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CAPITULO I.

Enfermedades crdonico
degenerativas



INTRODUCCION
Las enfermedades cronicas son enfermedades de larga duracién y por lo general de

progresion lenta. Las enfermedades cardiacas, los infartos, el cancer, las enfermedades
respiratorias y la diabetes, son las principales causas de mortalidad en el mundo, siendo
responsables del 63% de las muertes. En 2008, 36 millones de personas murieron de
una enfermedad cronica, de las cuales la mitad era de sexo femenino y el 29% era de
menos de 60 afios de edad [1].

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son uno de los mayores retos que
enfrenta el sistema de salud. Lo son por varios factores: el gran nimero de casos
afectados [2], su creciente contribucion a la mortalidad general [3] la conformacién en la
causa mas frecuente de incapacidad prematura y la complejidad y costo elevado de su
tratamiento [4]. Su emergencia como problema de salud publica fue resultado de cambios
sociales y econdmicos que modificaron el estilo de vida de un gran porcentaje de la
poblacion [5]. Los determinantes de la epidemia de ECNT tuvieron su origen en el
progreso y la mejoria del nivel de vida y no podran revertirse sin un enfoque individual,

social e institucional.

1.1 Epidemiologia.
Las ECNT son un grupo heterogéneo de padecimientos que contribuye a la mortalidad

mediante un pequefio niamero de desenlaces (diabetes, enfermedades cardiovasculares
y enfermedad vascular cerebral). Los decesos son consecuencia de un proceso iniciado
décadas antes [6]. La evolucion natural de la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares puede modificarse con acciones que cambien el curso clinico de las
condiciones que determinan su incidencia [7-11]. Entre ellas se encuentran el sobrepeso
y la obesidad, las concentraciones anormales de los lipidos sanguineos, la hipertensién
arterial, el tabaquismo, el sedentarismo, la dieta inadecuada y el sindrome metabdlico.6
Esta caracteristica introduce oportunidades para la prevencion, el desarrollo de
herramientas prondsticas y la creacién de modelos farmaco-econémicos. Por ejemplo, al
conocer las modificaciones de la prevalencia nacional de estas anomalias es posible
pronosticar el dafio de las ECNT y evaluar el efecto de las acciones preventivas. En

consecuencia, la evolucion natural de las ECNT permite la institucion de programas



preventivos dirigidos a diferentes estratos de la poblacién, con resultados cuantificables

a mediano y largo plazo.

1.2 Factores de riesgo generalizados.
Las enfermedades cronicas graves tienen por causa factores de riesgo comunes y

modificables. Dichos factores de riesgo explican la gran mayoria de las muertes por ese
tipo de enfermedades a todas las edades, en hombres y mujeres y en todo el mundo.
Entre ellos destacan:

e alimentacion poco sana;

e inactividad fisica;

e consumo de tabaco;
Cada afio, como minimo:
4,9 millones de personas mueren de resultas del tabaco;
2,6 millones de personas mueren como consecuencia de su sobrepeso u obesidad,;
4,4 millones de personas mueren como resultado de unos niveles de colesterol total
elevados;

7,1 millones de personas mueren como resultado de una tension arterial elevada.

1.3 Una amenaza creciente.
Se prevé que las defunciones por el conjunto de enfermedades infecciosas, dolencias

maternas y perinatales y carencias nutricionales disminuiran en un 3% durante los
proximos 10 afios, y que las defunciones por enfermedades cronicas aumentaran un 17%
en ese mismo periodo. Eso significa que de los 64 millones de personas que falleceran
en 2015, 41 millones lo haran de enfermedades cronicas, a menos que se tomen medidas
urgentes. Se estima que 388 millones de personas moriran en los proximos 10 afios de

una enfermedad croénica

1.4 Larespuesta mundial es insuficiente.
Pese a algunos éxitos mundiales, como el Convenio Marco de la OMS para el Control

del Tabaco (CMCT de la OMS), que constituye el primer instrumento juridico destinado
a reducir las defunciones y las enfermedades relacionadas con el tabaco en todo el
mundo, las actividades internacionales de salud y desarrollo han descuidado en general
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las enfermedades cronicas. La salud entendida en sentido mas amplio, incluida la
prevencion de las enfermedades cronicas, contribuye a la reduccion de la pobrezay por
lo tanto al Objetivo 1 (Erradicar la pobreza extrema y el hambre, La salud y los Objetivos
de Desarrollo del Milenio. OMS 2005). En respuesta a sus necesidades, varios paises
han adaptado ya sus metas e indicadores de los ODM para incluir las enfermedades
cronicas y/o sus factores de riesgo.

En el informe de 2018 presentado por la Organizacion Mundial de la Salud se demuestra
que las enfermedades cronicas dificultan el crecimiento econdémico y reducen el potencial
de desarrollo de los paises, y esto se aplica en especial a los paises de rapido
crecimiento econémico, como China y la India. Sin embargo, es importante que la
prevencion se aborde en el contexto de las actividades internacionales de salud y
desarrollo, incluso en paises menos adelantados, como la Republica Unida de Tanzania,
gue ya estan experimentando un repunte de los riesgos de enfermedades cronicas y de

las defunciones asociadas.

1.5 Panorama Actual.
La epidemia de ECNT es un fendmeno complejo que tiene sus raices en las

modificaciones del comportamiento de un elevado porcentaje de la poblacién y en
factores genéticos. Pese a mudltiples esfuerzos, el nimero de casos afectados ha
continuado en ascenso. Es improbable que una intervencion aislada pueda modificar la
incidencia o la evolucién natural del padecimiento. Cada pais debe instituir sus propias
medidas, disefiadas a partir de experiencias internacionales, pero con la flexibilidad para

aplicarlas en todos los estratos de la poblacion.

En el presente trabajo nos dimos a la tarea de evaluar la eficacia de tres sistemas
nanoestructurados para el tratamiento de dos enfermedades cronico degenerativas, el
cancer y la aterosclerosis, dichas enfermedades tienen una alta prevalencia y una alta
mortalidad tanto a nivel mundial como a nivel nacional, afectando a dos demograficos
puntuales, en mujeres los canceres cérvix uterino y cancer de mama y para el caso de

los hombres la ateroesclerosis.



En primera instancia nos dimos a la tarea de fabricar un nanosistema basado en
nanovarillas de oro recubiertas con polimeros biocompatibles y biodegradables, asi como
el uso de fragmentos cortos acido ribonucleico de interferencia (SiRNA) para la
realizacion de una terapia dual contra lineas celulares cancerigenas, especificamente,
HeLa y MDA-MB-231 como modelo para su aplicacion en el tratamiento de cancer
cérvico-uterino y de mama. La terapia dual propuesta se compone dos fases, una terapia
fototérmica, aprovechando las propiedades épticas de las varillas de oro y una terapia
génica, utilizando ARN de interferencia para silenciar un gen modelo de proteina verde
fluorescente.

En segundo término, nos enfocamos en la fabricacion de un nanosistema para la
internalizacion de material genético al interior de las células para el tratamiento del
cancer cérvico-uterino utilizando nanoparticulas del biopolimero quitosano el cual
modificamos mediante una aminacion reductiva para agregarle cadenas hidrofébicas, las
cuales le confieren nuevas propiedades que podemos utilizar para mejorar la interaccion
de las nanoparticulas con las membranas celulares, asi como mejorar su estabilidad en
solucién, regular su tamafio y potencial zeta, al igual que conferir una mayor proteccion
para el material genético atrapado al interior de las nanoparticulas.

Finalmente, como tercer proyecto nos dedicamos a fabricar un nanosistema basado en
polimeros biocompatibles y biodegradables, &acido polilactico-co-glicolico (PLGA) y
quitosano, con la finalidad de encapsular el farmaco Atorvastatina, ampliamente utilizado
en la practica médica para la inhibicién del metabolismo de lipidos y la reduccion del
colesterol en el flujo sanguineo. Utilizamos para esta finalidad un enfoque de terapia dual
mediante el uso del farmaco antes citado y micro &cidos ribonucleicos (miRNA), el
primero encapsulado entre las cadenas del polimero PLGA y el segundo acomplejado
de manera electrostatica al polimero quitosano. El propdésito de este nanosistema dual
es la liberacién controlada del material genético para el silenciamiento del gen
responsable de la expresion de la interleucina 6, uno de los afectores del proceso de
inflamacion que es de vital importancia para el inicio y progresion de la aterosclerosis,
asi como la liberacién controlada del farmaco atorvastatina que inhibe el metabolismo
del colesterol al interior de la célula, ayuda a reducir le inflamacion.

Los trabajos se describen a detalle en los capitulos Il, Il y IV respectivamente.



Para la realizacion de este trabajo nos planteamos la siguiente hipotesis:

HIPOTESIS
“Los nanosistemas fabricados seran capaces de llevar las moléculas biofuncionales al

interior de las células, liberarlos y mantener su funcionalidad de terapia dual para el

tratamiento de enfermedades cronico degenerativas”

OBJETIVO GENERAL
Fabricar sistemas de terapia dual para encapsular farmacos y material genético basados

en nanoparticulas metélicas y polimeros sintéticos y naturales para el tratamiento de

enfermedades crénico degenerativas

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Fabricar nanoparticulas hibridas basadas en particulas inorganicas y/o poliméricas

gue integren funcionalidades de terapia dual (génica y quimica) para el tratamiento de
enfermedades crénico degenerativas.

2.- Caracterizar fisicoquimicamente los nanosistemas utilizando técnicas de microscopia
electronica de transmision y de barrido, técnicas espectroscopicas para la determinacion
de las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del nanosistema.

3.- Evaluacion in vitro de las aproximaciones terapéuticas propuestas, asi como la
determinacion de los mecanismos de sefializacion implicados en los procesos de

disminucién y/o desaparicion de la enfermedad a tratar.
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CAPITULO IlI.

Nanovarillas de Oro



INTRODUCCION

El ARN de interferencia de silenciamiento (SiRNA, por sus siglas en inglés) es una
molécula de ARN de cadena doble, la cual se fragmenta en ARN mensajero
complementario (MRNA) a través del complejo enzimatico RISC, suprimiendo la
expresion de genes relacionados con enfermedades [1]. Como consecuencia, el
silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia utilizando siRNA ha emergido
rapidamente como una herramienta poderosa para la inhibicién de la expresion de genes
[2]. Su uso para este fin se deriva del descubrimiento de que mdltiples enfermedades
son consecuencia de una expresion anormal de genes, como el cancer o diversas
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer o Parkinson). En consecuencia, una
disminucién en la expresion o el bloqueo total de estos genes en las células o tejidos
especificos puede tener importantes beneficios terapéuticos. Sin embargo, existen
algunos desafios que tienen que superarse antes de que esta aproximacion terapéutica
pueda pasar a la practica clinica convencional. Por ejemplo, la funcion de bloqueo del
siRNA es obstaculizada por su baja o pobre biodistribucion y su captacion celular, su
limitada estabilidad en la circulacion sanguinea, y su rapida degradacion por nucleasas
y reacciones inmunes no especificas. Con la finalidad de abordar esta problematica,
distintas metodologias para el transporte y la liberacién de siRNA in vitro e in vivo han
sido investigadas hasta el momento [2-6].

En este sentido, las nanoparticulas (NP’s) pueden ser consideradas como un eficiente y
potente vector no viral para la encapsulacion y transporte de polinucleétidos como
plasmidos de ADN (pDNA) y siRNA para su distribucion in vitro e in vivo, en la
denominada terapia génica [3,4,7,8]. Estas NPs muestran caracteristicas superiores
comparadas con los actuales vectores de administracién, principalmente
transportadaores virales que presentan una importante toxicidad asociada, reactividad
inmune, potencial carcinogénico o un desarrollo de formas patogénicas del virus [9-12].
Distintos tipos de nanovectores como polimeros catiénicos [13,14], lipidos [15, 16] y
nanoparticulas [17-20] orgénicas e inorganicas han sido utilizados para superar las

dificultades antes mencionadas. Puntualmente, las nanoparticulas basadas en silice [7,
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20], oxidos de hierro [19, 20] y oro [23, 24] han sido extensamente investigadas como
sistemas emergentes de transporte y liberacion de siRNA.

Las nanoparticulas de oro (Au NPs) presentan distintas ventajas como potenciales
nanovectores como son su biocompatibilidad, procesos de obtencién/fabricacién
simples, facilidad para modificar su tamafo, forma y superficie, esta ultima, mediante la
conjugacion con biomoléculas [25]. Entre los diferentes tipos de Au NPs, las
nanocilindros de oro (GNRs) son de especial interés debido a sus propiedades épticas
Unicas. Los GNRs muestran dos bandas de plasmones de resonancia superficiales: el
plasmon de resonansia superficial longitudinal, el cual puede ser ajustado en el espectro
electromagnético hacia la regiéon del infrarrojo cercano (NIR), donde la luz es
transparente a los tejidos (la llamada ventana bioldgica, comprendida entre 700-1200
nm); y el plasmén de resonancia transversal, el cual esta en el rango visible del espectro
electromagnético. Ademas, los GNRs han sido ampliamente investigados debido a su
intensa absorcidn transversal en el NIR y su alta eficiencia de conversion fototérmica
[26]. Como consecuencia, este tipo de NPs ha sido propuesto como una herramienta
prometedora en el diagnéstico y el tratamiento del cancer [27]. Adicionalmente, estas
NPs poseen una gran relacion area-volumen y su superficie se puede funcionalizar de
manera sencilla, lo cual las hace un nanovector atractivo para transportar distintos tipos
de farmacos [28, 29], agentes fotosesibilizadores [30], biomoléculas pequefas [31] y
material genético [32, 33]. Recientemente, distintos ejemplos de nanocomplejos
multifuncionales de GNR-siRNA han sido desarrollados para combatir diversos tipos de
canceres como el de mama [32], pancreas [34], coloo-rectal [35] y tumores de cabezay
cuello [36]. En estos estudios, se ha comprobado que los complejos GNR-sIRNA pueden
ser potenciales nanovectores para terapia combinada (también denominada multimodal),
pues pueden encapsular y transportar de forma simultanea siRNA, farmacos y/o ejercer
como agentes fototérmicos y de imagen para el diagnéstico y el tratamiento de tumores
[37-39].

No obstante, para utilizar los GNRs como nanoplataformas para terapia génica varias
limitaciones deben de ser superadas: i) su carga positiva y la inherente citotoxicidad de
la capa de surfactante (bromuro de cetil-trimetil amonio, CTAB) resultante del proceso

de sintesis [40, 41], ii) la liberacion no especifica de la molécula bioactiva de interés, y
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iii) la capacidad de direccionamiento no especifica. La carga superficial positiva de los
GNRs puede inducir una unién no especifica con los componentes del suero sanguineo,
resultando en su agregacion y que pueda dar lugar a un embolismo dentro del aparato
circulatorio [42]. Por otra parte, la unién especifica de las cargas positivas de los GNRs
con las cargas negativas de las membranas celulares pueden inducir una liberacion
temprana del siRNA, resultando en la reduccion drastica del efecto terapéutico deseado
[42]. Para sortear estos inconvenientes, distintos recubrimientos superficiales han sido
propuestos con la finalidad de reducir el efecto toxico de los GNRs tales como “esconder”
la capa de CTAB con polielectrolitos [40] y fosfolipidos [43] o bien, cambiando el
surfactante por otras moléculas como polietilén glicol tiolado (PEG-SH) [44].

En este trabajo, desarrollamos una estrategia de recubrimiento capa por capa (LbL) de
los GNRs con sulfonato de poliestireno (PSS) como capa anionica y poli-L-lisina (PLL)
como capa catiodnica con el propdsito de enmascarar la capa de CTAB toxica [40, 45]. El
siRNA se coloca de manera ensamblada entra las capas aprovechando la interaccion
electrostética de este con las cadenas subyacentes de PLL. Finalmente, se utilizé acido
hialurénico (HA) como capa mas externa del recubrimiento de las NPs debido a su
habilidad de evitar las interacciones no especificas con los componentes del suero
sanguineo [46], y para localizar y unirse con receptores CD44 tipicamente sobre-
expresados en algunos tipos de células cancerosas, como las de cancer cervical y de
mama [47, 48]; dicha habilidad permitira tener una estrategia activa de direccionamiento
de la nanoplataforma hacia las las células o tejidos enfermos.

