la capacidad de disolverse en condiciones acidas similares a las del endosoma, al
menos en las condiciones ensayadas.

La citotoxicidad de las MgAIl-Cl LDH NPs fue significativamente menor en comparacion con
agentes de transfeccion poliméricos comunes. Las LDH sintetizadas afectaron en un 50% la viabilidad
celular a una concentracion de 800-1000 pg/mL luego de 24 horas de incubacion.

Los experimentos de transfeccion indicaron una eficiencia limitada en las células CHO-K1 y
A-375, sugiriendo que las barreras para la entrega de acidos nucleicos no fueron superadas
efectivamente bajo las condiciones ensayadas.

En conclusion, aunque las LDH NPs presentan caracteristicas prometedoras, su aplicacion
como vectores de entrega de genes enfrenta desafios significativos que requieren una comprension
mas profunda y estrategias mejoradas para superar las barreras intracelulares y mejorar la eficiencia de
transfeccion.

V.3 PERSPECTIVAS A FUTURO

En vista de las dificultades presentadas en este trabajo, se plantea como perspectiva a futuro la
evaluacion de recubrimientos alternativos que permitan alcanzar niveles de transfeccion aceptables.

Las estrategias comunes para prevenir la agregacion de LDH NPs son aumentar las
repulsiones electrostaticas entre las particulas dispersas, aumentar su afinidad por el medio de
dispersion o inducir impedimento estérico (Vasti et al., 2019). Por lo tanto, la estabilidad coloidal de
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LDH se ve mejorada por la adsorcion de polimeros (especialmente polielectrolitos con carga opuesta,
grupos carboxilato, sulfonato o fosfonato) que modifiquen las propiedades fisicoquimicas y biologicas
de las LDH, tales como su carga, reactividad y toxicidad (Vasti et al., 2017). El fenémeno de adsorcion
fisica se ve influenciado por sus propias propiedades (peso molecular, estructura, grupos funcionales y
concentracion), las condiciones de la solucion (pH y fuerza ionica) y las propiedades de las NPs (carga
superficial y tamafio). Un estudio realizado por D. Li et al. (2011) demostré que los nanocompuestos
de PEG:LDH exhibieron una notable mejora en estabilidad y dispersion, debido al impedimento
estérico del PEG y al rechazo electrostatico. Otro enfoque frecuentemente empleado es el
recubrimiento de las NPs con albumina, la principal proteina del plasma sanguineo, que exhibe
propiedades estabilizadoras en soluciones fisiologicas (Gu et al., 2015).

Seria interesante investigar a su vez estrategias de mejora del escape endosomal, que permitan
una liberacion mas eficiente en el entorno 4cido de los endosomas. Un resto amortiguador
ampliamente utilizado es el anillo de imidazol de la histidina, una base débil con un pKa 6, capaz de
amortiguar pH endosomal (Sunshine et al., 2011). EI poli[2-(dietilamino)etil metacrilato] (PDEA) y
poli[2-(diisopropilamino)etil metacrilato] (PDPA) son parte de una familia de polimeros sensibles al
pH que contienen aminas terciarias, empleados cada vez mas para su uso en sistemas inorganicos
(Moll¢ etal., 2022). Un enfoque alternativo es la conjugacion de péptidos de penetracion celular
(CPP) en la superficie de las nanoparticulas para facilitar la entrega en el citosol. Los CPP ricos en
arginina, derivados de proteinas virales o bacterianas, se emplean comiinmente para facilitar el escape
endosomal, aprovechando la interaccidon del grupo funcional guanidinio de la arginina con los grupos
fosfato de los fosfolipidos de la membrana. Un ejemplo relevante es la melitina, que gracias a su
secuencia cationica C-terminal lisina-arginina-lisina-arginina, ha demostrado ser eficaz en la mejora
tanto del escape endosomal como del transporte nuclear (Torres-Vanegas et al., 2021).

En relacion a la entrada nuclear, en las células en division, este proceso se ve facilitado por el
desmontaje de la envoltura nuclear durante la mitosis. Sin embargo, muchas células objetivo de la
terapia génica no se dividen durante la transferencia genética, lo que significa que se requieren
mecanismos de transporte activo. Planteamos la posibilidad de incluir una secuencia de
direccionamiento nuclear de ADN (DNTS) en el ADNp, para favorecer su reconocimiento por factores
de transcripcion expresados en las células diana; que al contener secuencias de localizacién nuclear
(NLS) pueden iniciar el transporte de todo el complejo a través del complejo de poro nuclear (NPC)
mediado por importinas citoplasmaticas (Lu et al., 2021).
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