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1.RESUMEN

El proceso de transfeccion génico es complejo y requiere métodos que permitan tener una alta
selectividad, poca toxicidad y alta eficacia. Estos métodos se dividen segln el mecanismo
empleado ya que pueden ser métodos virales (bioldgicos) o no virales (ya sean fisicos o
quimicos). Pero muchos de ellos son dificiles de aplicar en la practica clinica, ademéas de por
su limitada eficacia, por requerir instrumental especifico y técnicas complejas.

Actualmente los métodos de mayor interés son los quimicos no virales, concretamente los
métodos que permitan utilizar nanoparticulas (NPs) para llevar acabo la transfeccién, debido a
sus propiedades fisico-quimicas, su amplia utilidad y versatilidad en cuanto a disefio y
mecanismos de accion. Sin embargo, muchas de ellas tienen limitaciones debido a su
inestabilidad y a las barreras naturales que tienen de los organismos vivos. Por ello se buscan
modelos que optimicen estos procesos, y con ello destacamos las nanoparticulas inorganicas
ya que su adaptabilidad, estabilidad y capacidad de llevar cargas genéticas cuando estan
funcionalizadas les permite ser grandes candidatas a ser las elegidas en este campo como
alternativa a 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. Por ello, es
interesante estudiar algunos de estos sistemas 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 saber las claves de estos procesos de cara a futuras
investigaciones y comprobar cuales son sus puntos débiles y fuertes de cara a la seguridad,
eficacia, efectividad y eficiencia.

2.INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Transfeccion Génica

La transfeccion es un proceso por el cual se consigue introducir material genético exdgeno
(MGE) en el interior de una célula. Este material puede ser DNA, RNA, RNA mensajero
(MRNA de sus siglas en inglés), RNA pequefio de interferencia (SiRNA de sus siglas en
inglés), oligonucledtidos de RNA de silenciacion, microRNA (miRNA) y RNA de horquilla
corta (ShRNA de sus siglas en inglés). En la actualidad se investiga su utilizacién en la terapia
génica de algunas enfermedades, en la produccion de lineas celulares estables y a nivel de
produccion de proteinas recombinantes. Para poder introducir este MGE se utilizan distintos
métodos que se eligen en funcion de la reproducibilidad, eficacia, toxicidad y de como pueden

afectar a otras células del organismo (1).
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Métodos de Transfeccion

Estos métodos se dividen segun el mecanismo que emplean. Pueden ser virales, o también
[lamados los métodos bioldgicos, que utilizan virus recombinados como adenovirus,
retrovirus y lentivirus para la vectorizacion de los &cidos nucleicos (AN), pues permiten una
alta eficacia y una integracion a largo plazo. Pero también tienen inconvenientes como una
toxicidad residual, fallos en la integracion del MGE en el genoma y expresiones génicas a
corto plazo. Por esta razon la comunidad cientifica se ha enfocado en los métodos no virales,

que pueden ser fisicos o quimicos (2).

Entre los métodos fisicos destaca la microinyeccién directa, que consiste en una
introduccidn directa del MGE a través de una aguja fina. Es una forma precisa de introducir
los AN en la célula, pero Unicamente permite la insercion individual. En cambio, en el caso de
la biolistica de particulas se puede hacer la insercién en un numero amplio de células al
mismo tiempo, pues consiste en utilizar pistolas que disparan particulas de oro cargadas de
MGE. Su inconveniente se encuentra en el dafio fisico que casusa a las células. La
electroporacion es otro de los métodos de especial interés, ya que se trata de aplicar pulsos
eléctricos sobre las membranas de la célula. Esto permite generar poros a través de los cuales
entra el MGE. Una vez que se interrumpen los pulsos los poros se cierran, pero una
sobrecarga genera alta toxicidad de las células, lo cual es un problema. Por dltimo, se debe
mencionar entre los métodos fisicos la transfeccion mediante laser, ya que permite aumentar
la permeabilidad celular de forma temporal, lo que aprovecha el MGE para entrar el

citoplasma, se denomina laserfeccién. Es un

nanocarrier
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poder administrarlos por via parenteral (3).

Figura 1: Muestra el proceso mediante el cual se introduce MGE unido a las NPs para poder realizar la transfeccion génica. Loh XJ, Lee T-
C, Dou Q, Deen GR. Utilising inorganic nanocarriers for gene delivery. Biomaterials Science. 2016;4(1):70-86.
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Estos métodos son los métodos quimicos, que son los méas usados en la actualidad. Se basan
en el principio de union con las cargas negativas de los AN. Esta unién permite el

acercamiento a la membrana celular y una posterior fagocitosis o endocitosis (1).

Basicamente son métodos de transfeccion mediante la vectorizacion no viral con
nanoparticulas (NPs). Estas son particulas de distintos materiales cuyos tamafios se
encuentran en la escala nanométrica (1-100 nm). Ofrecen varias ventajas como poca
inmunogenicidad, proteccion a los AN en su interior (lo que permite pasar por distintos
compartimentos del organismo sin alterarlos), ademas de poseer una alta eficacia y una
relacién coste-efectividad que depende de los materiales utilizados. Estas NPs se diferencian

en organicas e inorganicas. Véase la figura 1.

Nanoparticulas organicas

Las NPs organicas son polimeros que se obtienen mediante distintas técnicas de unién de
monomeros que forman una esfera o capsula en cuyo interior estan los AN. Pueden ser:
polimeros de polietilenimina (PEI), polietilenglicol (PEG), polilisina (PLL), poli-lactico-co-
glicdlico (PLGA) y poli-beta-amino ésteres (PBAE). Entre sus caracteristicas destacan su
facil y barata produccién, su alta estabilidad y su baja toxicidad, biocompatibilidad y

biodegradacion.