La exitosa formacion de las diferentes capas de polimeros en los GNRs fue confirmada
por el desplazamiento de la banda del plasmon de resonancia longitudinal de la NP
metalica, asi como la observacion de los patrones en zig-zag tipicos en sus valores de
potencial zeta. Se observdO que en condiciones fisiolégicas simuladas (pH 7.4
mimetizando en el del plasma sanguineo, y pH 5.5 mimetizando el entorno lisosomal
citoplasmatico) la liberacion del siRNA de la nanoplataforma puede ser modulada de
manera facil gracias a la biodegradabilidad del PLL por las proteasas sanguineas y/o a
la sensibilidad a la luz del nanovector hiibrido desarrollado bajo irradiacion con luz NIR
proporcionando, asi, mecanismos controlados de activacion endégenos y edgenos,

respectivamente, de la liberacion de las biomoléculas desde las nanoplataformas.
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Ademas, se observo que el diselo de las mismas tiene una importante influencia tanto en
la liberacion de la carga terapéutica como en las propiedades fototérmicas, es decir, la
presencia de un recubrimiento de dos capas de polimero-siRNA en las NPs permite
velocidades de liberacibn mas lentas y un efecto fototérmico mejorado in vitro en
comparacion con sus contrapartes con una sola capa. La plataforma hibrida de GNRs
recubiertas con PE-siRNA mostraron ser biocompatibles ademas de ser captadas e
internalizadas por células tumorales en importnates cantidades. Adicionalmente, la
nanoplataforma fue capaz de liberar su contenido terapéuctico al interior de las células,
como se evidencio por microscopia de fluorescencia, dando lugar al apagamiento de la
proteina verde fluorescente (GFP) sobre-expresada en la linea celular de tumor cervical
modificada HeLa-GFP. Dicho apagamiento fue més eficiente cuando las plataformas
hibridas recubiertas con dos capas de siRNA estuvieron bajo irradiacion de luz NIR de
baja intensidad (0.5 W/cm?), proporcionando incluso mejores resultados terapéuticos que
el vector Lipofectamine RNAIMAYX, utilizado como control positivo en experimentos de

transfeccion.
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MATERIALES Y METODOS

El bromuro de hexadeciltrimetil amonio (CTAB), acido tetracloroaurico tri-hidratado
(HAUCl4-3H20), nitrato de plata (AgNOs), borohidruro de sodio (NaBHa4), poli(sodio-4-
estirénsulfonato) (PSS) de peso molecuar 70,000 g/mol, hidrobromuro de poli-L-lisina
(PLL) de peso molecular 22,000 g/mol y acido hialurénico de peso molecular 15,000
g/mol, se compraron en Sigma-Aldrich. El acido ascérbico fue comprado en Fluka. El
resto de los reactivos son de grado analitico y/o adecuados para cultivo celular. Todos
los reactivos fueron usados en las condiciones en las cuales se recibieron. El oligobmero
BLOCK-IT ™ Control (1 Mm) se compré en Invitrogen. Este es un oligdmero de dsRNA
marcado fluorescentemente tiene la misma longitud, carga y configuracion que un siRNA
bioactivo. El siRNA inhibidos de GFP fue comprado en Ambion (silencer GFP (eGFP)
SsiRNA). El agua destilada UltraPure DNase/RNase-free fue adquirida en Gibco, Life
Technologies. El suero bovino inactivado por calor (FBS) y la tripsina 0.25% (w/v) con
EDTA se adquirié en Hyclone, Thermo Scientific. Todos los disolventes organicos fueron
grado HPLC, y el resto de los reactivos usados tienen el maximo grado de purezay estan
disponibles comercialmente.

2.1 Sintesis de GNRs.
Los GNRs fueron sintetizados utilizando el método de crecimiento mediado por semillas.

Primero, se obtuvieron las semillas de oro recubiertas con CTAB. Para hacer esto, 7.5
mL de una disolucion 0.2 M de CTAB fue agitada junto con 0.25 mL de una disolucién
0.01 M de HAuClsen un bafio de agua a 27 °C. Para la preparacion de las disoluciones,
semillas y GNRs, la disolucion de CTAB debe de solubilizarse durante un dia a una
temperatura y agitacién constante de 27 °C y 200 rpm, respectivamente, evitando la
formacion de espuma. A continuacion, se preparé una disolucién 0.01 M de NaBH4en un
bafio de agua fria. La disolucidon se dejo reposar por espacio de 3 minutos para asegurar
la correcta dispersion del agente reductor. Después, mientras se agitaba la disolucion
Au-CTAB a 200 rpm, 0.6 mL de la disolucién 0.01 M NaBHa4 se agrego en frio a la anterior
disolucién, después de lo cual esta tom6 un tono marron-amarillento. Esta disolucion se
agité vigorosamente con la mano por espacio de 2 minutos, y posteriormente se dejo

reposar por 1 hora en un bafio de agua a 27 °C sin agitacion para que el exceso de
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borohidruro de sodio se descomponga.

Para el crecimiento de los GNRs, 425 uL de la disolucién 0.01 M de HAuCls se agregaron
a 10 mL de la disolucion 0.2 M de CTAB en un bafio de agua a 27 °C y a 500 rpm;
después, la disolucién mezcla se torno6 de color amarillo brillante. En paralelo, se preparé
una disoluciéon 0.01 M de nitrato de plata (AgNO3s) y se mantuvo en oscuridad. Se
agregaron a continuacién 83 uL de la disolucion de AgNOs a la disolucion de crecimiento
de GNRs y se agitd gentilmente con la mano. Después, 68 uL de una disolucion 0.1 M
de &cido ascérbico (AA) se agregd a la anterior disolucion, seguido de una agitacion a
500 rpm hasta que esta se torné transparente, y se dejo en un bafio de agua a 27 °C por
4 minutos. Finalmente, 110 uL de la disolucién de semillas de oro fueron agregados a la
disolucién de crecimiento, se agitdé por 2 minutos y después se detuvo la reaccion. La
disolucién anterior se dejo reposar toda la noche en un bafio de agua a 27 °C, cambiando
a un color rosa-rojiza. Los GNRs fueron centrifugados dos veces a 27 °C por 20 minutos
y redispersados en 10 mL de agua desionizada.

Se obtuvo el espectro de absorcién UV-Vis de los GNRs utilizando un espectrofotometro
Cary Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies). El tamafio de los GNRs fue medido
utilizando un microscopio electrénico de transmisiéon (TEM), (JEOL JEM 1011)
operandolo a un voltaje de aceleracidén de 120 kV. La concentracion de los GNRs por mL
fue calculada teniendo en cuenta los tamafios de NP obtenidos por TEM y ela
concentracion de atomos de oro obtenidos mediante espectroscopia de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). En el caso de los GNRs con una banda del
plasmoén de resonancia longitudinal (LSPR) centrado en 780 nm, 1 mL de tres diferentes
lotes a una densidad Optica (OD) ~ 1 tienen una concentracion de oro cercana a 49.22 +
0.37 pg/mL, considerando la amplitud y longitud de las NPs obtenida mediante TEM. La

concentracion obtenida bajo estas condiciones fue de 5*10'* GNRs/L.
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RECUBRIMIENTO POLIMERICO LbL DE LAS GNRS.

2.2.1 PSS/PLL/siRNA/HA-GNRs.

Utilizando la técnica de ensamblaje LbL mdultiples capas de PSS, PLL y HA fueron
depositadas en la superficie de los GNRs (ver Esquema 1). Para el recubrimiento con
PSS se prepar6 una disoluciéon de 10 mg/mL de PSS en NaCl 12 mM. Cuando esta
completamente disuelto, se agrega esta disoluciéon a 1 mL de NaCl 12 mM y se agité a
500 rpm. Posteriormente, esta disolucion fue agregada gota a gota a 1 mL de GNRs (DO
~ 1) mientras se agitaban. Después de 1 hora, la disolucion resultante se centrifugo a
15000 rpm por 20 minutos y se resuspendio en 1 mL de agua MilliQ. A continuacion, se
realizo la deposicion del PLL. Para ello, se prepar6 una disolucion de 5 mg/mL de PLL
en agua, se tomaron 100 uL de esta disolucion y se agregaron a 700 uL de agua y se
agité a 500 rpm durante 1 minuto. A continuacion, 1 mL de GNRs recubiertos con PSS
fueron agregados gota a gota. Después de 1 hora la disolucién se centrifugd a 15000 por
20 minutos y se redispers6 en 1 ml de agua libre de RNAsas. Posteriormente, se
disolvieron 0.5 nmol de siRNA en agua libre de RNAsas con una agitaciéon de 500 rpm y
en un bafio de agua a 37 °C por espacio de 30 minutos. Concluido este paso, se agrego
1 mL de la disolucion de GNRs recubiertos con PSS-PLL gota a gota, y se agitd por 2
horas en un bafio de agua a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se centrifug6 a
15000 rpm y el pellet fue redispersado en 1 mL de agua libre de RNAsas. Finalmente, se
adicion6 una capa de HA, para lo cual se preparé una disolucién de HA 1 mg/mL en
agua, se tomaron 60 uL de esta disolucién y se disolvieron en 1 mL de agua MilliQ
agintandose a 500 rpm durante 5 minutos. La disolucion previamente obtenida de GNRs
recubiertos con PSS-PLL-siRNA se agreg0 gota a gota a la disolucion de HA y se dejo
reaccionar por espacio de 1 hora. Al término de este tiempo, la disolucion se centrifugé

a 15000 rpm por 10 minutos y el pellet se resuspendié en 1 mL de agua libre de RNAsas.

2.2.2 (PSS/PLL/siRNA)2/HA-GNRs.
Para la creacion de estas nanoplataformas, las tres primeras capas correspondientes a

PSS, PLL y siRNA fueron obtenidas como se explicd previamente. A continuacion, el

proceso se repitid para generar otras 3 capas adicionales de la misma manera vy,
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finalmente se agreg6 una capa de HA como se describié anteriormente.

2.3 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA

2.3.1 Dispersion dinamica de Luz.
Las medidas de DLS fueron realizadas utilizando el sistema de correlacion digital ALV-

5000 (ALV 5000/E, ALV GmbH, Germany) equipado con control de temperatura fijado a
25 °C. La luz fue verticalmente polarizada a 488 nm con un laser de estado sélido (2 W).
El radio hidrodinamico rn, fue obtenido de la medicion por DLS de las muestras de
particulas diluidas au un angulo de dispersion de 90°. El analisis de datos de DLS se

reaiizé con el algoritmo CONTIN y empleando la ecuacién de Stokes-Einstein:

Ru = kT/6 71D
1)
donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad de la disolucion
y D el coeficiente de difusion de las particulas en disolucién diluida. Las medidas se
realizaron por triplicado, con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y

promediadas.

2.3.2 Movilidad electroforética.
El potencial zeta de las nanoplataformas preparadas fue determinado por velocimetria

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las nanoparticulas
fueron suspendidas en agua (pH=6) y las medidas se llevaron a cabo a 25°C. Se
realizaron tres medidas independientes y los resultados se muestran como la media +
desviacion estandar. El instrumento midio la movilidad electroforética de las particulas y

la convirtio al potencial Z utilizando la expresion clasica de Smoluchowski:

a=E¢€ C_
1
’ ®)
donde «, & { y n denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el

potencial Z de las particulas y la viscosidad del medio, respectivamente. Las

nanoparticulas se suspendieron en agua (pH = 6) y tampodn fosfato (pH = 7,4) y se
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introdujeron en una célula desechable, transparente, capilar y plegada. Las mediciones
se iniciaron después de alcanzar automaticamente el tiempo determinado por el

software.

2.3.3 Andlisis cuantitativo de siRNA.
Para determinar la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga (LC) de las

nanoparticulas hibridas de PSS/PLL/SIRNA/HA-GNR y (PSS/PLL/siRNA)2/HA-GNR,
estas fueron centrifugadas a 15000 rpm a 20 °C por 20 minutos. El contenido de siRNA
en el sobrenadante fue medido por espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia.
Previamente se cre6 una curva de calibracién con siRNA disuelto en agua libre de
RNAsas a 37 °C. Las gréaficas de UV-Vis fueron obtenidas a 260 nm substrayendo las
potenciales contribuciones de los residuos de las proteinas a 280 nm. Las curvas
estandar de fluorescencia fueron fijadas a una longitud de onda de excitacion de 494 nm
y recolectadas a una longitud de onda de emisién de 519 nm. Los espectros de UV-Vis
fueron medidos con el espectrofotometro Cary Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies,
USA) mientras que el espectro de fluorescencia fue monitorizado con un
espectrofotometro Cary Eclipse (Agilent Technologies, USA). Cada muestra fue medida
por triplicado de 3 diferentes lotes y promediado. La EE y la LC fueron calculadas

mediante las siguientes expresiones:

Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante

E.E. (%) = : : x 100
Cantidad total de siRNA agregado
3)
Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante
L.C. (%) = , gregz x 100
Cantidad total de siRNA agregado
(4)

2.3.4 Liberacion in vitro.
Los perfiles de liberacion del siRNA desde las nanoparticulas hibridas fueron medidos in

vitro durante varios dias a una temperatura constante de 37 °C, con agitacion magnética
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a 300 rpm y a dos pH, 7.4 (fisiolégico) y 5.5 (ambiente lisosomal). Para obtener los
perfiles de liberacion, 1 mL de GNR hibridos fueron puestos en tubos de dialisis
(SpectraPore®, MWCO 50 kDa) y sumergidos en 50 mL de buffer suplementado con
10% (v/v) de FBS y a los pH antes mencionados. La concentracion del siRNA liberado
fue determinado a diferentes intervalos de tiempo para cada pH. Para cada tiempo, una
muestra de 1 mL de medio fue retirado y reemplazado con el mismo volumen de buffer
nuevo. El contenido de siRNA fue medido mediante UV-Vis y fluorescencia utilizando las
curvas de calibracion previamente establecidas. Las medidas se realizaron por triplicado.

2.3.5 Liberacion de siRNA asistida por proteasas.
La liberacidén de siRNA asistida por enzimas desde los GNR hibridos fue medida in vitro

durante varios dias a una temperatura constante de 37 °C, con agitacion magnética a
300 rpm a pH 7.4 y 5.5 en presencia y ausencia de 0.25% (v/v) de tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) a razon de 50 uL por cada 40 mL de buffer. Para tal
efecto, 1 mL de los GNRs hibridos fueron puestos en tubos de dialisis (SpectraPore®,
MWCO 50 kDa) y sumergidos en 50 mL de buffer suplementado con 10% (v/v) de FBS,
con la cantidad correspondiente de tripsina-EDTA y a los pH antes mencionados. La

concentracion liberada de siRNA fue determinada como se explicé anteriormente.

2.3.6 Liberacion de siRNA asistida por luz en el infrarrojo cercano.
Con la finalidad de analizar el efecto de la exposicion a luz laser NIR en la liberacién de

siRNA desde los GNRs hibridos, 1 mL de estas NPs (1 x 10 NP/mL) fue incubado a 37
°C bajo agitacion magnética a pH 5.5. Las condiciones experimentales fueron similares
a las previamente establecidas en ausencia de tripsina-EDTA excepto que, después de
6 y 24 horas de incubacion los GNRs hibridos fueron expuestos a la radiacion de luz en
el infrarrojo cercano a 0.5 y 3 W/cm? por espacio de 5 minutos. La irradiacion fue llevada
a cabo utilizando un laser de onda continua a una longitud de onda de 808 nm (50 W,
Oclaro, Inc, USA). El laser fue alimentado por un controlador de diodo laser Newport
5700-80 (Newport Corporation, USA). Una fibra éptica con apertura de 200 um fue
utilizada para transferir la luz desde la unidad laser a la disolucion de particulas y

conectada con un colimador que permite ajustar de manera precisa el tamano del “spot”
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del laser en el rango de 1-10 mm. La potencia de salida se calibro de forma independiente
mediante un medidor de potencia optica (Newport 1916-C), y el tamafo del “spot” se
midié con un perfilador de haz (Newport LBP-1-USB) que se colocé a la distancia de 8

cm entre la salida del colimador y la muestra de GNRs.

2.4 ENSAYOS CELULARES

2.4.1 Lineas celulares.
Se utilizaron las lineas de cancer cervical HeLa y HeLa-GFP, y la linea de cancer de

pecho MDA-MB-231 obtenidas de Cell Biolabs (San Diego, USA). Las células fueron
cultivadas en condiciones estandares de cultivo (5% CO:2 a 37°C) en medio DMEM
supementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM de L-glutamina, 1 % (v/v) de
penicilina/estreptomicina, 1 mM de piruvato de sodio y 0.1 mM de aminoé&cidos no
esenciales (NEAA).

2.4.2 Toxicidad celular in vitro.
La toxicidad de los GNRs hibridos cargados con siRNA fue probada in vitro mediante el

kit de proliferacion CCK8. Las células HeLa y MDA-MB-231 fueron sembradas en una
placa de 96 pozos (1.5-10* células/pozo) y se dejaron crecer por 24 horas en condiciones
estandares de cultivo en 100 pL de medio. Pasadas las 24 horas, 100 uL de NPs a una
concentracion de 2.5-10%° Np/mL, correspondientes a las nanoparticulas hibridas de
PSS/PLL/SIRNA/HA-GNR y (PSS/PLL/SIRNA)2/HA-GNR, fueron diluidas en medio de
cultivo, se agregaron a cada pozo con células e incubadas por 6 horas. Algunas células
fueron transfectadas con 1 Mm de oligo de control fluorescente SIRNA BLOCK-iT™
(Invitrogen, USA) utilizando Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies, USA) como
control positivo siguiendo las instrucciones del fabricante. También algunas células
fueron dejadas sin tratamiento alguno como control negativo. Después de los periodos
de incubacion correspondientes, el medio de cultivo fue descartado, las células fueron
lavadas con PBS 10 mM a pH 7.4 y se agregaron 100 uL de medio de cultivo fresco a
cada pozo. Asi mismo, algunas células fueron previamente irradiadas con un laser de
haz continuo acoplado a una fibra 6ptica con un diodo fuente de 808 nm (50 W, Oclaro,

Inc, USA). Las fluencias utilizadas fueron de 0.5, 1.0 y 3.0 W/cm? durante 5 minutos en
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cada pozo. Después de 18 y 42 horas de incubacion adicionles, las células fueron
lavadas con PBS 10 mM a pH 7.4 y se agregaron 100 uL de medio de cultivo fresco a
cada pozo. En este punto, 10 uL del reactivo CCK8 fue afiadido a cada pozo. Después
de 2 horas de incubacion, se midi6 la absorbancia a 450 nm con un lector de absorbancia
de microplacas UV-Vis Bio-Rad 689 (Bio-Rad, USA). La viabilidad celular fue calculada

de la siguiente manera:

CcV (%) _ Absorbancia de la muestra

x 100

Absorbancia del blanco

(6)

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con
nanoparticulas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin

nanoparticulas.

2.4.3 Internalizacién celular observada en TEM.
Las células HeLa fueron sembradas en placas de 6 pozos con 2 mL de medio de cultivo

DMEM suplementado a una concentracion de 5-10% células por pozo e incubadas por 24
horas en condiciones estandares de cultivo. Transcurrido ese tiempo, 200 uL de
nanoparticulas GNRs hibridas fueron agregadas a las células a una concentracién de
2.5-10%° NP/mL e incubadas por 6 horas. Después de este tiempo, las células fueron
lavadas con PBS, tripsinizadas y centrifugadas a 1500 rpm por 4 minutos. Los pellets de
células fueron fijados con 500 uL de glutaraldehido al 2.5 % (w/v), posteriormente
introducido en un pellet de agar, postfijado con tetradxido de osmio en 0.1 M de buffer
cacodilato al 1% (w/v) y, finalmente, pelletizado con Eponate (Ted Pella Inc, USA). Cortes
ultra finos de las células fueron obtenidos con un ultramicrotomo (UltraCut S, Leica
Microsystems GmgH) y analizados con microscopia electronica de transmision (JEOL
JEM 1011, Japan).

2.4.4 Internalizacion celular y silenciamiento génico por microscopia de
fluorescencia.
La captacion de particulas y la transfeccidon de siRNA también fueron seguidas por
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microscopia de fluorescencia mediante el cultivo de células HelLa (para experimentos de
internalizacion) y HelLa-GFP (para silenciamiento de genes), respectivamente, en
presencia de PSS/PL/SIRNA/HAGNRs vy (PSS/PLL/siRNA)2/HA/GNR (a una
concentracion de 2.5-10'° NP/mL) y los complejos siRNA-Lipofectamine RNAIMAX
utilizados como controles. El efecto del silenciamiento fue analizado registrando la
pérdida de fluorescencia en la linea celular HeLa-GFP, mientras que la captacion celular
fue seguida por los aumentos de las sefiales de fluorescencia en células HeLa normales
(provenientes de la fluorescencia del oligo siRNa empleado) después de la
internalizacién de ambos tipos de nanoparticulas hibridas.

Para ello, las células (5-10* células por pocillo) se sembraron en cubreobjetos de vidrio
revestidos con poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de placas de 6 pozos con 3
mL de medio, y se cultivaron durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. Luego,
se agregaron 250 uL de nanoparticulas a cada pozo con células. Después de 6 horas,
algunas células se irradiaron con luz NIR suministrada por la fuente de luz laser a 0,5
W/cm? durante 5 min. Luego, las células se incubaron durante diferentes periodos de
tiempo. Posteriormente, las células que contenian nanoparticulas se lavaron tres veces
con PBS pH 7,4 y, a continuacion, se fijaron con paraformaldehido al 4% (w/v) durante
10 min, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con 0,2% (w/v) de Triton X-100, y se
tinieron con BODIPY Phalloidin (Invitrogen, USA). Las células se lavaron de nuevo con
PBS, se montaron en portaobjetos de vidrio tefildos con ProLong Gold antifade DAPI
(Invitrogen) y se curaron durante 24 horas a -20 ° C.

Las muestras se visualizaron con un objetivo 63X utilizando un microscopio de
epifluorescencia Leica DMI6000B con un sistema modular Leica AF6000, y equipado con
una camara DFC3665FX (Leica Microsystems GmbH, Alemania), donde el canal azul
corresponde a DAPI (Aex = 355 nm), el canal rojo a BODIPY Phalloidin (Aex = 633 nm), y
la luz transmitida se observé en el modo de contraste de interferencia diferencial (DIC).
El canal verde correspondio a la excitacion del colorante FITC que funcionalizaba el oligo
de siRNA (para experimentos de captacion). Se uso el mismo canal para la excitacion a
520 nm de la proteina fluorescente verde en células HeLa-GFP (para experimentos de

silenciamiento).

21



2.4.5 Captacion celular y silenciamiento génico por citometria de flujo.
La captacion de siRNA por las células HelLa se cuantific6 midiendo la fluorescencia de

un oligo de siRNA marcado con FITC (Invitrogen, USA) cargado en los GNRs recubiertos
con PSS/PLL/SiRNA/HA y (PSS/PLL/SiRNA)2/HA a una concentracion de 2.5- 10%°
NP/mL por citometria de flujo. Para ello, se utilizaron células HeLa que expresan la
proteina de fluorescencia verde (GFP) para investigar la eficacia de silenciamiento
génico de los GNR recubiertos de PSS/PLL/siIRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA que
encapsulan un siRNA especifico contra GFP (Ambion silencer GFP, eGFP siRNA).

Se usaron células HelLa estandar como control negativo, células HelLa-GFP no
transfectadas como control positivo y se utilizé el vector de transfeccion para siRNA
Lipofectamine RNAIMAX (Life Technologies, USA) como control positivo adicional para
la transfeccién. Se utilizaron 2- 10° células por pocillo, y estas se incubaron durante 6,
12, 24, 48 y 72 horas; luego, se lavaron una vez con PBS y se tripsinizaron. Se hicieron
varios lavados a 1200 rpm durante 4 minutos para evitar la autofluorescencia del rojo de
fenol del medio de cultivo. Luego, las células se resuspendieron en 1 mL de PBS. Los
datos se obtuvieron mediante citometria de flujo directa (Guava Easycyte HT Millipore).
Los experimentos se realizaron en ausencia y presencia de irradiaciéon con luz NIR
suministrada por una fuente de laser de diodo acoplado a fibra de onda continua a 808
nm (50 W, Oclaro, Inc.,USA) a una fluidez de 0,5 W/cm?2.
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RESULTADOS
Las metodologias de RNA de interferencia para la eliminacion/inhibicién de genes en

células de mamiferos involucran el uso de RNA sintético que consiste en un RNA de
doble cadena corta (SIRNA) con carga negativa y 21-23 nucleotidos de longitud, con una
dimension similar a una varilla de 5.5 nm x 2.0 nm [49].

Algunos estudios previos han demostrado que al usar la técnica de recubrimiento de LbL,
el siRNA se puede unir a la superficie de particulas cargadas positivamente a
temperatura ambiente o incluso a temperaturas superiores [23,50]. Aqui, utilizamos
GNRs estabilizados con CTAB como nanoparticulas con carga positiva, que se
prepararon mediante una metodologia de crecimiento mediada por semillas modificada
[51]. El exceso de CTAB se elimind extensamente por centrifugacion; posteriormente, los
GNRs estabilizados con CTAB se recubrieron alternativamente con el polimero PSSy el
polimero PLL siguiendo la técnica de auto ensamblaje LbL. Aqui, el PSS se selecciond
por su naturaleza biocompatible, mientras que el PLL se empleé aprovechando su
biodegradabilidad por las proteasas para lograr una nanoplataforma con la liberacién de
la carga terapéutica activada de manera enddgena [41,52]. El siRNA se encapsulé en la
superficie de las nanoparticulas en forma de una o dos capas de recubrimiento a través
de la adsorcion electrostética en la capa de PLL subyacente (ver Esquema 1).
Finalmente, se ensambl6 una capa externa de HA alrededor de las particulas para que
proporcione a la nanoplataforma de suficiente estabilidad coloidal y una capacidad de
direccionamiento hacia las células cancerosas que sobreexpresan receptores CD44,
como las de pulmén, mama, colonorrectal, gastricas, pancreaticas, renales, hepaticas y

cervicales [53-55].

1 layer of siRNA 2 layers of siRNA

. PSS Layer
e 1% PLL Layer
C— 2" PLL Layer

g siRNA
& et HA Layer

Esquema 1: Representacion de los GNRs recubiertos con una sola capa (izquierda) y dos capas de siRNA

(derecha).
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2.5.1 Obtencién y caracterizacion fisico-quimica de GNRs recubiertos con siRNA.
No es esperable que el siRNA se enrolle facilmente alrededor de las nanoparticulas de

oro ya que es una molécula rigida, similar a una varilla [56]. Por lo tanto, es necesario
encontrar las condiciones adecuadas para optimizar su union sobre estas. En este
sentido, se analizo la influencia de la temperatura de la disolucion en la adsorcion del
siRNA sobre los GNRs funcionalizados mediante la técnica de LbL ya que esta variable
posee una gran importancia en la capacidad del siRNA para ser adsorbido en las
superficies de las nanoparticulas.

Una vez establecidas las condiciones éptimas para el recubrimiento con el siRNA, el
proceso de recubrimiento LbL se monitoriz6 mediante espectrofotometria UV-Vis. Los
espectros UV-vis (Figura 1) muestran que el pico correspondiente al plasmoén superficial
longitudinal de los GNRs se desplaza progresivamente después de cada etapa de
adsorciéon de los polielectrélitos como consecuencia de la extrema sensibilidad de las
nanoparticulas a las propiedades dieléctricas del entorno circundante, [58] lo que
confirma su exitosa adsorcion. También se observa que no hay un ensanchamiento o
desplazamiento importantes hacia el NIR del pico del plasmén longitudinal de los GNRs
como resultado del proceso de recubrimiento, lo que sugiere la ausencia de agregacion

de particulas

24 ——CTAB (a)
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Figura 1. Espectros de absorbancién UV-vis después de cada capa de polielectrélitos depositada en los GNRs
para (a) GNRs con recubrimiento de PSS/PLL/siRNA/HA, y (b) con recubrimiento de (PSS/PLL/siRNA)2/HA.
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Ademas, la intensidad del pico del plasmon longitudinal cae bruscamente cuando la
primera capa de PSS se une a la superficie de las nanoparticulas. Esta atenuacion de la
luz puede ser el resultado de una disminucion en la amplitud de la oscilacion de los
electrones relacionada con: i) cierta absorcion de la luz por la capa de polielectrolitos, ii)
una disminucion de las oscilaciones electronicas en la superficie metélica [60]. Sin
embargo, para las siguientes capas de polielectrolitos depositadas no se observaron
disminuciones adicionales (ver Figura 2a). La banda correspondiente al plasmén
transversal permanece constante durante el proceso de acomplejamiento de los
polielectrolitos, excepto cuando las capas de siRNA estan adsorbidas, para la cual se
observa un aumento. El aumento observado cerca de 490-495 nm puede provenir de la

absorcion de luz por la sonda FITC presente en el oligo-siRNA empleado.

2.5.2 Movilidad electroforética.
Los datos de potencial Z revelaron una inversion en la carga eléctrica de las

nanoparticulas después de la deposicién de cada capa de PSS y PLL. Este patron zig-
zag caracteristico (Figura 2b, d) confirma la deposicion alternada satisfactoria de los
polielectrélitos cargados positivamente y negativa, respectivamente.

Sin embargo, este patréon no se observa al depositar el SiRNA y HA. Para el siRNA, la
cantidad de oligonucledétidos no es suficiente para revertir la carga de las nanoparticulas,
permaneciendo grupos cargados de la PLL expuestos. El ensamblaje de la capa externa
de HA se disefid teniendo en cuenta que las nanoparticulas ligeramente positivas
deberian ser mas efectivas para interactuar con las membranas celulares con carga
negativa. Por lo tanto, se agregoé HA con el objetivo de disminuir la carga neta positiva
de la superficie de las particulas, pero evitando la inversion completa de la carga de la

superficie.

2.5.3 Dispersion dinamica de Luz.
La Figura 2e muestra los radios hidrodinamicos de los GNRs recubiertos con siRNA

medidos por DLS. Las dimensiones hidrodindmicas de las nanoparticulas hibridas
aumentan a medida que aumenta el niumero de capas ensamblado, con radios de
aproximadamente 60 y 90 nm para los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y
(PSS/PLL/siRNA)2/HA, respectivamente (donde el subindice denota el numero de
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capas). Es necesario recordar que los datos de DLS se basan en el supuesto de
geometrias esféricas para las particulas por lo que los radios hidrodinamicos obtenidos
solo deben tomarse como una aproximacion del tamafio real.

Con el fin de descartar cualquier contribucion potencial de la agregacion de particulas o
el acoplamiento de las GNRs a los incrementos de tamafos observados, también se
adquirieron imagenes TEM de las nanoparticulas (PSS/PLL/SIRNA)2/HA (Figura 2f). Asi,
no se observaron signos aparentes de agregacion de las particulas.
Desafortunadamente, el recubrimiento polimérico que envuelve las nanoparticulas

metalicas apenas se pudo observar.

2.5.4 Analisis cuantitativo del siRNA adsorbido.
La EE para una cantidad inicial de siRNA de 0.5 nmol en una disolucion de GNRs a la

concentracion de 5-10* NP/mL se estim6 en 77.6 + 8.3% para la primera capa de siRNA
y 44.2 +9.7% para la segunda, con una eficiencia total de 62 + 15% (es decir, se cargaron
aproximadamente 600 y 380 pmol de siRNA, respectivamente), que corresponden a
valores de LC cercanos al 14.2 + 7.1% y 11.0 £ 3.0% (ver Tabla 1).

2.5.5 Liberacién de siRNA de GNR recubiertos con siRNA.
Los perfiles de liberacion de siRNA de GNR recubiertos con siRNA y la influencia

potencial de los activadores tanto enddégenos como exdgenos se analizaron en diferentes
condiciones de solucion, en particular, a pH 7,4 y 5,5 que simulan el pH del plasma
sanguineo y el micro entorno acido de los citoplasmas celulares, respectivamente. La
degradabilidad de la capa de PLL por proteasas enddgenas como la catepsina B
lisosomal, que a menudo se sobre expresa en células cancerosas e inflamadas y la
tripsina puede conferir una degradacién lenta del recubrimiento de polielectrolitos de las
nanoparticulas dentro de las células para lograr una liberacion de siRNA activada

gradualmente, resultando en un prolongado efecto de silenciamiento génico.
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Tabla 1. Concentracién, LC y EE del siRNA complejado a los GNR recubiertos con PSS/PLL en forma de
una capa de recubrimiento ensamblada mediante la técnica LbL. IF denota el siRNA agregado en 1 mL de
GNR recubiertos con PSS/PLL a una concentracién de 1 - 1011 G

IF siRNA siRNA-loaded LC EE
(nmol) GNRs (nmol) %) (%)
0.5 0.03+0.01 0.029 5.6
0.8 0.07 £ 0.02 0.020 5.0
1.6 0.10 £ 0.02 0.030 6.3
2.0 0.32+0.05 0.090 16
3.0 1.07 £0.05 0.250 36
5.0 2.00£0.05 0.383 60
10 6.00 £ 0.06 0.651 60

15 10.5+0.06 0.757 70

También se puede observar que dentro del rango de concentracién analizado, el LC del
siRNA alcanza hasta aproximadamente 10.5 nmol de siRNA encapsulado con un EE de
aproximadamente 70% sin saturacion, lo que sugiere la posibilidad de aumentar alin mas

la concentracion de carga si es necesario.
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Figura 2. Desplazamientos de LSPR longitudinales (®), decaimientos de absorbancia longitudinales (H) y
transversales (0) y potenciales z () después de cada etapa de recubrimiento para (a, b) GNRs recubiertos
con PSS/PLL/sIRNA/HA y (c, d) GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA. El cambio de LSPR de los
GNRs recubiertos con la capa i se define como AA = A (i) -A (CTAB). Los decaimientos longitudinales y
transversales se construyen como la relacion entre la absorbancia 6ptica en la capa i con respecto a la
capa CTAB: decaimiento (SPR) = abs(i)/abs(CTAB). (e) Radios hidrodinamicos para los GNRs con
recubrimiento de CTAB (negro), recubrimiento de PSS (rojo), con recubrimiento de
PSS/PLL/SIRNA/HA (azul), y con recubrimiento de (PSS/PLL/SIRNA)2/HA (verde). (f) Imagenes de TEM de

GNRs con recubrimiento de (PSS/PLL/SiRNA)2/HA.
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Por otro lado, las propiedades de absorcion Optica y la posterior capacidad de actuar
como agentes fototérmicos hacen que las plataformas basadas en GNRs sean
adecuadas para usar la luz NIR como un activador externo de cara a obtener una
liberacidn controlada de las moléculas encapsuladas gracias a los cambios sutiles de

temperatura en el entorno de las nanoparticulas bajo la estimulacion luminica.