También se incluyen los dendrimeros como NPs organicas. Pues son repeticiones de
ramificaciones de NPs con tres dominios (central, hiperramificado y dominio con grupos
funcionales). Dentro de ellos destacan: poliaminoamida (PAMAM), polipropilenimina (PPI),
carbosilano, PEG y PLL. Presentan caracteristicas como: interaccién electrostatica con AN,
baja inmunogenicidad, posibilidad de adaptar distintas formas y tamarios, solubilidad en agua
y biocompatibilidad. Existen también NPs con base de carbono como PEG, PAMAM vy
etilendiamina cuyas propiedades son: gran superficie de adsorcion, facil produccion a gran
escala, no se degradan facilmente y poseen capacidad de translocacién. Por ultimo, estan las
NPs liposomiales y micelares que estas hechas de 1,2-distearoil-sn-glicero-fosfoetanolamina
(DSPE) y poli(oxido de etileno)-poli-bloque-poli(e-caprolactona) (PEO-b-PCL). Como
propiedades poseen gran absorcion celular, biocompatibilidad, facil conjugacion,

funcionalizacion y fabricacion (2).
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Nanoparticulcas inorgénicas

Al otro lado, estan las NPs inorganicas que han llamado la atencién debido a sus propiedades
fisicoquimicas, que no poseen las NPs organicas, como: propiedades Opticas, magnéticas, de
estabilidad y funcionalizacion (4). Entre ellas podemos destacar nanoparticulas metélicas
como oro y plata que poseen alta estabilidad, son modificables, faciles de fabricar y son
biocompatibles. Su versatilidad permite que tengan un amplio abanico de aplicaciones.
También estdn las NPs cerdmicas, que formadas por silice, titania o alimina, presentan
caracteristicas como alta estabilidad, biocompatibilidad, alta superficie de reaccién, buena
funcionalizacion y porosidad controlada. Por otro lado, estan las NPs magnéticas hechas de
oxido de hierro que destacan por ser dirigidas hacia los tejidos diana aplicando un campo
magnético, ademas de su alta estabilidad quimica. También estan los puntos cuéanticos que
estan hechos de sulfuro de zinc o de cadmio. Por ultimo, cabe destacar las NPs hibridas de
fosfato de calcio y lipidos, que poseen alta eficiencia, baja toxicidad, buena vectorizacion y

liberacion controlada (2).

Sin embargo, la vectorizacion con NPs no se libra de inconvenientes como la toxicidad o
cierta inmunogenicidad, aunque son menores que con los demas métodos. Hay que tener en
cuenta que al ser descubrimientos relativamente nuevos no hay demostraciones in vivo de su

seguridad y eficacia, tan solo hay estudios in vitro (2).

Actualmente las investigaciones se centran en tres aspectos sobre las NPs: primero en afiadir
componentes activos a las NPs para que atraviesen la membrana celular o que puedan ser
endocitadas por la célula, en segundo lugar, se buscan sistemas que eviten las defensas

celulares que puedan degradar o impedir su funcién y, finalmente, se busca optimizar los

cambios que producen las NPs en las células.

Tumor Microenvironment

Figura 2: Muestra algunos de los estimulos utilizados en la transfeccion
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review. Microporous and Mesoporous Materials; 2016;236:141-57.

Para facilitar la entrada de las NPs se pueden aprovechar los sistemas estimulo-respuesta.

Estos se basan en un estimulo, o bien endégeno (como cambios enzimaticos, redox o de pH),
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0 bien exdgeno (como la luz, temperatura, campo magnético o ultrasonido) que genera una

respuesta en forma de internalizacion de NPs en la célula (5). Véase la figura 2.

Por lo tanto, en este trabajo se hara una descripcion de algunos de los sistemas estimulo-
respuesta con nanoparticulas inorganicas que existen para la vectorizacion no viral en la
transfeccion genica con el fin de poder valorar su potencial dentro de este campo, asi como
ventajas y inconvenientes respecto a los demas métodos que utilizan NPs inorganicas como

vectores.

3.0BJETIVOS

Los objetivos de este trabajo consisten en hacer un analisis de los estudios que se han hecho
de los sistemas estimulo-respuesta o sistemas inteligentes que usen nanoparticulas inorganicas
como vectorizacion no viral para la transfeccion génica. Para posterior valoracion de su

potencial como alternativa en las terapias génicas eficaces, selectivas y poco toxicas.

4 MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se han utilizado distintas bases de datos para la obtencion de informacién,
figuras, datos y graficas sobre el tema a tratar. Estas bases de datos son: Pubmed, Web of
Science, Google Academic, SciFinder, y Scincedirect. Como herramienta de redaccion de
texto se ha utilizado Microsoft Word 2016.

En cuanto a la metodologia, se han analizado algunos estudios con la idea de comparar
distintos trabajos publicados para sacar una conclusion acerca de las nanoparticulas

inorganicas y sus sistemas estimulo-respuesta como alternativa en las terapias génicas.

5.RESULTADO Y DISCUSION

Como se ha visto anteriormente, existe una gran variedad de métodos para la realizacion de la
transfeccién génica, pero cada uno de ellos presenta ciertas desventajas que desvian la mirada
de la comunidad cientifica hacia otras estrategias. Una de estas estrategias es la utilizacion de
sistemas estimulo-respuesta basados en nanoparticulas inorganicas, que, a su vez, se

dividen en NPs inorganicas que responden ante estimulos exégenos luminicos 0 magnéticos.