2.5.6 Liberacion asistida por enzimas.
Como se menciond anteriormente, el PLL (que se ha mostrado anteriormente como un

material prometedor para desarrollar vectores de suministro de genes vy
nanotransportadores de farmacos) se selecciond como el polielectrdlito catidnico gracias
a su biodegradabilidad bajo la accién de las proteasas [61]. EI PLL esta cargado
positivamente a pH fisiolégico por lo que puede asociarse electrostaticamente con el
esqueleto de fosfato anidnico del siRNA. Para estudiar la liberacion del siRNA, se
incubaron GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA a 37° C
en presencia y ausencia de tripsina a pH 7,4 y 5,5 durante cuatro dias (Figura 3a-b).

A pH 7,4, se observa que los perfiles de liberacion de siRNA son independientes del
namero de capas poliméricas pero, al contrario, las tasas de liberaciéon no lo son [62].
Asi, existe una fase de liberacion ultrarrapida inicial dentro de las primeras 12 a 15 horas
de incubacién, seguida de un patron de liberacibn mas sostenido con liberaciones del
agente bioactivo de hasta aproximadamente el 85%, y entre 50 y 65% en presencia y
ausencia de tripsina, respectivamente. En ausencia de la enzima, el 50% del siRNA se
liberé de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/ siRNA/HA en 58 h, en comparacion con
las 96 h necesarias para la liberacion desde los GNRs recubieros con
(PSS/PLL/SIRNA)2/HA. Este hecho confirma que la nanoparticula hibrida de dos capas
es mas resistente a la difusion del siRNA fuera del recubrimiento, probablemente como
consecuencia de la estructura de capas mas gruesas que puede ofrecer una mayor

proteccion para el material genético junto con una liberacién mas sostenida y lenta.
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Figura 3. Liberacion del siRNA a (a) pH 7,4 y (b) pH 5,5 para GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA
(m, 0) y recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)./HA (e, =:) en ausencia (simbolos cerrados) y presencia
(simbolos abiertos) de tripsina. Liberacién de siRNA inducida por la luz NIR de (¢) GNRs recubiertos con
PSS/PLL/SIRNA/HA 'y (d) recubiertos con (PSS/PLL/SIRNA)2/HA. Las potencias empleadas del laser fueron
3 (v) y 0.5 (a) W/cm2, También se incluyen para la comparacién la difusion simple del siRNA (m, ®) y la
liberacidn asistida enzimatica (O, O). La desviacién estandar relativa fue menor al 10.0%. Las barras de

error no se muestran para una mayor claridad.

A pH 5.5 también se observa una clara fase de liberaciéon ultrarrapida para los GNRs
recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA, siendo esta mas corta para los recubiertos con
(PSS/PLL/sIRNA)2/HA, especialmente cuando la enzima no esta presente en el medio
circundante. Esta primera fase es seguida por un patrén de liberacibn mas sostenido,
como ocurrié a pH 7.4. Las tasas de liberaciéon son mayores para los GNRs recubiertos
con PSS/PLL/sIRNA/HA tanto en presencia como en ausencia de tripsina, con una

liberacion adicional en torno 15-25% del siRNA cuando la enzima esta presente en
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disolucion.

Ademas, la cantidad de siRNA liberado es menor en condiciones acidas resepcto a pH
7,4, probablemente como resultado de: i) la adopcion de una conformacion de cadena al
azar de las moléculas de PLL a este pH en contraste con una configuracion mas
expandida en pH fisiolégico; [63] y ii) este polielectrdlito esta mas densamente cargado

a pH 5.5 facilitando asi las interacciones con las cadenas de siRNA.

2.5.7 Liberacién inducida por la luz NIR.
La excitacion con luz laser a la misma longitud de onda del LSPR de los GNRs produce

una importante absorcion luminica. La energia absorbida modula la atraccion entre las
nanoparticulas metalicas y las moléculas cargadas circundantes, lo que da como
resultado la liberacion del agente terapéutico (SiRNA) bajo demanda mediante dos
mecanismos posibles: i) un mecanismo térmico basado en el calentamiento localizado
alrededor de cada NP libera aumentos de temperatura de la solucion de siRNA antes ii)
uno no térmico, donde la excitacion luminica genera electrones calientes que modifican
las interacciones entre los polielectrolitos y el sSiRNA [64].

Los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA se incubaron a
37 °C a una concentraciéon de 1-10'* NP/mL y a pH 5,5. Se expusieron a una irradiacion
con laser NIR de onda continua (808 nm) a 0.5 y 3 W/cm? durante 5 min después de 6 y
24 h de incubacion bajo agitacion moderada. Los perfiles de liberaciobn observados
muestran una fase de liberacién ultrarrapida a tiempos de incubacion cortos (10 a 15
horas de incubacién) seguido de un patrébn mas sostenido como en el caso de la
liberacion desencadenada por enzimas. Asi, se obtuvieron tasas y extensiones de
liberacion similares para irradiaciones de luz de 0.5 y 3 W/cm? para los GNRs recubiertos
con PSS/PLL/SiIRNA/HA de hasta 85%. Por el contrario, los GNRs con recubrimiento de
PSS/PLL/siRNA2/HA exhiben mayores liberaciones de carga a 3 W/cm? que a 0.5 W/cm?,
lo que concuerda con la necesidad de un mayor aporte de energia para lograr una
absorcion de la luz suficiente y el consiguiente incremento térmico requerido para obtener
la desestabilizacion de las interacciones electrostaticas entre las capas internas de
polielectrélitos para la liberacion exitosa de siRNA.

Ademas, la comparacion de los perfiles de liberacion activados por la luz y mediante la
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enzima denota que este Ultimo proporciona tasas de liberacion mucho mas rapidas, como
se observa en la Figura 3c-d. A tiempos cortos de incubacion (< 24 h), el revestimiento
de PLL apenas se degrada por la tripsina, mientras que la irradiacion con laser logra una
desestabilizacion més rapida de las capas de polielectrolito a través de los mecanismos
descritos anteriormente, permitiendo la liberacion de la carga terapéutica. Por el
contrario, a tiempos de incubacion mas prolongados (aprox. 96 h), las extensiones de
liberacion son bastante similares ya que las enzimas degradan mucho las cadenas de

PLL y, por lo tanto, difunden mas moléculas de siRNA al medio acuoso.

2.5.8 Citotoxicidad celular in vitro de GNRs recubiertos con siRNA.
Para probar el uso potencial de las nanoparticulas hibridas desarrolladas como posibles

plataformas terapéuticas multimodales, en primer lugar se analiz6 su estabilidad coloidal
y su potencial citotoxicidad in vitro.

Asi, los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SiRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA fueron
completamente estables en disoluciones acuosas. En presencia de proteinas séricas,
solo se observé la presencia de agregados muy pequefios (aproximadamente 4
particulas por cluster) después de 48 h de incubacion, que es mucho més largo que el
tiempo requerido para una internalizacion exitosa de la nanoplataforma dentro de las
células.

Para evaluar la citotoxicidad y la eficacia fototérmica de los GNRs recubiertos con
PSS/PLL/SIRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA in vitro, se realizd6 un ensayo de
proliferacion CCK-8 después de la administracibn de NPs a las células a una
concentracion de 2,5-10%° NP/mL e incubacion posterior durante 24 y 48 horas en lineas
celulares cancerosas tanto cervicales como de mama HelLa y MDA-MB-231
respectivamente. Parte de estas células se irradiaron con una fuente de laser de onda
continua a 808 nm durante 5 minutos a diferentes intensidades (0, 0.5, 1 y 3 W/cm?).
Algunas células también se transfectaron con el oligo de siRNA usando Lipofectamine
RNAIMAX como control positivo.

En ausencia de irradiacion de luz, la citotoxicidad asociada a la nanoplataforma es
despreciable para las células MDA-MB-231, y se encuentra dentro del 10-20% para las

células HelLa. La transfeccion de siRNA con Lipofectamine RNAIMAX induce toxicidades
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celulares similares (que oscilan entre el 10-20%, especialmente para las células HelLa
gue son mas sensibles) [65].

Existe una excepcion para los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/SIRNA)2/HA después de
48 h de incubacién, para las cuales la citotoxicidad es de aproximadamente el 35% (ver
figura 4). Este mayor valor podria estar asociado a una mayor sobreexpresion de los
receptores CD44 en la ultima linea celular, que permiten mayores captaciones de
particulas a través de un proceso de endocitosis mediado por receptor hasta niveles que
pueden comprometer la funcién y la viabilidad celular.

Por otro lado, la irradiacion con luz NIR no afecta la viabilidad celular en ausencia de
nanoparticulas. Cuando las células se irradian con luz NIR, se observan citotoxicidades
progresivas mas altas a medida que aumenta la fluencia. Especificamente, se observa
que las células HeLa son mucho més sensibles a la irradiacion con laser que las MDA-
MB-231, incluso a la irradiacién mas baja (0.5 W/cm?), con viabilidades celulares por
debajo del 50%. De hecho, para las células MDA-MB-231 las tasas de supervivencia son
muy superiores al 50% en toda la gama de fluencias analizadas, excepto en la més alta
(3 Wicm?). Este comportamiento se derivaria de una mayor internalizaciéon de particulas
en las células HeLa como se menciond anteriormente, lo que aumentaria la produccién
de calor dentro de las células mejorando, asi, los efectos fototérmicos citotoxicos. Los
GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA irradiados poseen una menor actividad
fototérmica de destruccién de células que los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SiRNA/HA
probablemente como consecuencia de una atenuacion de la luz NIR absorbida por la
presencia de mas capas de polielectrélitos sobre las superficies de las nanoparticulas
[60].

2.5.9 Captacién celular e internalizacion de GNRs recubiertos con siRNA.
Para confirmar si los GNRs se pueden usar como nanotransportadores para la

administracion de siRNA, se monitorizé la captacion y la internalizacion de estas
nanoparticulas hibridas. Los GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA se incubaron
en células HelLa durante 6 horas y se tomaron, a continuacion, imagenes de microscopia

de fluorescencia.
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Figura 4. Toxicidad fototérmica inducida por los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y recubiertos
con (PSS/PLL/siRNA)2/HA en lineas celulares de cancer (a) HelLa y (b) MDA-MB-231. Las células se
irradiaron con un laser de onda continua a 808 nm a 0 (azul), 0,5 (azul claro), 1 (rojo claro) y 3 W/cm? (rojo)

durante 5 min.

De cara a optimizar las condiciones para una transfeccién de siRNA eficiente empleando
los GNR recubiertos con PSS/PLL/SiIRNA/HA y (PSS/PLL/sSiRNA)2/HA, la evolucion
temporal de la internalizacion del siRNA se monitoriz6 mediante microscopia de
fluorescencia en células HeLa durante 3 dias usando (Figura 5). Se utilizo lipofectamina
RNAIMAX como control positivo. Algunas células también se irradiaron con el laser de
808 nm a 0.5 W/cm? durante 5 min después de 6 y 24 h de incubacién para descifrar la
influencia potencial (si la hubiera) de la irradiacion de luz NIR en el proceso de

transfeccion.

Como se menciond anteriormente, el SIRNA se encontré principalmente en el citoplasma
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celular. La sefial FITC derivada del siRNA fue progresivamente mas fuerte hasta 48 h de
incubacion (color naranja en las imagenes fusionadas). En presencia de irradiacién NIR,
no se encontraron diferencias considerables en la liberacion de siRNA, excepto en los
GNR recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA después de 6 a 12 h de incubacién, para las
cuales la liberacion de la carga se mejora ligeramente en concordancia con los datos de
liberacion mostrados previamente.
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Figura 5. Células HeLa con GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA, con (PSS/PLL/siRNA)2/HA y
complejo de Lipofectamine-siRNA en presencia y ausencia de irradiacion de luz NIR (808 nm) a 0.5 W/cm?
durante 5 min. Los nucleos se tifieron con DAPI (canal azul), membranas celulares con Bodipy-faloidina

(canal rojo), mientras que el siRNA se modificé con una sonda FITC (canal verde).

Después de 72 h de incubacién, la sefial de fluorescencia aun es apreciable pero con
una intensidad mas baja, o que podria indicar cierto progreso en la degradacion del
siRNA por nucleasas citoplasmaticas. Ademas, se corrobora que las sefiales de
fluorescencia correspondientes a los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/SIRNA)2/HA son
mas fuertes que las sefiales de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA
(particularmente visibles después de 24, 48 y 72 horas de incubacién), de acuerdo con

su mayor LC y las concentraciones de siRNA liberadas, como se indicé anteriormente.

2.5.10 Captacion celular observada en TEM.
Para confirmar adicionalmente la exitosa captacion e internalizacion celular de las

presentes nanoplataformas hibridas, se adquirieron imagenes de microscopia
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electronica de transmision (TEM). Los GNRs_-recubiertos con (PSS/PLL/SIRNA)2/HA
presentes en el citoplasma celular se observaron en el interior de de vesiculas,
particularmente lisosomas y autofagosomas (Figura 6a-d). Esto estaria de acuerdo con
que las nanoparticulas hibridas son captadas por endocitosis mediada por receptores,
en patrticular, a través de receptores CD44 sobre-expresados en las superficies de la
membrana de las células Hela.

Figura 6. Imagenes TEM de la captacién en células Hela irradiadas a 0,5 W/cm? durante 5 min de (a, d)
GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA y de (b, c) GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA. Las
flechas apuntan a la formacion de burbujas debido a la irradiacion luminica. La barra de escala representa

3umen (@) y (e); 2 um en (f), 1 um en (b); 500 nm en (c); y 200 nm en (d), (g) y (h).
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Cuando las particulas hibridas se irradian después de una incubacion durante 6 h en
células HeLa con un laser de onda continua (808 nm) a 0,5 W/cm? durante 5 min, las
vesiculas intracelulares que contienen las nanoparticulas metélicas aumentan su
volumen, probablemente como conscuencia de un dafio citoplasmético inducido por un
incremento de temperatura (Figura 6e-f). La generacion de calor bajo la irradiacion de
luz NIR dentro de las células puede llevar a la formacion de burbujas (flechas en la Figura
6e-f) y la posterior expansion del volumen [66]. Ademas, se observa una pérdida de la
forma de los GNRs dentro de los lisosomas, que probablemente se deriva de la
combinacion de algunas potenciales remodelaciones de las nanoparticulas bajo

irradiacion luz NIR y el ambiente acido del medio lisosomal (Figura 6g-h).

2.5.11 Captacion celular y silenciamiento génico por citometria de flujo.
Con el fin de realizar un analisis cuantitativo del siRNA transfectado dentro de las células

en presencia y ausencia de irradiacion con luz NIR, se realizaron experimentos de
citometria de flujo. Para ello, las células HelLa se incubaron durante 6 h con GNRs
recubiertos con PSS/PLL/sIRNA/HA 'y (PSS/PLL/SiRNA)2/HA, un complejo
Lipofectamine-siRNA (como control positivo), y algunas de ellas fueron expuestas a
irradiacion de luz NIR a 0,5 W/cm? durante 5 minutos. Posteriormente, las células se
dejaron bajo incubacién durante otras 6 a 72 horas adicionales.

La Figura 7 muestra que la internalizacion y la posterior liberacion de siRNA de los GNRs
recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y (PSS/PLL/siRNA)2/HA alcanza un maximo
después de 72 horas de incubacion, y es mas alta para este ultimo tipo de nanoparticulas,
en concordancia con su capacidad para transportar y liberar grandes cantidades de
SiRNA.

La fluorescencia observada en ausencia de irradiacion podria estar relacionada con la
liberacidn progresiva de siRNA en el interior de las células gracias a la biodegradacion
de las capas de PLL por las proteasas citoplasmaticas. Especificamente, la fluorescencia
permanece apenas constante dentro de las primeras 24 horas para ambos tipos de
nanoparticulas con intensidades de fluorescencia comprendidas entre el 20 y 35% para
los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA 'y (PSS/PLL/SIRNA)2/HA,

respectivamente. A tiempos mas largos, la fluorescencia disminuye y aumenta
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posteriormente después de 72 horas de incubacion. La disminucién de la fluorescencia
observada podria originarse a partir de un nuevo ciclo de division celular, en el que las
nuevas células no presentan fluorescencia FTIC (las células muertas se descartaron en
lavados de células); asi, el porcentaje total de células con fluorescencia disminuye. A la
inversa, con Lipofectamine RNAIMAX la mayor parte del SiRNA se internaliza dentro de
las primeras 24 horas, pero también se observa una disminucion similar a las 48 horas y
un aumento posterior a las 72 horas.

Por otro lado, las sefiales de fluorescencia dentro de las células son ligeramente mayores
en presencia de irradiacion con luz NIR, particularmente a tiempos de incubacién mas
largos tal y como se observa en la Figura 7, gracias a la combinacién de los mecanismos

de liberacion activados por enzimas e inducidos luz NIR.

2.5.12 Actividad de silenciamiento del gen GFP.
La funcionalidad del siRNA transfectado para silenciar la expresion de un gen objetivo se

probé utilizando GNRs modificados mediante LbL como nanotransportadores para
siRNA. Para analizar la actividad terapéutica del siRNA se usaron células HeLa que
expresan la proteina fluorescente verde (HeLa-GFP) como modelo in vitro y se encapsul6
en los distintos tipos de GNRs un siRNA contra la expresion de GFP. La actividad de
silenciamiento génico se analizé cualitativamente y cuantitativamente mediante
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo, respectivamente, después de 72 horas
de incubacién en ausencia y presencia de irradiaciéon con luz NIR (808 nm, 0,5 W/cm?
durante 5 min).

A partir de las imagenes de microscopia de fluorescencia (Figura 8), observamos que los
niveles de fluorescencia de las células HeLa-GFP disminuyen progresivamente de 6 a
72 horas de incubacion. La actividad de la inhibicion de la sefial de fluorescencia es
mayor para GNRs recubiertos con (PSS/PLL/SiRNA2/HA en comparacion con los
recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA como consecuencia de las mayores cantidades de
material genético encapsulado y posteriormente liberado.
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Figura 7. Transfeccion de siRNA en células Hela utilizando Lipofectamine RNAIMAX (amarillo), GNRs
recubiertos con PSS/PLL/SiRNA/HA (verde claro) y GNRs recubiertos con (PSS/PLL/SiRNA)2/HA (verde
oscuro) después de incubacién durante 6, 12, 24, 48 y 72 horas en ausencia y presencia de irradiacion
con luz NIR (laser de onda continua 808 nm, 0,5 W/cm? durante 5 min). Las lineas punteadas y
discontinuas son solo para guiar el ojo. En ausencia de GNRs, las células exhiben un porcentaje de

autoffiluorescencia inferior al 8%.

Ademas, se observa una mayor actividad de silenciamiento de las nanoestructuras
hibridas en comparacion con la del control positivo de lipofectamina. Cuando las células
se irradian con luz, la fluorescencia celular se reduce considerablemente después de 48
horas de incubacién para los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA vy
(PSS/PLL/SIRNA)2/HA, y la caida se prolonga adicionalmente. Como se mencioné
anteriormente, la irradiacién con laser mejora la liberacién de siRNA y la extincion de la
fluorescencia celular observada, lo que confirma la idea de que la irradiacion con luz NIR
no afecta su funcionalidad.

Un andlisis cuantitativo de la actividad de silenciamiento se realiz6 adicionalmente por
citometria de flujo. La actividad de silenciamiento del gen se determind midiendo la
inhibicion (en porcentaje medio) de la autofluorescencia celular. De esta manera, el
control positivo (100%) se consider¢ la intensidad de fluorescencia de las células HelLa
modificadas con GFP en ausencia de nanoparticulas, y las células HeLa normales se
consideraron como el control negativo. Ademas, se utilizé Lipofectamine RNAIMAX como

control positivo adicional para la actividad de silenciamiento.
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Figura 8. Inhibicién de la fluorescencia de células HeLa-GFP (analizada por microscopia de fluorescencia)
empleando GNRs recubiertos con PSS/PLL/SiIRNA/HA (monocapa) y (PSS/PLL/siRNA)2/HA (bicapa) en
ausencia y presencia de luz NIR irradiacién (0,5 W/cm2 durante 5 min, 808 nm). Se utilizé lipofectamina
RNAIMAX como control positivo. En las imagenes, se muestra la transmisién de campo claro, la

fluorescencia de GFP (canal verde) y las imagenes fusionadas. La barra de la escala representa 1 pm.

La Figura 9 muestra que se obtiene una actividad de inhibicion de GFP del 60, 40 y 35%
utilizando Lipofectamine, GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA y GNRs
recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA después de 6 h de incubacion, respectivamente. A
las 12 y 24 horas el silenciamiento logrado por ambas clases de GNRs se vuelve similar
a del control de Lipofectamine, mientras que, a incubaciones mas largas, la actividad de
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silenciamiento de los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA aumenta alun mas,
hasta alcanzar el 93% después de 72 horas. Estos resultados concuerdan con la mayor
capacidad de estas nanoparticulas hibridas para transportar grandes cantidades de
siRNA, mientras se asegura su liberacion sostenida. Ademas, la actividad de
silenciamiento de las GNR recubiertas con PSS/PLL/siRNA/HA también es mayor (85%)

gue la del control de lipofectamina (aprox. 70%).

120

I Hela-GFP [ PSS/PLL/siRNA/HA GNRs [ Lipofectamine
[_JHela I (PSS/PLL/SiRNA) /HA GNRs

100

(o]
o
1

60

GFP fluoresecence (%)

0,5 Wem” ——— 1

Figura 9. Porcentaje de silenciamiento de proteina fluorescente verde (GFP) en células HeLa-GFP usando
Lipofectamine RNAIMAX, GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA, y GNRs recubiertos con
(PSS/PLL/sSiRNA)2/HA durante 72 h en presencia y ausencia de irradiacién con luz NIR a 0,5 W/cm? (luz
laser de onda continua a 808 nm). Se usaron células HeLa no modificadas como control negativo y HelLa-

GFP como control positivo. Las lineas son solo para guiar el ojo.

Cuando se aplica la irradiacibn con luz NIR sobre los GNRs recubiertos con
(PSS/PLL/SIRNA)2/HA y con PSS/PLL/SIRNA/HA estos muestran actividades de
silenciamiento similares a las de la Lipofectamine (aprox. 50-60%), pero mas grandes
gue en ausencia de irradiaciéon con luz NIR. Este comportamiento también esta en
consonancia con la liberacion mejorada del siRNA inducida por la luz en las
nanoparticulas hibridas y el mantenimiento de su funcionalidad, como se menciono
anteriormente.

A tiempos de incubacién prolongados (48 y 72 horas), los niveles de fluorescencia para
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los GNRs recubiertos con PSS/PLL/siRNA/HA son mas bajos que los obtenidos en
ausencia de irradiacion NIR, lo que confirma la liberacion mas rapida del siRNA para las
particulas bajo iluminacion. En cualquier caso, los niveles de fluorescencia estan por
debajo del 5% para ambos tipos de nanopatrticulas.

En resumen, los resultados preentados sugieren que los GNRs recubiertos con
(PSS/PLL/SIRNA)2/HA son mas efectivos que los recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA
para el silenciamiento de genes in vitro. Por lo tanto, se prevé para un futuro la posibilidad
de incorporar varios siRNA dirigidos a diferentes genes o al mismo gen con diferentes
secuencias en las presentes nanoparticulas hibridas de mdultiples capas para buscar un

efecto silenciador génico de caracter sinérgico [67].
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se desarrollaron GNRs como nanoagentes efectivos para el transporte
y suministro de siRNA al interior de las células. Estos GNRs se funcionalizaron por medio
de la técnica de ensamablaje LbL con PSS (la capa anidnica), PLL (la capa catidnica),
siRNA, y una capa final de HA externa que actla simultdneamente como un
recubrimiento estabilizante y un agente de direccionamiento para unir las nanoparticulas
hibridas a los receptores CD44 sobre-expresados en la superficie de diferentes tipos de
células cancerosas. Se pudieron formar capas de siRNA simples y duales dentro de las
recubrimientos formados por los polielectrélitos ensamblados en la superficie de los
GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA 'y con (PSS/PLL/SIRNA)2/HA,
respectivamente. Se observé que las temperaturas mas altas permiten una mejor
incorporacion del material genético en el revestimiento de la superficie ensamblada,
como se indica por los valores mas grandes de EE y LC.

La liberacién del siRNA pudo controlarse mediante activadores internos (enzimas) y
externos (luz NIR) mediante la biodegradabilidad de PLL asistida por proteasas y la
modulacién inducida por la luz de las interacciones de los polielectrdlitos, asi como
mediante el disefio de la nanoplataforma. A este respecto, se observé que la irradiacién
de luz permite velocidades de liberacion mas rapidas que las asistidas por proteasas, y
cuanto mayor sea el numero de capas de polielectrélitos ensamblados menor sera la
liberacion.

No se detect6 una citotoxicidad celular significativa de las nanoplataformas hibridas en
ausencia de irradiacion de luz, y aumentando esta a medida que lo hizo la intensidad de
la irradiacion. Ademas, los GNRs recubiertos con (PSS/PLL/siRNA)2/HA mostraron una
menor toxicidad celular inducida por fototermia, ya que mas capas de polielectrélitos
reducen la eficiencia de la trasformacién de luz en calor.

Se investigo también la capacidad de los GNRs recubiertos con PSS/PLL/SIRNA/HA y
(PSS/PLL/sIRNA)2/HA para ingresar a las células, administrar la carga y silenciar la
expresion del gen de interés mediante microscopia de fluorescencia y citometria de flujo.
Los datos obtenidos indicaron que las nanoparticulas hibridas se pueden internalizar

dentro de las células sin requerir agentes de transfeccion adicionales, y una vez dentro
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se puede liberar el siRNA de las particulas a demanda al menos durante 72 horas. Esto
fue corroborado por la caida en la fluorescencia en células HeLa modificadas con GFP.
No se observaron diferencias en el silenciamiento génico cuando se irradiaron las células
con luz laser NIR. Finalmente, los GNRs recubiertos de (PSS/PLL/siRNA)2/HA lograron
el mejor efecto de silenciamiento como consecuencia de llevar una mayor concentracion

de siRNA y proporcionar una liberacion de carga mas sostenida.
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CAPITULO 1.

Nanoparticulas de quitosano
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INTRODUCCION
En comparacion con la terapia génica convencional basada en el 4&cido

desoxirribonucleico (ADN), el uso del &cido ribonucleico de interferencia corto (SIRNA)
para silenciar los genes mediante la interferencia del ARN (iRNA) ha atraido mucha
atencion recientemente [1]. Este es un proceso biolégico en el que las moléculas de
siRNA interfieren en la expresion de genes especificos al degradar el ARN mensajero
(mRNA) después de la transcripcion; esto evita su traduccion y, posteriormente, conduce
al silenciamiento génico. Tras la introduccion en las células, el siRNA se une a un
complejo de nucleasas denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC). Dentro del RISC, el siRNA se desenrolla para formar un siRNA de cadena simple,
donde una cadena se integra como una plantilla dentro del complejo RISC para
reconocer cadenas de mMRNA complementarias. Después de la segmentacion de la doble
hebra de siRNA, las ribonucleasas (RNAsas) se activan induciendo la ruptura de la hebra
del mRNA y la supresion subsiguiente de la expresion del gen/proteina asociada a la
codificacion del mRNA [2,3]. La hebra del mRNA no incorporado se elimina durante el
proceso de ensamblaje del siRNA vy, probablemente, se degrada posteriormente [4]. El
ARN de interferencia es ventajoso sobre otras terapias debido a su especificidad y nula
citotoxicidad [3]. Ademas, ya se ha demostrado la administracién efectiva de siRNA’s
sintéticos in vivo y la posterior disminucion en la expresion de una diana enddgena
particular sin efectos secundarios indeseables [5]. Gracias a su selectividad y potencial,
la interferencia de ARN se esta convirtiendo en un enfoque muy atractivo para futuras
terapias con el fin de proporcionar un silenciamiento especifico de la expresién génica y

el control posterior de los trastornos genéticos.

Sin embargo, para lograr una accioén eficiente y un uso generalizado de las terapias de
siRNA, primero se deben superar varios desafios importantes como: i) el logro de una
concentracion optima de las cadenas dobles de oligonucledtidos dentro de los
citoplasmas celulares para inducir un silenciamiento génico efectivo y de larga duracion;
i) la proteccién del siRNA contra la degradacion por las nucleasas séricas después de la
administracion que conduce a una mejora de la vida media del siRNA al interior de las
células; 6 iii) la imposibilidad de que las cadenas del siRNA se difundan a través de las

membranas celulares por su tamafio y caracter anionico, este ultimo involucra fuertes
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interacciones electrostaticas repulsivas con las membranas celulares [7]. Por lo tanto, la
administracion eficiente, segura y constante de los siRNA depende en gran medida del
desarrollo de nanosistemas adecuados para su transporte y entrega controlados [8]. Un
vehiculo ideal para el transporte y la entrega de siRNA debe entonces cumplir los
siguientes requisitos: 1) ser capaz de unir y condensar hebras de siRNA dentro del
nanovehiculo; Il) proteger esta carga terapéutica de la degradacion de las enzimas
presentes en el suero y liquido intercelular; 111) orientar el sSIRNA especificamente al sitio
de accibn; 1V) para facilitar/mejorar la captacion celular y la internalizacién del material
bioactivo; V) permitir el escape del siRNA de los endosomas/lisosomas hacia el citosol,
y finalmente, VI) promover un silenciamiento efectivo y una posterior inhibicion del

gen/proteina de interés.

Estudios anteriores han demostrado que el quitosano es un biomaterial portador muy
prometedor para el suministro de ARN con el fin de lograr una expresion efectiva de los
genes reporteros in vitro e in vivo, destacando el uso potencial del quitosano como
constituyente principal de los nanotransportadores para el suministro de siRNA. Para
establecer su efectividad, es clave determinar la influencia de los parametros de la
formulacién en el rendimiento fisico y biolégico de los complejos formados de quitosano-
siRNA para una respuesta terapéutica efectiva y para garantizar la proteccién correcta
de siRNA a la degradacion enzimatica. Por ejemplo, Liu et al. analizaron el silenciamiento
de genes in vitro con nanoparticulas de quitosano-siRNA para dilucidar que este
fendbmeno depende en gran medida del peso molecular (Mw) y del grado de
desacetilacion (DD) del biopolimero [9]. Katas et al. Mostraron que la eficacia de la
transfeccion del siRNA depende del método de la asociacion del siRNA con el quitosano,
siendo la gelificacién ionica la mejor metodologia para proporcionar el mayor efecto
biolégico [10]. Un notable estudio in vivo desarrollado por Howard et al. también demostro
la eficacia de las nanoparticulas de quitosano encapsulando siRNA, administradas por
via nasal en ratones transgénicos que sobre expresan la proteina fluorescente verde
(GFP), en la que se logré una importante reduccién de la expresion de dicha proteina
[11].
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Recientemente, estudios adicionales han investigado el papel que desempefa la
hidrofobicidad del quitosano, la proporcion de nitrégeno a fosfato (N/P) durante el
proceso de gelificacion ionica, el tamafio de las particulas y la direccion mediante
ligandos para la mejora de la eficiencia de la transfeccion y el silenciamiento de genes
especificos. Por ejemplo, la combinacion de dimeros de ARN de bacteriéfagos (pRNA)
con nanoparticulas de quitosano modificados con polietilenglicol (PEG) y funcionalizados
con folato dio lugar a un sistema de administracion de siRNA dirigido a tumores con una

acumulacion de carga mucho mayor en el tejido diana in vivo [12].

Sin embargo, las nanoparticulas para la administracion de siRNA basadas en quitosano
tienen sus propias limitaciones. Uno de los principales inconvenientes es su baja
solubilidad en agua a pH fisiolégico, lo que puede impedir su exitosa administracion in
vivo. Vale la pena recordar que, a un pH fisiolégico, el nimero de grupos amino cargados
positivamente disponibles en el esqueleto de quitosano se reduce en gran medida, lo
que puede impedir el acomplejamiento electrostatico del siRNA e impedir la estabilidad
de las particulas in vivo. Ademas, la eficiencia de transfeccion del quitosano nativo
todavia esta lejos de ser Optima, se han logrado niveles de liberacion intracelular de
siRNA in vivo insuficientes [13]. Este problema puede originarse en las proteinas séricas
(albamina, fibrinbgeno) que pueden causar la agregacion de particulas, lo que favorece
la probabilidad de sufrir embolia y/o citotoxicidad aumentada. Ademas, los componentes
sanguineos cargados negativamente, principalmente proteinas, pueden competir con el
siRNA para unirse al biopolimero catiénico y, por lo tanto, las particulas pueden
disociarse en el torrente sanguineo, dando como resultado una liberacion prematura del
siRNA seguida de su degradacion y/o depuracion renal [14]. Por lo tanto, la modificacion
guimica del quitosano aparece como una forma interesante de proporcionar nuevas
caracteristicas fisico-quimicas a la biomolécula de quitosano para superar estas

dificultades.