Estimulos ex6genos:
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Estimulo luminico: los sistemas que responden ante este estimulo pueden ser de distintos
tipos como las NPs de oro, de grafeno y/o las nanoparticulas de conversion ascendente

(UCNPs, de sus siglas en inglés) de lantanidos.

% Nanoparticulas de oro (AuNPs):

Entre ellos se haya el sistema cuyo estimulo luminico es una radiacion electromagnética en la
region de infrarrojo cercano o UV-VIS laser. Algunos estudios publicados desvelan la
posibilidad de hacer irradiar un laser de baja intensidad (LBI) sobre las AuNPs para facilitar
la transfeccion, este proceso se denomina fotoporacion. Es un método modificado del método
fisico de transfeccién mencionando antes, la llamada laserfeccion, pero en vez de irradiar el
laser sobre las células directamente se hace sobre las AuNPs (200 nm) adheridas a las
membranas celulares por cargas electrostaticas. Dando lugar a que las AuNPs sufran el
fendmeno de resonancia de plasmones de superficie (RPS), cuyo efecto depende del tamafio,
forma y superficie. Este efecto se debe a la capacidad del oro de absorber la radicacion
UV-VIS y la infrarroja (IR) provocando un elevamiento de su temperatura local y emision de
radiacion que puede ser captada por los equipos especializados. A esto se le suma su
versatilidad, ya que son capaces de atravesar barreras bioldgicas sin perder su integridad ni

dar lugar a efectos toxicos a nivel celular.

Al estar las AuNPs en la membrana de las células, el calor que emiten forma poros en la
membrana debido a la transicion de la fase local de la capa lipidica o por desnaturalizacion de
las glicoproteinas integradas. La formacion de poros permite la entrada de las NPs en el
citosol. En el caso de que el calor generado se difunda, puede generar estrés celular
provocando un decremento de su viabilidad. Por otro lado, se ha visto que existe otra
posibilidad de formar poros sin tener que desnaturalizar la membrana por calor, y es evaporar
el agua alrededor de las AuNPs formando nanoburbujas que producen poros en la membrana
celular por accion fisica y no térmica. En dicho estudio se mencionan los experimentos
realizados para comparar la irradiacion directa del laser sobre AuNPs y la generacion de
nanoburbujas por vapor. Se trabajo sobre células HelLa con los dos métodos de transfeccion

por laser mediante AuNPs con FITC-dextrano y siRNA (6).
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En los resultados se observo que la técnica de formacion de nanoburbujas por vapor es mas
eficiente que la irradiacion directa, pues su eficiencia en el dafio celular es mayor del 80%
frente al 40% que se obtiene con el método directo. También se vio que, en el caso de la
irradiacion directa, los poros formados permiten la entrada solo de pequefias moléculas
mientras que en el caso de nanoburbujas generadas por vapor se producen poros que permiten
el paso de grandes moléculas. El inconveniente radica en la gran cantidad de energia que se
necesita para producir estas nanoburbujas. Pero lo positivo es que en su formacion no se

registrd ningln darfio a otras células que no fuesen las diana (6). Véase la figura 3.

AuNPs Molecular agents Laser excitation

\ D Wash free AuNPs \ D ' it . .
: "
A /V ‘s , Vapour nanobubble

« AuNP Molecular agents i v - ¢
\ ;A e A

. Heating AuNP

1. Adsorption 2. Incubation of 3. Intracellular delivery of molecular agents
of AuNPs molecular agents

Figura 3: Esta imagen muestra como se produce la fotoporacion por generacion de nanoburbujas por vapor (rama de arriba) y por calor
directo de AuNPs (rama de abajo). Xiong R, Raemdonck K, Peynshaert K, Lentacker I, De Cock I, Demeester J, et al. Comparison of Gold
Nanoparticle Mediated Photoporation: Vapor Nanobubbles Outperform Direct Heating for Delivering Macromolecules in Live Cells; 2014;

Sin embargo, tanto el laser como la radiacion UV-VIS tienen un bajo poder de penetracion,

por ello solo se podrian utilizar sobre tejido superficial o lineas celulares in vitro.

Non-irradiation +10 min En cambio la radiacion infrarroja (IR) es capaz de

penetrar hasta los tejidos mas profundos debido a
Comy. que los tejidos tienen una tasa de absorcion de IR
baja. La IR comprende la region entre 700-800 nm
p—— en el espectro de luz, y al igual que con el laser,

1.6 ng produce RPS al incidir sobre la superficie de las

AUNPs. Esta propiedad de excitacion con IRy la

GNRs-PEI B posibilidad de realizar maltiples disefios ha hecho

5.0png que las AuNPs tengan un papel relevante en el

futuro de terapias génicas (7).
Figura 4: Observacion de células que emiten radiacion fluorescente debido a que no han sufrido transfeccion, a tiempo 0 y a los 10 minutos.
La imagen control muestra las células que no han sido expuestas a IR, y debajo se muestran las células expuestas a IR con distintas dosis de

AuNPs-PEI/DNAp. Chen J, Liang H, Lin L, Guo Z, Sun P, Chen M, et al. Gold-Nanorods-Based Gene Carriers with the Capability of
Photoacoustic Imaging and Photothermal Therapy. ACS Applied Materials & Interfaces; 2016;8(46):31558-66.

-9-
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Se han hecho estudios donde se recubren AuNPs con PEI y se combinan con un plasmido de
DNA (pDNA, de sus siglas en inglés) que contiene genes que inducen la apoptosis celular.
Estas NPs se incubaron con células embrionarias de rifion humano gque expresan una proteina
que emite radiacion fluorescente verde. A continuacion, estas células se irradiaron con IR de
808 nm para comprobar la eficacia de transfeccion con respecto a células que no han sido
expuestas a IR. Y se vio que la apoptosis in vitro es significativamente mayor con el estimulo
de IR sobre las AUNPs-PEI que sin la IR (8). VVéase la figura 4.

En otro estudio, se probo la posibilidad de utilizar estructuras huecas de AuNPs (HAUNPS) en
cuya superficie se deposita SiIRNA para silenciar la expresion del factor de transcripcion
NF-kB tumoral que impide la activacion del mecanismo de apoptosis. En este estudio se
observé que las fototerapias con IR y con HAuUNPs son eficaces en los tumores. Esta
observacién se obtuvo con una serie de experimentos con sistemas de SiRNA unido por los
grupos tiol a las HAuUNPs. Inicialmente se intentd comprobar si la liberacion de MGE con
estos sistemas podria realizarse sin dafar a otras células, y después, se intento averiguar si era
posible utilizar el &cido félico unido a PEG-HAUNPS/SiRNA para mejorar y facilitar la

entrada en células tumorales que tienen gran demanda de folato.

El primero de los experimentos fue un éxito, pues se demostré que el siRNA unido a HAUNPs
se separa del complejo por la rotura de enlaces provocada por el calor calor, el mismo que se
genera por RPS al incidir IR sobre HAUNPs a 800 nm. Se obtuvieron resultados in vivo que
mostraron, pasadas las 24, 48, 72 y 96 horas, una eficacia del 30 %, 90 %, 92 % y 84 % de
células con factor p65 inhibido. Este factor esta implicado en la expresion del factor NF-«xB.
Sin embargo, se vio también que una exposicién prolongada y de alta intensidad puede

deformar la estructura de las HAUNPSs.

Thiolated sIRNA <

@M
——
Ve

Folate-PEG-TA

Figura 5: Esta imagen muestra el proceso de transfeccion
con Folato-PEG-HAUNPs/siRNA mediada por IR. Lu W,
Zhang G, Zhang R, Flores LG, Huang Q, Gelovani JG, et al.
Tumor Site-Specific Silencing of NF- B p65 by Targeted

HAUNS F-PEG-HAUNS-siRNA

Hollow  Gold Nanosphere-Mediated Photothermal

Transfection. Cancer Research; 2010;70(8):3177-88.

En el segundo experimento, el resultado observado fue que la eficacia de endocitosis de las
HAUNPs/siRNA es mayor con el complejo formado con folato que sin él y que se obtiene con
siRNA libre. Se vio ademas que la aparicion de siRNA libre en el citosol solo es posible por
la activacién mediante radiacion IR. Véase la figura 5.

-10 -
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Para finalizar, se hizo un experimento in vivo con un grupo de ratones para tratar tumores
cervicales. Se observo que mediante esta combinacién con folato se redujo hasta un 23% el
tumor en los ratones.

Por lo tanto, esta publicacion muestra la eficacia de las HAUNPSs en las terapias antitumorales

con irradiacion infrarroja (7).

También hay estudios que han pretendido mostrar la diferencia de la eficacia de transfeccion
entre dos estrategias distintas que utilicen un estimulo luminico y AuNPs. En concreto, han
utilizado un sistema en el que se forma una matriz de silice y una capa de fina de oro que la

cubre formando nanocépsulas de oro (AuNCs).

Esta combinacion permite obtener una sefial que puede ser detectada en la regiéon del IR

debido al cambio de tamafio del nacleo y la finura de la capa de oro. En este trabajo se

. . ., . 2500
plantean estrategias para realizar la transfeccion de tres tipos de A . ’
2000 —=a— Light Release
RNA de interferencia para provocar la muerte de células —e— Thermal Release
1500
tumorales: RNA de interferencia corto (crRNA), RNA de /; y
interferencia largo (IgRNA) y RNA con fosfato modificado para 500 U
evitar su degradacion por nucleasas (MfRNA). Una de las 25l -,
— B .
estrategias consistia en transfeccion solo por luz, sin cambios de 2 ,,,
7]
. . . - , 2
temperatura (no térmica), pues al incidir la luz de un laser sobre 32 1500 ¢
° -
las AuNCs, estas se fragmentaban en particulas mas pequefias < 1000 —
ks / ‘
provocando la rotura de los enlaces covalentes que las unian al § °®°] / .
Q / L4
. . ., o 01 =
iIRNA. Otra estrategia era aprovechar la elevacion de temperatura g c .
0 1000
(térmica) local en las AuNCs al incidir con laser en la region IR. 800 .
_ o o o o00] /)
Figura 6: Muestra las diferencias cuantitativas, de la liberacion de los tres tipos de iRNA /.’ d
(correspondiendo la grafica A al crRNA, la B al mfRNA y la C al IgRNA), entre la estrategia 400 _/
térmica (linea roja) y la no térmica (linea negra) en relacién a la temperatura que se registra en la 200 o
solucion donde estan las células incubadas con respecto a la temperatura ambiente. Huschka R, oL*" : il
20 30 40 50 60 70

Barhoumi A, Liu Q, Roth JA, Ji L, Halas NJ. Gene Silencing by Gold Nanoshell-Mediated

Delivery and Laser-Triggered Release of Antisense Oligonucleotide and siRNA. ACS Nano;2012;6(9):7681-91.