Las cadenas de quitosano tienen tres sitios reactivos para su modificacion quimica: dos
grupos hidroxilo y una amina primaria dentro de las unidades de glucosamina, que
pueden modificarse quimicamente para superar las barreras para la entrega de genes:

sin embargo, para la union de los acidos nucleicos, esta ultima debe mantenerse.
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De esta manera, varios derivados de quitosano han surgido de manera interesante como
alternativas potencialmente para la administracion de siRNA, como quitosanos
modificados con grupos trimetil- [15], grupos tiol- [16], grupos glicol- [17], grupos
PEGilados [18,19], gurpos guanidinil- [20] o cadenas alquilicas [21]. Todas estas
modificaciones dieron como resultado una solubilidad y estabilidad mejoradas de las
particulas, mayores eficiencias de transfeccion e/o independencia del pH. Entre estas, la
modificacién hidréfoba del esqueleto de biopolimero parece particularmente interesante
ya que ha demostrado un gran potencial para mejorar el rendimiento de los nanovectores
genéticos. Por ejemplo, se encontré que la eficiencia de la transfeccion de siRNA en
lineas celulares C2C12 que usan quitosanos alquilados con diferentes longitudes de
cadena lateral aumenta a medida que la longitud de la cadena de alquilo aumenta hasta
aproximadamente ocho de carbonos de longitud [22]. Esta mayor transfeccion dotada
por quitosanos alquilados podria asignarse, por un lado, al acomplejamiento del
guitosano con el siRNA mejorado por el debilitamiento inducido por la hidrofobicidad de
las atracciones electrostaticas entre el SiRNA y el biopolimero catiénico y, por el otro, a
la mayor absorcion del nanovector a través de los dominios hidrofobos de las membranas
celulares [22, 23].

El presente trabajo describe la obtenciébn mediante el método de gelificacién i6nica de
diferentes nanovectores de quitosanos modificados con cadenas de alquilo y el papel
desempeiiado por la longitud de la cadena lateral alifatica y el grado de sustitucion en la
carga, proteccion, estabilidad, perfiles de liberacién, transfeccién y eficiencias de
silenciamiento del siRNA para la construccion de portadores de genes adecuados. En
particular, las cadenas laterales alifaticas de diferente longitud (octilo, decilo y dodecilo)
se injertaron en diferentes extensiones en el esqueleto del polimero para lograr varios
grados de sustitucion. Estos quitosanos modificados se utilizaron para obtener
nanoparticulas de quitosano-siRNA, (denominadas de ahora en adelante como CSNP),
mediante el proceso de gelificacion idnica. Se observo que la incorporacion de siRNA
dentro de las nanoparticulas se debia a una combinacién de fuerzas electrostéticas, de
hidrégeno e hidréfobas, como lo demuestran los experimentos de titulacion isotérmica.
Esta incorporacion también condujo a cambios adicionales tanto en el tamafo de las

particulas como en las cargas superficiales. A este respecto, las CSNP no modificados
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mostraron, en general, tamafios mas voluminosos que las contrapartes sin carga de
material genético y no derivadas, (denominadas CNP) correspondientes, mientras que
se encontrd una tendencia opuesta para las CSNP modificados. Las modificaciones
hidrofobas mejoraron la carga de siRNA y la eficiencia de encapsulamiento dentro de las
particulas, brindando una mayor proteccion contra el medio circundante, asi como un
control adicional sobre la cinética de liberacion de la carga al reducir la fase de “estallido”
inicial de siRNA mientras se mantiene una entrega sostenida durante mas tiempo. Se
observo que las CSNP modificadas hidrofébicamente eran bastante estables en medios
fisioldgicos relevantes, con un ligero agrupamiento después de una larga incubacion.
Para probar la citotoxicidad, la eficiencia de transfeccidn y la actividad de silenciamiento
de las nanoparticulas, también se realizaron una serie de experimentos in vitro en células
HelLa de céncer cervical y macrofagos RAW 264.7, con una mirada adicional a las
posibles diferencias de toxicidad y eficiencia de transfeccion segun el tipo de célula y
fisiologia [24]. Las células HeLa fueron mas sensibles que los macrofagos a la presencia
de CSNPs modificadas hidrofébicamente de una manera dependiente de la dosis. De
manera impresionante, las CSNP, formadas con los quitosanos hidrofobizado,
administraron el siRNA dentro del citoplasma celular en mayor medida que sus
contrapartes no modificadas gracias a su mayor capacidad de internalizacion celular.
Posteriormente, estas CSNPs modificadas exhibieron un silenciamiento génico efectivo
al inhibir la expresion de GFP sobre expresada en células HeLa modificadas, siendo
ligeramente mayor que la de Lipofectamine 2000, un agente de transfeccién utilizado

ampliamente para la introduccién de material genético en células.
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MATERIALES Y METODOS
Se utilizé quitosano con un peso molecular promedio de 415000 g/mol y 90% de grado

de desacetilacion (Fluka, grado de viscosidad media). Se utilizaron quitosanos de grado
de viscosidad baja y alta, también de Fluka, para comparacion. El cianohidroborato de
sodio (NaCNBH4), los aldehidos de octilo, decilo y dodecilo, y el tripolifosfato de
pentasodio (TPP) se adquirieron en Sigma (Sigma-Aldrich Co., EE. UU.) Y se utilizaron
como se recibieron. Se utilizd la sonda oligo fluorescente de control BLOCK-iT ™ de
Invitrogen (Carlsbad, MA, EE. UU.). Este oligobmero de ARN de doble cadena marcado
con fluoresceina tiene la misma longitud, carga eléctrica y estructura que el siRNA
estandar. El agua destilada ultra pura exenta de DNAsas/RNAsas fue de Gibco (Life
Technologies, EE. UU.). Todos los disolventes organicos fueron de grado HPLC y todos

los demas productos quimicos fueron de la mayor pureza comercialmente disponible.

3.1.1 Sintesis y caracterizaciéon de derivados del quitosano.
Los derivados de quitosano se obtuvieron mediante un proceso de aminacién reductora

[25-27] (ver Esquema 1). Como se describi6é anteriormente, la reaccion de alquilacion
implicé el injerto de cadenas laterales de alquilo de 8, 10 y 12 carbonos en el esqueleto
de quitosan [25,28]. Brevemente, se disolvieron 2 g de quitosano en 110 ml de acido
acético 0,2 M. Después de la disolucion, se agregaron 75 ml de etanol y se ajusté el pH
a 5.1 para evitar la precipitacion del biopolimero. Se afiadieron diferentes proporciones
de aldehido (5,10, o 50% cuando correspondia) diluidas en etanol a la solucion de
quitosano, seguido de un exceso triple molar de cianohidroborato de sodio. A
continuacion, se dejo que la reaccidén procediera bajo agitacion durante 24 horas a
temperatura ambiente. El quitosano alquilado se precipitd con etanol, el pH se ajusto a 7
y, a continuacion, el precipitado se lavé varias veces en mezclas de etanol/agua con un
contenido creciente de etanol de 70 al 100% (v/v). El grado de sustitucién de quitosano
se determiné mediante resonancia magnética nuclear 1H (1H RMN) utilizando un
instrumento Bruker® (XRD-500) que funciona a 500 MHz y 11.74 T. Las muestras se
prepararon disolviendo 5 mg de los diferentes quitosanos modificados en 0,5 ml de una
mezcla de DCI/D20 al 2% (v/v) a pH 3,2.
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3.1.2 Preparacion de nanoparticulas de quitosano.
Las nanoparticulas de quitosano (CNP) y quitosano-siRNA (CSNP) se prepararon

mediante gelificacion i6nica a través de la reticulacion de las cadenas de TPP y
quitosano, como se describié anteriormente, [29] con algunas modificaciones. En
resumen, se preparo una solucion 1 mg/ml de quitosano en acido acético 0,2 M (pH 4,2)
y se agité durante la noche a temperatura ambiente. Después, se disolvieron 0,5 mg de
TPP en 0,75 ml de agua libre de RNAsas y se agrego6 directamente en la solucién de
quitosano con agitacion constante. Para la produccion de CSNPs, se disolvi6 una
cantidad especifica de siRNA en 0,75 ml de solucién de TPP antes de su adicion gota a
gota sobre la solucién de quitosano. La agitacion magnética se mantuvo a 700 rpm a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las nanoparticulas sintetizadas (NP) se
centrifugaron a 15000 rpm durante 20 minutos y se resuspendieron agua destilada libre
de RNAsas. Finalmente, las muestras de particulas se filtraron (filtros Millipore Millex,

tamafo de poro de 0,45 um) y se almacenaron a 4 °C.

CHz CHz— OH [ CHz2—o0H

0 R 0 0
NaCNBH4
- O+ +0=C = - o+ —» o)
OH H OH H OH H
slow fast
i H NH2 n i H I;\II+—H_r_I i H |\I,|—|-| n

VRN C
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Esquema 1: Esquema del proceso de reaccion de alquilacién para la derivatizacion del esqueleto de
quitosano.
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CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA

3.2.1 Dispersion dinamica de la luz.
Las mediciones de dispersion de luz dindmica (DLS) se realizaron utilizando un

instrumento SLS/DLS (ALV-5000F, ALV-GmbH, Alemania) equipado con un laser de
estado solido Nd:YAG (Coherent Inc., CA, EE. UU.) Que suministra luz verticalmente
polarizada (A = 488 nm) y un correlador digital ALV SP-86. Las mediciones se realizaron
con un angulo de dispersion de 90° al haz incidente con una duracion de 2-5 min. Previo
a la medicién, las muestras se filtraron y se equilibraron térmicamente durante 10 min.
La escala de intensidad se calibré contra la dispersion del tolueno y cada medicion se
repiti6 al menos tres veces. Las funciones de correlacion obtenidas se analizaron
mediante el método CONTIN [30]. Los valores del radio hidrodinamico aparente (Rn) se
calcularon a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein:

Ru = KT/6721nD

(1)

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad de la disolucion
y D el coeficiente de difusion de las particulas en disolucion diluida. Las medidas se
realizaron por triplicado, con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y

promediadas.

3.2.2 Movilidad electroforética.
El potencial zeta de las nanoplataformas preparadas fue determinado por velocimetria

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las
nanoparticulas fueron suspendidas en agua y las medidas se llevaron a cabo a 25°C.
Se realizaron tres medidas independientes y los resultados se muestran como la media
+ desviacion estandar. El instrumento midio la movilidad electroforética de las
particulas y la convirtié al potencial zeta utilizando la expresién clasica de

Smoluchowski: C
a=&s
n

)
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donde a, €, £ y 1 denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el

potencial zeta de las particulas y la viscosidad del medio, respectivamente.

3.2.3 Microscopia electronica de transmision (TEM).
Para obtener imagenes de TEM, se aplicdé una gota de 5 pL de nanoparticulas CNP vy

CSNP sobre las rejillas de cobre recubiertas con carbono, se seco, se lavo, se tifid
negativamente con una solucién 2% (p / v) de acido fosfotustico, se seco al aire y se
examinod con una Microscopio electrénico de transmision JEOL JEM 1011 (Japdn) a 120
kV. Las muestras se diluyeron, cuando fue necesario, antes de depositarlas en las
rejillas.

3.2.4 Analisis cuantitativo de siRNA en CSNPs.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga (LC) de las
nanoparticulas obtenidas, las CSNP se centrifugaron a 15000 rpm a 20 °C durante 20
min. A continuacion, se determind la concentracion de siRNA en el sobrenadante
mediante espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia utilizando el sobrenadante de las
CNP como blanco. Los espectros de UV-Vis se realizaron a 260 nm restando la
contribucion potencial a 280 nm de pequefios residuos de proteinas en los medios de
solucion. Los espectros de fluorescencia se adquirieron estableciendo Aex = 494 nm y
Aem = 519 nm. Los espectros UV-Vis se midieron utilizando un espectrofotometro Cary
Bio 100 UV-Vis (Agilent Technologies, EE. UU.), Mientras que los de fluorescencia se
adquirieron en un espectrofotometro Cary Eclipse (Agilent Technologies, EE. UU.). Cada
muestra se midié por triplicado a partir de tres lotes de particulas diferentes y se
promediaron los resultados finales. Las EE y LC se calcularon mediante las siguientes

expresiones:

Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante

E.E. (%)= x 100 (3a)

Cantidad total de siRNA agregado

Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante

L.C. (%) =

x 100 (3b)

Cantidad total de siRNA agregado
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3.2.5 Ensayo de eficacia de union.
Se uso electroforesis en gel de agarosa para determinar la union exitosa de siRNA al

guitosano. Los diferentes nanovectores basados en quitosanos modificados que
encapsulan una carga inicial de 150 pmol de siRNA se cargaron en cada pocillo (20 pL).
Los experimentos de electroforesis en gel se realizaron a un voltaje constante de 150 V
durante 30 minutos usando geles de agarosa al 2%. El siRNA se tifi6 con SYBR Green |
(Life Technologies, ThermoFisher Scientific, EE. UU.) en una dilucién 1: 10000 en buffer
TE (Tris - HCI 10 mM, pH, EDTA sédico 1 mM) durante 15 min. Se utiliz6 un
transiluminador en tiempo real E-Gel® Safe Imager ™ y un sistema de energia E-Gel®
iBase ™ (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EE. UU.) Para visualizar las muestras. Las

fotografias fueron tomadas con una camara CANON IXUS 155.

3.2.6 Ensayo de estabilidad de siRNA en medio de cultivo.
Siguiendo un protocolo previamente informado [10], se incubaron CSNP cargados con

150 pmol de siRNA a 37°C en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con 5% y 50% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) a diferentes tiempos (0,
0.5, 2, 4,7, 24,48 y 72 h), se retiraron 100 uL de cada solucién de particulas y se
almacenaron a -20°C hasta que se realiz0 la electroforesis en gel. Para llevar a cabo los
experimentos, primero se detuvo la actividad del medio de cultivo, para hacer esto, se
incubaron muestras a 80°C durante 10 minutos y luego se agregaron 5 uL de heparina
(1000 U/mL) para desplazar el siRNA de las CSNP. El analisis de la integridad de siRNA
se llevd a cabo utilizando un gel de agarosa al 4%, utilizando el método que se describid

anteriormente.

3.2.7 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).
Las interacciones y la union entre el siRNA y los diferentes quitosanos modificados se

analizaron utilizando un microcalorimetro de titulacion VP-ITC (MicroCal Inc.,
Northampton, MA, EE. UU.) A 25 °C. La muestra y las celdas de referencia del
calorimetro se llenaron con quitosano (1,06 uM, en buffer de acetato 10 mM, pH 4,8) y
soluciones de buffer puro, respectivamente. A continuacion, la solucién anionica que
contenia siRNA (2 uM) y TPP (2,88 mM) disuelta en agua destilada libre de RNAasas se
introdujo en la celda de la muestra termostatizada utilizando una jeringa controlada por

computadora y se agité a 350 rpm. Cada experimento consistio en una inyeccion inicial
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de 2 pL (despreciada en el analisis) seguida de otras 27 inyecciones de 10 pL con un
tiempo de espaciado de 600 segundos, tiempo suficiente para que la sefal de calor
regrese a la linea de base. Las gréficas de ITC representan los calores de inyeccién
normalizados por la concentracion de siRNA agregada por inyeccion, Q*, en funcion de
la relacion molar siRNA/quitosano. Los calores de dilucion correspondientes a la
titulacion de la solucion anionica en buffer de acetato puro se restaron para obtener los

calores de union netos. Todos los experimentos se realizaron tres veces.

Los datos de ITC sin procesar se analizaron como se describié anteriormente [31, 32].
Brevemente, las isotermas de unién se ajustaron a un modelo de dos sitios de unién que
hace uso del equilibrio de union de la isoterma de Langmuir para dos tipos de asociacién

independientes:

Q=M:-V :(n1-061- AH1 + n2 -B2- AH2) (4a)

donde Q es el calor por inyeccidén, M la concentracion de macromolécula (en este caso,
siRNA), V el volumen de la celda, n y AH son la estequiometria y la entalpia de las
interacciones, respectivamente, é la fraccién de ligando unido a la macromolécula y los

subindices 1y 2 representan los dos conjuntos de sitios.

Usando un algoritmo de ajuste no lineal, la ecuacion anterior se puede resolver para 01
y 62 usando las ecuaciones de equilibrio para unir las constantes K1 y K2 como:
0, 0,
=T, KZ = ——
(1-969I[X] (1-6,)[X]
[X]=X—M(n1'91+ nz'ez)

Ky

(4b)

siendo X la concentracion total de ligando y [X] la concentracion de ligando libre

(quitosano).
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3.2.8 Estabilidad coloidal.
La estabilidad coloidal de las CNP y los CSNP se evalué mediante la dilucion de las

particulas (1/50) a 37 °C en diferentes condiciones de solucién (soluciones acuosas de
diferentes pH que varian de 3 a 9; medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
complementado con FBS al 10%, y libre de agua RNAsas) [10] y agitacion moderada
durante 5 dias. El potencial zeta y los tamafios hidrodinamicos se adquirieron utilizando
un Zetasizer Nano ZS-90 (Malvern Instruments, Reino Unido). Los experimentos se
realizaron por triplicado.