Solution Temperature (OC)

Para ello se disefiaron AuNCs funcionalizadas con PLL, que permite la proteccion de AN y
mejora la captacion celular de las AuNCs. Ademas forman, por un lado, enlaces covalentes
con la superficie de oro y, por otro, enlaces debiles con AN. Al elevarse la temperatura de las
AUNCs los enlaces que unen el iRNA con PLL se rompen, y los liberan sin tener que
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modificar la estructura. Debido a estas ventajas que ofrece la PLL, se ha utilizado en ambas
estrategias. La estrategia no térmica produce una liberacion de iRNA antes que la térmica,
debido a que no necesita una elevacion de temperatura muy alta. En cambio, la totalidad del

IRNA liberado es mucho mayor en la estrategia térmica. Véase la figura 6.

También se puede ver que el tipo de iRNA no tiene mucha influencia en la variacion de
eficacia, lo que nos indica que no depende del tamafio ni de la modificacion de fosfatos. Se ha
visto que la capacidad de carga con mfRNA es mucho mayor respecto a los otros dos vy, sin
embargo, la descarga de AN es similar.

Hay que aclarar que la liberacion en la estrategia no térmica puede ser debido a la
transferencia fotonica de los electrones que pueden romper los enlaces débiles entre PLL y
AN, lo que permite su separacién sin elevar tanto las temperaturas y de forma rapida.

De hecho, en la liberacion de iRNA en la estrategia no térmica se alcanzan temperaturas
fisiolégicas (37° C), lo que podria ser importante para experimentos in vivo pues se evita
causar dafio a otras células.

En este estudio también se comprobo la utilizacion del estimulo luminico con laser respecto a

métodos sin laser en células cancerigenas H1299 de

100 & =
pulmoén que expresan una proteina fluorescente. Y se gso- \\\§ ,,""I"";}
observo que, tras un periodo de incubacion y aplicacion & 50 T ; §
del laser, habia menos porcentaje de células que E -
expresaban la proteina verde fluorescente (GFP de sus & 1 Treatment
siglas en inglés) tratadas con laser que no tratadas con . :x;oLﬁzz;
laser. Esto demostro la eficacia de este método con ¢ 0 5 10 15 20 25 30 35 40

- , ;. Time (hrs)
respecto a otros que no utilizan un estimulo luminico.

Véase la figura 7.

Figura 7: Muestra como varia el porcentaje de células que expresan GFP a lo largo del experimento en células tratadas con laser (linea roja)
y células no tratadas con laser (linea verde). Huschka R, Barhoumi A, Liu Q, Roth JA, Ji L, Halas NJ. Gene Silencing by Gold Nanoshell-
Mediated Delivery and Laser-Triggered Release of Antisense Oligonucleotide and siRNA. ACS Nano; 2012;6(9):7681-91.

En la figura 7 se ve que las células tratadas con laser tienen menor proporcion de GFP.
Gracias a estos datos se llegé a la conclusion de que la transfeccion con el complejo

AUNCs-PLL tiene éxito y no muestra toxicidad significativa (9).
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+ Grafeno:

El grafeno y Oxido de grafeno (GO) son materiales muy estudiados en las aplicaciones
biomédicas, concretamente GO debido a que posee una relacion superficie/volumen 10 veces
mayor que el resto de materiales, ademas ofrecen determinadas propiedades fototérmicas y
fotoacusticas. Son capaces de absorber IR y UV-VIS. También son capaces de interaccionar
con moléculas de DNA mediante enlaces covalentes estables (10).

Sin embargo, por si solo el GO es toxico a dosis dependiente, por lo que es necesario
funcionalizarlo para mejorar su biocompatibilidad. Ha habido estudios que han demostrado
una mejoria en la biocompatibilidad con PEG o PEI por separado, tanto en nano-GO (NGO)
como en GO-reducido (RGO). Incluso hubo otro estudio que se planted la posibilidad de
utilizar ambos materiales para funcionalizar GO al mismo tiempo, es decir, realizar una doble
funcionalizacion y utilizar este complejo en una transfeccidn estimulo-respuesta con IR. Para

ello se disefid una serie de experimentos para poder verificar su eficacia.

30 Figura 8: Muestra la eficacia de la transfeccién del complejo PEI-PEG-
_ GO/pDNA con distintos radios con y sin irradiacién de laser infrarrojo.
B N/P=20 Feng L, Yang X, Shi X, Tan X, Peng R, Wang J, et al. Polyethylene
N/P=40 Glycol and Polyethylenimine Dual-Functionalized Nano-Graphene
Oxide for Photothermally Enhanced Gene Delivery. Small;

20 4 B N/P=80 2013;9(11):1989-97.

Primero se hizo un andlisis a distintos tiempos y

distintas intensidades de IR, en la transfeccién

—
o
L

del complejo PGI-PGE-GO para ver el rango
Optimo de su captacion por células HelLa. Se

Transfection efficiency (%)
o

37 0C 43 °C 370C+laser  ObServo que una radiacion de baja intensidad a

Treated condition 808 nm y durante 20 minutos era suficiente para
que la transfeccion fuese eficaz. Ademas, se vio
que las temperaturas alcanzadas estaban dentro de un rango de entre 37 °C y 43 °C. Este
efecto se asocio al elevamiento de temperatura local que aumentaba la permeabilidad de las
membranas. Después se hizo otro experimento en el que unian al complejo PEI-PEG-GO un
plasmido de DNA que contenia genes para el EGFP e hicieron una incubacion de 20 min con
NPs de PEG-PEI-GO/DNAp con distintos radios (20, 40 y 80). Se dieron cuenta de que la
eficacia de transfeccion en las células irradiadas con IR era 10 veces mayor que aquellas que
permanecieron en oscuridad a 37°C. También vieron que el radio de 80 nm ofrecia mayor

eficacia de transfeccion. Véase la figura 8.
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Lo que hicieron a continuacion en este estudio fue comprobar la eficacia con iRNA y mRNA
(que llevo el codigo para la expresion de la proteina PIk1) en las células MDA-MB-435s. Se
vio que, como ocurria en el primer experimento, la eficacia de transfeccion era
considerablemente mayor usando estos complejos y el estimulo de IR que utilizando otros
métodos que no utilicen una de las dos circunstancias (11).

Otro estudio que se hizo con el GO fue la internalizacién fotoquimica mediada por ruptura de
endo/lisosomas utilizando el estimulo de IR. Lo que se intentd era utilizar el complejo
formado por PEG, polietilamina ramificada conjugada y RGO (PEG-BPEI-RGO) para
transfectar pPDNA que contiene genes de una proteina que se puede detectar en las células
PC-3 y NIH/3T3 irradiadas o no con IR. El IR tenia la funcion de generar calor local en

endosoma provocando una desruptura de la membrana, por un mecanismo desconocido.

72

e Photothermally triggered o >

Endosomal escape <] ’ =4

Local ; . 650

Heat shock 9666°
End -

b) PEG-BPEI-rGO s Figura 9: Muestra el apartado a) donde se ve el esquema del
L e oy [ p—— NHatacen|  Proceso de ruptura de endosoma al incidir IR sobre el complejo
B Laser ON BN LasorON PEG-BPEI-RGo. El apartado b) muestra con la grafica de la

izquierda la eficacia en funcién de proteina expresada en las PC-3
con y sin IR, y la gréfica de la derecha muestra la eficacia de la
transfeccion con y sin IR en las células NIH/3T3. Kim H, Kim
WJ. Photothermally Controlled Gene Delivery by Reduced
Graphene Oxide-Polyethylenimine Nanocomposite. Small

) 2014;10(1):117-26.

|

cell BPEI1AK  BPFI2SK PEG.BPELGOPEG.BPELGO Celt BPEI18K  BPEI2SK PEG.BPELGOPEG-BPEIGO

Para poder hacer la comparacion, el experimento se hizo con BPEI 18K, BPEI 25K, PEG-

RLU/ mg Protein
RLU/ mg Protein

s3333

BPEI-GO y PEG-BPEI-RGO. Los autores se dieron cuenta de que con los tres primeros no
hubo una eficacia notable, pero en el caso del cuarto si la hubo (2-3 veces mayor con IR que
sin IR). La figura 9 muestra los resultados obtenidos en este experimento con los dos tipos de
célula. Se ve que la expresion de la proteina expresada por los genes transfectados es mayor
en presencia de IR.

Para explicar este hecho se adopto la teoria del efecto de esponja de protones. Que resulta de
la acidificacién del interior de endosoma interrumpiendo la bomba protones que da lugar a
que el endosoma no se rompa. Para evitar que esto ocurra se afiadié baciclomicina Al que
inhibe la bomba de protones que evita que el medio se acidifique. Y efectivamente se vio que
la utilizacion de baciclomicina Al aumentaba hasta 100 veces los resultados anteriores,
aunque permanecia la diferencia de eficacia entre los tres primeros vectores y el vector PEH-

BPEI-RGO (incluso era hasta 7 veces mayor). Se llegd a la conclusién de que mientras la
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baciclomicina Al inhibia el efecto de esponja de protones, la IR rompia el endosoma por
elevamiento local de temperatura.

Para finalizar este estudio se hizo un seguimiento del material genético transfectado con dos
marcadores fluorescentes. Se observé que una vez roto endosoma el material genético se

distribuye ampliamente por el citosol (12).

% Nanoparticulas de grafeno de conversion ascendente:

Por ultimo, hay mencionar las NPs de conversion ascendente (UCNPs) dotados con
lantanidos, pues se ha visto que poseen propiedades de absorber la IR y UV-VIS. En un
estudio se publicé que utilizando un ndcleo de silice y un recubrimiento de iterbio y tulio
(fluoruro de itrio sodico co-dopado -NaYF4) era posible realizar la transfeccion de siRNA
con un marcador fluorescente sobre células HeLa in vitro, y a posteriori con pDNA con gen
EGFP sobre el mismo tipo de células para comprobar la silenciacion. Como comparador se ha
utilizado sistemas lipidicos como vectores (Lipo2k/siRNA). Los resultados mostraron que la
eficacia dptima se obtenia al irradiar a 980 nm (UV-VIS), con 75% de células que emitian
sefial fluorescente mientras que en caso de vector lipidico la sefial era bastante débil. Por otro
lado, se vio que con IR la sefial era bastante menor que con UV-VIS, pero aun asi garantizaba
una transfeccion eficaz. En el experimento con EGFP se obtuvieron resultados similares, por
lo que se considerd estos UCNPs como prometedores sistemas estimulo-respuesta para

futuros avances de vectorizacion de genes no tdxicos en el campo de la biomedicina. (13)
Estimulo Magnético:

Otro de los estimulos exdgenos posibles que puede ser utilizado en la transfeccion es el
campo magnético. Este estimulo actla sobre nanoparticulas de 6xido hierro (IONPs de sus
siglas en inglés). Las IONPs ofrecen baja toxicidad, facil obtencion y alta superficie de

reaccion (14).