3.2.9 Estudios de liberacién in vitro.
La liberacion del siRNA de las CSNP se midi6 in vitro a una temperatura constante de 37

°C con agitacion magnética (300 rpm) durante varios dias a tres pH diferentes (7.4, 5.0
simulando el microentorno &cido del citoplasma [33], y pH 2.0, que se encuentran en el
rango de pH gastrico) [34]. La concentracion de sirNA liberada se determiné a diferentes
intervalos de tiempo para cada pH de la solucién al colocar 1 mL de las CSNP en tubos
de dialisis (SpectraPore®, MWCO 3500, SpectraLab, EE. UU.) sumergidos en 50 mL de
buffer de fosfatos complementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) a el pH de
interés. En cada tiempo de muestreo, se retird 1 mL del medio y se reemplaz6 con el
mismo volumen de buffer de fosfatos fresco para mantener las condiciones de
hundimiento requeridas. El contenido de siRNA en el sobrenadante se midi6 mediante
espectroscopias de UV-Vis y de fluorescencia utilizando curvas de calibracion en los
correspondientes buffers, como se describié anteriormente. Los ensayos se realizaron

por triplicado.

ENSAYOS CELULARES

3.3.1 Cultivo de células.
Se cultivaron células de cancer cervical HelLa y células HeLa modificadas con proteina

verde fluorescente (GFP) (Cell Biolabs, San Diego, CA) en condiciones de cultivo
estandar (5% de CO2z a 37 °C) en DMEM complementado con 10% (v/v) de FBS, 2 mM
L- glutamina, 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, piruvato de sodio 1 mM y MEM 0.1
mM (NEAA). Los macréfagos RAW 264.7 se cultivaron en medio mixto 50:50 DMEM/F12-

Ham suplementado con FBS al 10% (v/v), L-glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 2
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mM, piruvato sédico 1 mM, y aminoacidos no esenciales (NEAA) 0,1 mM a (37 °C, 5%

COz2, en atmésfera humidificada).

3.3.2 Citotoxicidad celular in vitro.
La citotoxicidad de las CSNP se analizo in vitro utilizando el ensayo de citotoxicidad CCK-

8. Se sembraron células de cancer cervical HeLa y macrofagos RAW 264.7 en una
confluencia de 80-90% en placas de 96 pocillos (100 uL, 1.5-10* células/pocillo) y se
cultivaron durante 24 horas en condiciones de cultivo estdndar. Después de 24 h, se
inyectaron 100 pyL de nanoparticulas CNP y CSNP diluidas en los medios de cultivo
celular correspondientes en los pocillos y se incubaron durante 24 h y 48 h,
respectivamente. Algunas células se transfectaron con oligo fluorescente de control de
SIRNA BLOCK-iT ™ 1 mM (Invitrogen) utilizando Lipofectamine 2000 como control
positivo (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.) Siguiendo las instrucciones del
fabricante. Algunos pozos también se dejaron sin hanoparticulas como control negativo
(blanco). Después del tiempo de incubacion correspondiente, el medio de cultivo se
desecho, las células se lavaron con PBS 10 mM, pH 7,4 varias veces, y se afiadio un
medio de cultivo nuevo (90 uL). A continuacion, se inyectaron 10 yL de reactivo CCK-8
en cada pocillo. Después de 2 h, la absorcion a 450 nm se midié con un lector de
absorbancia de microplacas UV-vis (Bio-Rad modelo 689, EE. UU.). La viabilidad celular,

CV, la tasa de supervivencia, se calcul6 como sigue:

Absorbancia de la muestra

x 100

C.V (%) =

Absorbancia del blanco

()

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con
nanoparticulas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin

nanoparticulas.

3.3.3 Captacion celular y silenciamiento génico por microscopia de fluorescencia.
La internalizacion celular de las CSNPs se monitorizé mediante microscopia confocal

sembrando células HelLa, HeLa-GFP y RAW 264.7 en cubreobjetos de vidrio recubiertos
con poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 mL, 5-10*
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células por pozo) crecidas durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. Luego,
se agregaron 250 pL correspondientes a 0.5 mg de nanoparticulas que contienen
alrededor de 37 pmol de siRNA.

Después de la incubacion, las células que contenian nanoparticulas se lavaron tres
veces con PBS pH 7,4 y, a continuacion, se fijaron con paraformaldehido al 4% (w/v)
durante 10 minutos, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con 0,2% (w/v) de Triton X-
100, y fueron tefiidas con BODIPY Faloidina (Invitrogen). Posteriormente, las células se
lavaron nuevamente con PBS, se montaron en portaobjetos de vidrio tefiidos con
ProLong Gold antifade DAPI (Invitrogen) y se mantuvieron durante 24 horas a -20 ° C.
Las muestras se visualizaron con un objetivo 63X utilizando un microscopio de
epifluorescencia Leica DMI6000B equipado con un sistema modular Leica AF6000 y una
camara DFC3665FX (Leica Microsystems GmbH, Heidelberg Mannheim, Alemania). En
las imagenes obtenidas, el canal azul correspondid a DAPI (Aex = 355 nm), el rojo a
BODIPY Phalloidin (Aex = 633 nm), y la luz transmitida se obtuvo en modo de contraste
de interferencia diferencial (DIC). Finalmente, el canal verde correspondio a la excitacion
del oligo fluorescente siRNA dopado con FITC (Invitrogen). Se us6 el mismo canal para

la excitacion a 355 nm de la proteina fluorescente verde en células HeLa-GFP.

3.3.4 Captacion celular y silenciamiento génico por citometria de flujo.
La captacion de celular del siRNA en células HeLa se cuantifico adicionalmente mediante

citometria de flujo midiendo la fluorescencia de un oligo ds-siRNA marcado con FITC
encapsulado en las CSNP. Se usaron células HelLa que expresan GFP para investigar
la eficacia de silenciamiento géenico de los CSNP cargados con un siRNA especifico que
inhibe la fluorescencia de la GFP (Ambion, EE. UU.). Se usaron células HeLa normales
como control negativo y se usaron células HeLa-GFP no transfectadas como positivas.
Se utilizo siRNA transfectado con Lipofectamine 2000 como referencia de transfeccion
adicional. Las células (2:10° por pocillo) se lavaron una vez con PBS vy, luego, se
recogieron con tripsina al 0.05% / EDTA al 0.025% seguido de varios lavados a 1200 rpm
durante 4 minutos y resuspensiéon en 1 mL de PBS. La eficacia del silenciamiento del
gen se determind mediante la recopilacion de datos de fluorescencia a través de
citometria de flujo (BD FACSAria llu, BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). En todos los
andlisis, se adquirieron 2-10° eventos, se calificaron con un analizador FACS Aria Il (BD,
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Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) y se procesaron mediante el programa de software PC
FACSDiva (BD, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). El recuento de células se realiz6 siempre
por 108 eventos. La eficacia de la transfeccion se expresé como el porcentaje de
intensidad de fluorescencia de las células recolectadas en comparacion con la intensidad

de fluorescencia total de células HeLa-GFP no transfectadas (control positivo).
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RESULTADOS

3.4.1 Sintesis y caracterizacion de derivados del quitosano.
Los espectros de 1H-RMN de los distintos quitosanos son mostrados en la Figura 1. Los

picos a 2.1 ppm corresponden a los protones del grupo acetilo de los monémeros de N-
Acetilglucosamina (NHCOCHSs). Asimismo, las sefiales a 3.3 ppm y entre 3.5-4.0 ppm
corresponden a los hidrogenos unidos al carbono C2 y a los carbonos C3, C4, C5y C6
del anillo glucopiranosa, respectivamente. Los picos a 4.5 y 4.8 ppm fueron asignados a
los protones unidos al carbono C1 de los residuos de glucosamina y N-acetilglucosamina,
respectivamente [35]. Esta asignacion de picos es aplicable para todos los quitosanos.
Sin embargo, en los quitosanos derivatizados encontramos la aparicion de mas picos
caracteristicos de la presencia de cadenas alifaticas unidas al quitosano, cadenas
producto de la derivatizacion del quitosano, lo que nos demuestra que la reacciéon de
sustitucion fue llevada a cabo con éxito. Estas sefiales aparecen a 0.7 ppm, 1.2 ppmy
1.4 ppm y fueron asignadas a los hidrégenos del grupo metilo (-NH-CHz- (CH2)6-CHz3), a
los hidrégenos del grupo metileno (NH-CH2-(CH2)6-CHs) y a los hidrégenos del carbono

unido covalentemente al nitrogeno (NH CH2-(CH2)6-CH3), respectivamente [36, 37].

3.4.2 Preparacion y caracterizacién de nanoparticulas de quitosano.
Las nanoparticulas de quitosano se prepararon mediante el método de gelificacion

ionotropica. Este procedimiento no utiliza solventes organicos o sonicacién comun a
otros métodos de preparacién, que pueden ser perjudiciales para los péptidos y las
proteinas al alterar sus conformaciones estructurales (ver Apéndice B para mas detalles).
Para la formacion de las nanoparticulas, el pKa de los grupos amino de los quitosanos
derivados utilizados aqui oscil6 entre 6.5 y 6.8. Por lo tanto, mas del 90% de las aminas
estaban protonadas y cargadas positivamente a pH 5.5. Los valores de pKa de los grupos
fosfatos de siRNA fueron cercanos a cero [38], por lo que mas del 99% se cargaron
negativamente a un pH superior a 2.0. La caracterizacion fisico-quimica de las
nanoparticulas de quitosano (CNP) y quitosano-siRNA (CSNP) se investigo utilizando un
guitosano de peso molecular medio no modificado, y el mismo biopolimero derivado con
cadenas de aldehido octil o aldehido dodecil a un de grado de sustitucién de 5, 10, y
50% en el esqueleto del polimero, a menos que se indique lo contrario. Esta eleccion se

basoé en los tamafios y los potenciales zeta de las nanoparticulas obtenidas (ver Figura
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S2, Apéndice B), que deberian garantizar una buena estabilidad coloidal, largos tiempos
de circulacion y una mayor acumulacion pasiva en el sitio objetivo. Ademas, las
nanoparticulas de CNP y CSNP, también se prepararon nanoparticulas basadas en un
quitosano derivado con decil aldehido en un grado de sustitucion del 10% para comparar
el efecto de la longitud de la cadena hidrofoba con una densidad de injerto determinada
en las propiedades fisico-quimicas de las particulas formadas. La nhomenclatura utilizada

para etiquetar los diferentes NP basados en quitosano se resume en la Tabla 1.

Tabla 1: Nomenclatura de quitosanos derivados formando nanoparticulas CNPs y CSNPs. X denota el
peso molecular de la cadena de quitosano original, Y la longitud de la cadena hidréfoba sustituida y Z el

grado de sustitucién de la cadena de aldehido en el esqueleto de quitosano.

C{XHYHZ}
Y = nUmero de &tomos de
Z =grado de
X =Pwm carbono en la cadena .
. L sustitucién
hidrofébica
H = High 8 a=>5%
M = Medium 10 b=10%
L =Low 12 ¢ =50%

Para determinar la influencia de la sustitucion de las cadenas hidréfobas en el tamafio y
la carga eléctrica de la superficie de las CNP, se tomaron datos de DLS y potencial zeta
a 37 °C. Ademas, se adquirieron imagenes de TEM para comprender mejor la morfologia
de las nanoparticulas. Algunas diferencias en los potenciales zeta y en el tamafio de las
particulas surgieron cuando se modific6 el esqueleto del quitosano con diferentes
extensiones de cadenas alifaticas de varias longitudes, como se observa en la Figura 2.
Para las CNP que contienen quitosanos derivatizados con un grado de sustitucion del
5%, los potenciales zeta aumentaron ligeramente a medida que la longitud de la cadena

alifatica también aumenta.
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Figura 1. Espectros de 1H-RMN de quitosano no modificado (CM) y tres quitosanos hidr6fobos diferentes
derivados con cadenas de ocho carbonos en un grado de sustitucion del 5% (CM8a), 10% (QM8b) y 50%

(CM8c), respectivamente.

Por el contrario, se observd una tendencia opuesta en los grados de sustitucion mas
altos. Esto puede explicarse basandose en la suposicion de que, en grados de sustitucion
mas bajos, las cadenas laterales no cargadas e hidrofobizadas de quitosan podrian
haberse dispuesto preferiblemente hacia el interior de las CNP, permitiendo una
exposicion relativamente mayor de sus grupos amina cargados positivamente a la
superficie de las particulas. En otras palabras, cuando el grado de sustitucién aumento,
se notaron menores cargas superficiales de las CNP como consecuencia de i) el nimero
de reduccion de aminas protonadas en la sustitucion [26,27] y/o ii) la presencia potencial
de cadenas laterales en las superficies de las nanoparticulas debido a las restricciones

de ensamblaje, que adicionalmente cubren las cargas de la superficie catidnica.

71



50

f I 5% substitution (a)
454 [ 10% substitution
l N -
S a0 [_150% substitution
E J —
~ 354 I
O . - ‘ |
t~ 30 I
) l
= T
© 25 4 i
5 |
b= 204
S ]
° 15
=% ]
e 10
5
O = T T T T
0 8 10 12
Number of carbons in the aldehyde
180 || Il No aldehyde I Octyl aldehyde (b)
[ Docedy! aldehyde [ Decyl aldehyde
160 4
A

140 +

25°C | ‘ a7°Cq
120 +
100

80

r, {(nm)

60 -
40
20

5% 10% 50% 5% 10% 50%
Substitution Degree

Figura 2. (a) Potenciales zeta de las CNP derivatizadas con cadenas laterales de 0, 8, 10, 12 carbonos
con 5%, 10% y 50% de grado de sustitucion a 37°C. (b) Radios hidrodinamicos de las CNP no modificados,

derivatizadas con 8, 10 y 12 carbonos a 25°C y 37°C.

Los tamafios promedio de las CNP no hidrofobizadas (Rx = 66 nm £ 5 nm) fueron mas
pequefios que los de las nanoparticulas hidrofobizadas (ver Figura 1b), que oscilaron
entre aproximadamente 70 y 140 nm dependiendo de la longitud de la cadena lateral y
el grado de sustitucion [39]. Los segmentos hidréfobos del quitosano derivatizado de las
CNP podrian haber apuntado hacia adentro, dando lugar a ndcleos mas densos y
aumentos de tamafio. Este efecto fue mas evidente para las CNP hechas de quitosano
derivatizado con el grado mas bajo de sustitucion (5%), siempre que todas las cadenas
alifaticas estuvieran ancladas en los ndcleos de las nanoparticulas, de acuerdo con los

valores de potencial zeta.
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En contraste, los tamafos de particula generalmente disminuyeron a medida que
aumenta el grado de sustitucidon, aparentemente como consecuencia de una
compactacion mas fuerte de los nucleos de las CNP para evitar la exposicion de sus
cadenas laterales hidréfobas al agua, especialmente notable para aquellas que tienen
una sustitucion de una cadena de 12 carbonos. Dado que el empaquetamiento completo
de cadenas laterales de sustitucion dentro de los nucleos de particulas no es probable,
también podria haber ocurrido un reordenamiento de algunas de estas en o cerca de las
superficies de las nanoparticulas, lo cual estd de acuerdo con los datos de potencial zeta.
Por otro lado, se observo que la longitud de la cadena alifatica desempefiaba un papel
clave en la determinacion del tamafio de las nanoparticulas, en particular para aquellas
particulas que contenian quitosano derivatizado con altos grados de sustitucién, que
tenian tamafios mas pequefios [25,28]. Ademas, se observd que los radios
hidrodinamicos de particulas disminuian en aproximadamente 30 nm cuando la
temperatura de la solucién aumentaba de 25 a 37 °C. Cabe mencionar que los trabajos
anteriores han mostrado nanoparticulas a base de quitosano mas grandes producidas
mediante la gelificacion ionotropica que las obtenidas en el trabajo actual [22,38,39].

Se obtuvieron imagenes TEM de CNP (Figura 3) para los diferentes tipos de quitosanos
derivados. La morfologia de las CNP era casi esférica, especialmente para las CNP no
modificadas, con cierta rugosidad de la superficie. Este efecto se observd més
claramente para las CNP con sustitucion de cadenas laterales de longitud corta, que
mostraban cierta apariencia con filamentos (Figura 3d-f) en contraste con las que tenian
las cadenas de 12 carbonos, mostrando superficies mas suaves. Los tamafios medios

de las CNP estuvieron de acuerdo con los datos obtenidos por DLS.