El método de transfeccion utilizando IONPs y el campo magnético se denomina
magnetofeccion, y tiene aplicaciones en campos de vectorizacion magnética de genes (VMG)
0 vectorizacion magnética de medicamentos (VMM).La magnetofeccion se utiliza debido a
que en presencia de campo magnético externo (CME) se optimiza el proceso de transfeccion,
ya que disminuye la dosis del vector, aumenta la eficacia del proceso y disminuye el tiempo

de incubacion de la transfeccion.
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Figura 10: Muestra el fundamento de la magnetofeccion, en la cual las IONPs cargadas con MGE son atraidas por un campo magnético,
entre ambos se encuentras la célula donde se quiere dirigir las FeNPs. Plank C, Anton M, Rudolph C, Rosenecker J, Krétz F. Enhancing and
targeting nucleic acid delivery by magnetic force. Expert Opin Biol Ther. 2003;14

En la figura 10 podemos ver el principio béasico del
proceso de magnetofeccion que consiste fundamentalmente
en hacer atraccion de IONPs hacia un campo magnético

haciendo que penetre en la célula en un determinado

periodo de tiempo.

Magnetic gradient fieki

Cell

Como ocurria con las AuNPs, las NPs de hierro también son recubiertas con algunos

polimeros organicos como PEG con el fin de mejorar la biocompatibilidad de las mismas,
ademas de poder evitar ser captadas por macrofagos. Incluso también puede haber
recubrimientos con PEI, de hecho, se ha visto que ofrece las mismas posibilidades que el

PEG, pero afiade la capacidad de formar enlaces con AN mas estables (15).

Asi pues, estos Ultimos afios ha habido multiples estudios con estos sistemas cuyo resultado
ha sido mas 0 menos exitoso. En el afio 2014 se publicdé un estudio donde se pretendia
comprobar si la utilizacion de la magnetofeccion aumentaba la eficacia de la transfeccion
tradicional sobre los fibroblastos embrionarios primarios de ratas (FEPR) y fibroblastos
fetales porcinos (FFP) utilizando nuevos métodos de suspension celular en columna. Se
utilizo el hibrido de PEH-IONPs cargado de plasmido de pDNA para realizar el experimento.
En este experimento se utilizé varias NPs de diferente naturaleza para poder establecer
comparacion, ademas de distinto métodos de transfeccidn, incluida la que no es activada por
campo magnético. Tras los resultados obtenidos se lleg6 a la conclusion de que se obtiene un
60% de FEPR transfectados con 4-16 pg de pDNA con PEG-IONPs vy al aplicar un campo
magnético no homogéneo. Ademas, se vio una notable mejoria en la transfeccion mediante
magnetofeccion con acercamiento directo sobre la superficie de las células con esta técnica
que, en los demas métodos, incluidos aquellos que utilizan NPs lipidicas y no realizan
atraccion especifica sobre las Nps. Lo que hizo atribuir esta mejoria a la activacion por el

campo magnético directo y especifico (16).

Previamente en el afio 2003 se publico un estudio cuya intencién era observar las
posibilidades que ofrecia la magnetofeccion en inhibir la sintesis de p22pho subunidad de
NADP(H) oxidasa endotelial implicado en la formacion de especie reactivas de oxigeno
(ROS) que tienen relacion con la aparicion de enfermedades cardiovasculares.

Experimentalmente se hizo una incubacion de células endoteliales de vena umbilical humana
-16 -
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con PEI-NPs magnéticas cargadas con oligonucle6tidos y que entran en el nucleo de estas
células e inhiben la produccién de dicha subunidad. Al obtener los resultados se observé que
con el método de magnetofeccion se obtenia una eficacia en la transfeccion (se detectd los
oligonucleodtidos en el nucleo de las células) del 84% en tan solo 2 horas, mientras que con los
métodos convencionales se alcanzaba tras 24 horas. Ademas, se concluyo que para obtener
esos resultados no necesitaban mucha dosis de vector, al igual que no necesitaban tanto
tiempo de incubacion. Esto dio lugar a la asociacion de la disminucion de la toxicidad con la
magnetofeccion, llegando a obtener una viabilidad de las células hasta 96% frente al 78% que

se obtenia con la transfeccion tradicional (17).

Otra posibilidad es realizar destruccion de células tumorales con farmacos antitumorales
como la lectina cuya eficacia en estimulacién de apoptosis es estadisticamente significativa,

después de realizar magnetofeccion durante 15 minutos (18).

Cabe destacar también la creacién de un protocolo para realizar una doble magnetofeccion
eficaz con cDNA y shRNA en las células neuronales primarias, concretamente las
interneuronas GABAnNérgicas del hipocampo. Esto tiene su importancia debido a las
dificultades de realizar la transfeccion con otros métodos por la sensibilidad de las neuronas a
cambios en el entorno. En este estudio se realizaron tres experimentos para comprobar los
posibles usos que se le podria dar a la magnetofeccion dentro del campo de neurociencia. El
primero de los experimentos era comprobar la expresion de la proteina geferina 11 antes y
después de la transfeccién, en el segundo experimento se buscO realizar una doble
transfeccidn para expresar un receptor acetilcolina nicotinico y la expresion de una proteina
PICK1 enzima que interviene en la circulacién del neurotransmisor glutamato. El Gltimo
experimento procur6 observar la posibilidad de utilizar NPs manéticas para llevar a cabo una
transfeccion de shRNA para inhibir la actividad GTPasa de la proteina SynCap. Los tres
experimentos tuvieron exito y se llegd a la conclusion de que la magnetofeccion ofrece
ventajas como la transfeccion en neuronas jovenes y maduras, mientras que los otros métodos
solo lo permiten en las jovenes, ademas, de que le este procedimiento no es toxico para las
células neuronales, reduce el tiempo de preparacion hasta 1 hora. Incluso permite realizar
expresiones de dos proteinas de mamiferos en una misma neurona, y tener expresion a largo
plazo. En cuanto a la relacién coste-efectividad se vio que era bastante buena, pues no

requiere un equipo caro (19).
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Sin embargo, no solo tienen aplicacion en nanomedicina, también en el campo de la
biotecnologia, por ejemplo, en la regeneracion de nuevas cosechas o en obtencion de plantas
transgénicas. Para ello se utiliza la magnetofeccion para cargar el polen con MGE con el fin

de producir una generacion de futuras plantas o cosechas transgénicas (20).

Por ultimo, hay que mencionar las de utilizacion de NPs superparamagnéticas de éxido de
hierro (SPION) que ofrecen la posibilidad de utilizar NPs de menor tamafo (menor de 20
nm), mayor estabilidad y posibilidad de funcionalizacion (14).

Al igual que ocurria en casos anteriores la funcionalizacion mejora la biodegradabilidad y
biocompatibilidad de los SPION. En uno de los estudios se sintetiz6 un complejo formado por
quitosano-PEI-SPION para vectorizar DNA hacia una mitocondria con el fin de matar a la
célula. Para ello se afiadido también un ligando endogeno PK11195 que es ligando de la
proteina translocadora de mitocondria (TSPO). Los resultado obtenidos se compararon con
los obtenidos con Lipofectamine 2000®. Se observé que habia una gran diferencia al aplicar
y no aplicar el campo magnético externo, pues al aplicarlo se obtenia una captacién celular
significativa debido a que las SPION se concentran en la membrana de la célula lo que
favorece su endocitosis. También, se ha visto que afiadiendo baciclomicina Al, el éxito de la
transfeccién era mucho mayor, lo que no ocurria con Lipofectamine 2000®, sino que de
hecho disminuia. Asimismo, no se vio ningun cambio morfol6gico en las células lo que
indicaba una buena biocompatibilidad. Por lo tanto, se evidencié su eficacia en la transfeccion
como sistemas inteligentes de estimulo-respuesta, ya que ademas de proporcionar estabilidad,
proteccion y condensacion de DNA, garantizan su captacion por células mayor que los

métodos a los que se compra (21).

6.CONCLUSION

Segun los estudios publicados sobre los sistemas estimulo-respuesta que utilizan
nanoparticulas inorgéanicas en la vectorizacion de una carga génica en el interior de una
célula, podemos deducir que es probable realizar una transfeccion selectiva, poco téxica y
eficaz con nanoparticulas y mas aun con estos sistemas. No obstante, esto no se puede afirmar
con total seguridad, debido a que no existen muchos estudios in vivo, ni tampoco hay estudios

clinicos de su seguridad y efectividad tanto a corto como a largo plazo.

Por otro lado, se ha visto que su eficacia es bastante mayor respecto a los métodos a los que
se les compara de transfeccion, es decir, a los métodos que utilizan los estudios como
-18 -
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referencia para establecer una comparacion fiable. Igualmente se ha observado que muchos de
ellos tienen una relacion coste-efectividad bastante buena, dado que su obtencion es
relativamente sencilla y no requiere técnicas instrumentales costosas. Incluso se ha visto que
una de las grandes ventajas que ofrecen es la reduccion de tiempo, tanto de preparacion de las

técnicas como la obtencion de resultados.

Respecto a su seguridad, se ha visto que por lo general no afectan a otro tipo de células que no
sean las células diana, y que Unicamente tienen mision de ser vectores de terapias génicas sin
que sean degradadas antes de tiempo, pues en ausencia de su carga terapéutica no ejercen
ninguna accion perjudicial sobre el funcionamiento de la célula. Aungue no se ha encontrado
estudios que muestren el destino que sufren estas nanoparticulas inorgéanicas después de su
internalizacion en la célula, lo cual genera dudas sobre su seguridad y su posible efecto a
largo plazo, ya que al ser complejos inorganicos tienen limitado su bioasimilacion o su

biodegradacion.

Tras repasar los estudios mencionados, se ha visto que, aunque sean las nanoparticulas
inorganicas son las encargadas de producir una respuesta después de un estimulo y de
captacion celular, realmente muchas de ellas necesitan modificaciones de su superficie que
mejoran su biocompatibilidad y posibilidad de mantener enlaces estables con AN, aunque no
sea en todos los casos. Estas modificaciones suelen ser recubrimientos con polimeros
organicos que facilitan su circulacién a través de las membranas lipidicas e hidrofobas.
Incluso es posible afadir algunos ligandos que aumenten significativamente la selectividad
sobre las células dianas y permitir llevar AN de forma estable.

En cuanto a los estimulos mencionados: se ha observado que son faciles de generar, de
manejar y que no son caros, ya sea la luz infrarroja, la ultravioleta-visible y/o el campo

magnético.

Para finalizar, podemos decir, que la utilizacion de nanoparticulas inorganicas como los
vectores no virales en la transfeccion génica tienen un enorme potencial como futura
alternativa a las terapias para enfermedades geneticas desde el punto de vista de la seguridad,
eficacia, efectividad y eficiencia. Pero para llegar es este punto se debe realizar un mayor
namero de estudios in vivo y poder pasar al siguiente escalon, que seria la practica clinica.

Ademas, se deberia ejercer un enfoque mayor sobre las posibilidades de formar
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modificaciones de la superficie con el fin de aumentar su selectividad, biocompatibilidad, y

eficacia.
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