3.4.3 Energética de la formacién de las CSNPs.
La capacidad de cualquier sistema de administracion para evitar la disociacion prematura

y promover la liberacidn de carga al 6rgano o tejido objetivo esta fuertemente relacionada
con la afinidad de unidn entre la macromolécula terapéutica y el vector seleccionado.
Ademas, la adicién de ARNSsi junto con las moléculas de TPP durante el proceso de
gelificacion ionica ha conducido previamente a mejores actividades de silenciamiento

génico en comparacion con otros metodos para la formacion de particulas/poliplejos [10].
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Figura 3. Imagenes de TEM de las CNP obtenidas de (a) CL, (b) CM, (c) CH, (d) C8Ma, (e) C8Mb, (f)
C8Mc, (g) C12Ma, (h) C12Mb, y (i) quitosanos C12Mc. La nhomenclatura de la muestra corresponde a la
indicada anteriormente en la Tabla 1.

Una manera efectiva de evaluar las interacciones involucradas es medir los calores
producidos/absorbidos en dicho proceso de acomplejacién y evaluar las cantidades
termodinamicas de unidn asociadas. Para este proposito, el ITC se ha convertido en una
de las técnicas mas Utiles para analizar el tipo y el alcance de las interacciones que
juegan un papel en la acomplejacion del siRNA y la posterior formacién de
nanoparticulas. Para determinar los calores de unidn de siRNA-quitosano en presencia
del reticulante TPP durante el proceso de formacion de las nanoparticulas, se llevaron a
cabo dos series de experimentos, es decir, se titularon soluciones aniénicas que

contenian siRNA con TPP y solo TPP (como control) en la celda de muestra que contiene
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una solucién de quitosano. Luego, se obtuvieron los calores netos de interaccion entre
el siRNA y el quitosano a lo largo del proceso de formacion de las nanoparticulas
después de la sustraccion de los calores derivados del experimento de control. De esta
manera, se descuidaron de alguna manera los calores de la dilucién de siRNA vy las
interacciones TPP-quitosano. La influencia de la naturaleza y el grado de sustitucion en
el esqueleto de quitosano en la energia de la formacion de nanoparticulas y el
atrapamiento de siRNA también se evalué seleccionando los siguientes tipos de
quitosano como componentes de las nanoparticulas: CM, C8Mb, C8Mc y C12Mc.

La Figura 4 muestra los calores netos de la interaccion tras la inyeccion de una solucién
de siRNA + TPP en soluciones de quitosano (después de que la sustraccion del calor
evoluciono después de la titulacion de TPP en la misma solucion de quitosano) en funcién
de la relacibn molar de siRNA/quitosano para diferentes tipos de los quitosanos
modificados hidrofébicamente. Las lineas continuas representan los ajustes a los datos
experimentales. La Tabla 2 muestra los pardmetros termodinamicos derivados. De la
Figura 4, las interacciones siRNA-quitosano se caracterizan por interacciones
electrostaticas iniciales y enlaces de hidrégeno entre el biopolimero y el siRNA como se
denota por los valores negativos de los calores de interacciones (AHi, donde el subindice
denota el sitio de union, ver abajo). AHi aumentd progresivamente, volviéndose menos
negativo, como lo hizo la proporcién molar siRNA/quitosano. Este hallazgo es consistente
con los reportados para otros sistemas como la proteina-farmaco [28,31,40] y los
sistemas de polielectrolito-polielectrolito como, por ejemplo, las interacciones de
quitosano-ADN [32]. A medida que la relacion molar siRNA/quitosano aumentaba aun
mas, los calores evolucionados se volvieron positivos (alrededor de 0.02-0.04),
dependiendo del tipo de quitosano, y luego pasaron a través de un maximo endotérmico
para luego disminuir nuevamente. En este sentido, el aumento de los valores positivos
de AQi puede atribuirse a la deshidratacion de las cadenas de quitosano y siRNA, los
efectos de proteccion de la carga en la interaccion mutua y el importante papel de las
interacciones hidrofobas. Ademas, la subsiguiente disminucion endotérmica podria
generarse por las interacciones dipolo-dipolo de las moléculas de agua orientadas

favorablemente a las nanoparticulas adyacentes formadas, como se observa en otros
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sistemas [41]. Finalmente, se observo una region de meseta en las mayores relaciones

molares de siRNA/quitosano (> 0,14) correspondientes a los efectos de dilucion.
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Figura 4. Experimentos de ITC que muestran la evolucion de los calores de interaccién en funcién de la
proporcion molar [SIRNA]/[quitosano] para (H) CM, (@) C8Mb, (A) C8Mc y () C12Mc a 25 °C en solucién
acuosa. Las lineas rojas representan el ajuste de los datos experimentales al modelo de dos sitios de unién

utilizado.

Con respecto a la caracterizacion termodinamica, la Tabla 2 resume la entalpia, la
entropia, la constante de union y la estequiometria de la unién de siRNA-quitosano
derivada de la base del modelo de dos sitios de unién. Como se observo, la union del
SiRNA a los quitosanos modificados de manera diferente implicaba constantes de unién
del orden de alrededor de 107-108 y 108-107 para la primera y la segunda clase de sitios
de unién, respectivamente. Se observi que cuanto mas corta era la cadena lateral unida
al esqueleto del biopolimero, mas grande era la union. Esto podria atribuirse a la mayor
disponibilidad de grupos de aminas libres para interactuar electrostaticamente con los
fosfatos de siRNA en derivados de quitosano que llevan cadenas laterales mas cortas y

menores extensiones de sustitucion.
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Vale la pena mencionar que se pueden esperar niveles mucho mas bajos de constantes
de union de segunda clase, como consecuencia de restricciones estéricas superpuestas.
Sin embargo, la gran mejora de las interacciones hidrofobas compensa parcialmente este

punto.

La estequiometria de la union es fraccionaria (valores n menores que 1.0)
correspondiente a la interaccion multivalente de sustrato/ligandos [42]. Con respecto a la
entalpia de la interaccion, las entalpias exotérmicas relativamente altas para la primera
clase de sitios de union denotan el predominio de las de hidrégeno y las interacciones
electrostéticas, mientras que las entalpias positivas grandes sefalan la gran
predominancia de las fuerzas hidrofébicas en el proceso de union. Esto se verifico
adicionalmente por el cambio en la entropia de la union, que apuntaba a un proceso claro
impulsado por la entalpia para las primeras etapas del proceso de union (denotado por
valores negativos en ASi), y uno de caracter entrépico para el segundo conjunto de sitios
de union denotado por los valores positivos observados. Este comportamiento podria
estar relacionado con la liberacibn de moléculas de agua al disolvente y los
reordenamientos moleculares de las cadenas poliméricas dentro de las CNP modificados

en esta etapa.

Tabla 2. Parametros termodinamicos de la interaccién entre siRNA y quitosano sobre la formacién de las
CSNPs. K, constante de equilibrio de unién; n, estequiometria de unién; AH, cambios de entalpia; AS,

cambios de entropia.

CSNP 108 K; 102 n; 10° AH; ASi
(M) (kcal/mol) (kcal/mol K)
CM 2.8+0.5 2.6+0.3 -7.4+0.4 -24.8+3.2
0.3+0.01 3.4+0.7 2.2+0.3 7.5+0.6
C8Mb 1.4+0.2 7.7£0.5 -6.8+0.5 -22.5+2.1
0.5+0.1 0.06+0.01 4.24+0.2 14.2+0.3
C8Mc 1.3£0.1 0.2+0.3 -4.3+0.2 -14.2+1.6
0.21£0.1 5.1+0.8 3.140.1 10.5+1.7
Cl2Mc 0.6+0.1 0.6+0.2 -4.910.3 -16.3+2.3
0.07£0.01 1.9+0.06 2.8£0.4 9.4+1.4
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3.4.4 Encapsulacion de siRNA dentro de nanoparticulas de quitosano.
Con el fin de dilucidar carga 6ptima de siRNA dentro de las particulas biopoliméricas para

un silenciamiento efectivo, analizamos las eficiencias de encapsulacién (EE) y las
capacidades de carga (LC) en las nanoparticulas derivadas de quitosano en diferentes
concentraciones iniciales de siRNA. Se mezclaron cuatro cantidades iniciales (50, 100,
150 y 250 pmol) de material genético con los diferentes quitosanos hidrofobizados con
la solucion de TPP para obtener las CSNPs siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. En la Tabla 3 se puede observar que cuanto menor sea la cantidad siRNA
introducida, menor sera la LC obtenida como resultado de la saturacion incompleta de
las nanoparticulas dentro del rango de concentracion analizado. Ademas, se obtuvieron
valores mas bajos de EE y LC para las CSNPs no derivatizados en comparacion con los
hidrofobizados; aquellas formadas por quitosano de peso molecular medio fueron los
mas efectivas, especialmente en las cantidades mas bajas de siRNA introducidas. A
pesar de una disminucion en la LC y la EE se puede esperar cuando el nUmero de grupos
amino libres se reduce en la sustitucion de la cadena lateral alifatica, estas cantidades
aumentan notablemente con la derivaciéon del quitosano. Por ejemplo, es notable que la
EE para las CSNP hidrofobizados fuera dos veces mayor que la de las no modificados.
Por lo tanto, las modificaciones hidréfobas podrian mejorar la capacidad de
carga/encapsulamiento del gen y podrian proporcionar un mayor control sobre la cinética
de liberacion de la carga mediante la modificacion de las interacciones intermoleculares
existentes (ver mas abajo) [22,23,25,28,43,44]. Ademas, los valores de EE fueron
apenas constantes para las CNP derivatizadas independientemente de la cantidad de
SiRNA que se introduce, en contraste con las no derivatizadas para las cuales se

encontro una EE maxima a 150 pmol.

También vale la pena mencionar que anteriormente se usaron quitosanos derivados
similares para atrapar la proteina insulina en las CNP [25]. En ese estudio, se alcanzaron
valores maximos de EE y LC para nanoparticulas que consisten en quitosano derivado
con un grado de sustitucion del 10%, mientras que los del 50% mostraron los valores

mas bajos.
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Tabla 3. Capacidad de carga (LC) y eficiencia de atrapamiento (EE) de siRNA en las CSNPs no

modificados y derivatizadas. IF se refiere a la carga inicial de siRNA.

Chit LC (%)
1OSaN I1E"250 pmol | IF 150 pmol | IF 100 pmol | IF 50 pmol
CH 145+31 | 1261+10 | 700213 | 30+04
CM | 185+13 | 1220+39 | 7.60+10 | 35+1.2
cL 122405 | 10.77+05 | 620409 | 1.9+08
8 M a| 296+16 | 1763404 | 120403 | 56+08
8 M b| 280+09 | 1729405 | 11.6+02 | 54+20
8 M c| 266+93 | 1500429 | 970+19 | 42+10
10M b| 209410 | 1921+07 | 11.1+12 | 45+12
12M a| 282+13 | 1750+0.7 | 11.4+04 | 48+10
12M b| 207410 | 1600+58 | 11.2+0.7 | 49+0.6
12M c| 251+78 | 1859402 | 11.5+0.7 | 48+03
EE (%)
CH | 436+93 | 632+48 | 528+95 | 45+10
CM | 557+39 | 611419 | 57.2+73 | 52+18
CL | 366+14 | 540427 | 467+67 | 28+11
8 M a| 892+47 | 883+19 | 905+20 | 83+12
8 M b| 89+28 | 866+25 | 871+16 | 81+13
8 M c| 800+10 | 749+40 | 731+99 | 63+16
10M b| 800429 | 963+37 | 832+91 | 68+18
12M a| 894+30 | 877435 | 856+32 | 72+16
12M b| 848+38 | 802+29 | 843+50 | 73+10
12M c| 891+12 | 937+11 | 856+32 | 72+16

Posiblemente, la competitividad entre el acomplejamiento de las proteinas y la
compactacion de las cadenas laterales hidrofobas en el nicleo de las nanoparticulas
podria explicar ese resultado. Sin embargo, ni la longitud de las cadenas laterales
alifaticas ni el grado de sustitucion de los quitosanos que forman las nanoparticulas
mostraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de LC y EE para la
encapsulacion de siRNA. Por otro lado, un ensayo de electroforesis en gel confirmé
adicionalmente el acomplejamiento del siRNA en las CSNPs. En el experimento se
selecciond una concentracion de CSNPs para obtener una concentracion final de siRNA
de 90 nM por pozo. Como se observa en la Figura 5, el siRNA libre (carril 1) exhibié una
banda de arrastre generalmente asociada a la degradacion de siRNA, y no se observo

fluorescencia en el pozo asociado.
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Figura 5. Acomplejamiento del siRNA a las CSNPs. Carril 1, siRNA nativo libre en agua libre de RNAasas.
Los quiitosanos no modificados CH, CL, CM y los quitosanos hidrofobizados 8Ma, 8Mb, 8Mc, 10Mc, 12Ma,

12Mb, 12Mc y 8Lb se muestran desde el carril 2 al 12, respectivamente.

Sin embargo, para los carriles restantes se observo una fuerte fluorescencia que indicaba
gue el siRNA estaba dentro de las CSNP vy los rastros de siRNA no encapsulados se
eliminaron después de los pasos de limpieza (consulte la seccion de materiales y

meétodos para obtener detalles).

Ademas, los tamafios de las nanoparticulas y los potenciales zeta de los diferentes tipos
de las CSNPs cargados inicialmente con siRNA de 150 pmol se determinaron mediante
DLS y analisis de movilidad electroforética, respectivamente (ver Figura 6). Se eligieron
las CSNPs con una carga de 150 pmol para estudios adicionales porque mostraron un
equilibrio adecuado entre la concentracion de carga inicial y los valores altos de EE y LC.
Como se muestra en la Figura 6a, las CSNP no derivados mostraron, en general,
tamafios mas voluminosos que sus contrapartes vacias (CNP), siendo esta tendencia
sorprendentemente diferente cuando las nanoparticulas se formularon con quitosano
derivatizado. Como se discutié anteriormente, esto podria ser una consecuencia de la
compactacion de los nucleos de las nanoparticulas para evitar la exposicion de sus
cadenas laterales alifaticas al medio acuoso, promoviendo asi las interacciones

colectivas dentro de las particulas, particularmente con moléculas de siRNA atrapadas.
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A la inversa, y como se sefial6 en el caso de las CSNP con quitosano modificado con
una cadena lateral de 12 carbonos, el efecto de exclusion del volumen de agua de las
cadenas de polimeros podria haber impedido un empaquetamiento efectivo de
nanoparticulas que conduzca a un agrandamiento del tamafio de las nanoparticulas. Con
base en los resultados mencionados anteriormente, se podria tener cierta competencia
entre el acomplejamiento de la carga y la compactacion de las cadenas laterales
hidrofébicas del quitosano en los nudcleos de las nanoparticulas, que controlaban
definitivamente las caracteristicas generales de las nanoparticulas [44,45].

Las imagenes de TEM también apoyan nuestros resultados previos. La Figura 6c,d
muestran que las CSNP-8Mb derivadas exhibieron una cubierta exterior lisa que sugiere
gue las cadenas laterales estaban ubicadas en el interior (consulte el Esquema 2). A la
inversa, las CSNPs-12Mc mostraron una superficie ciliada que indica que algunos
segmentos de las cadenas laterales estaban ubicados en las superficies de las

nanoparticulas.

Esta imagen también fue corroborada por datos de potencial zeta. Los potenciales zeta
para todas las CNP y CSNP probadas fueron relativamente altas y positivas (Figura 6b),
lo que se espera que resulte en una buena estabilidad coloidal (consulte los detalles a
continuaciéon). Como se menciond anteriormente, dichos valores disminuyeron con el
peso molecular y el grado de sustitucion del esqueleto de quitosano. A diferencia de las
nanoparticulas desnudas, las nanoparticulas modificadas poseen valores de potencial
zeta constantes, independientemente de la densidad del injerto y la longitud de la cadena

lateral.
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Figura 6. (a) Radios hidrodinamicos y (b) potenciales zeta de las CNP y CSNPs en solucién
acuosa. Imagenes de TEM de las CSNP cargadas con 150 pmol de siRNA para (c) 12Mc y (d)
8Mb.

Estas observaciones, por lo tanto, respaldarian los datos de DLS y nuestra hipotesis de
gue las cadenas laterales hidrofébicas podrian haberse localizado hacia adentro,
evitando el contacto con el agua a través del entrelazamiento con el siRNA vy, al mismo
tiempo, desplazando los grupos de aminas cargadas del quitosano a la capa exterior de
la nanoparticula (ver esquema 1). Como lo muestran los datos de ITC (ver mas arriba) e
inferidos por otros [28,46,47], las interacciones hidréfobas dentro de las nanoparticulas
parecen jugar un papel importante en el proceso de acomplejamiento, lo que apoya aun
mas nuestra hipoétesis anterior [25].
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Esquema 2. Esquema que representa la posible distribucion del siRNA y las cadenas laterales hidr6fobas
dentro de las CSNP.

3.4.5 Estabilidad coloidal de las nanoparticulas.
Las distribuciones de tamafio adecuadas y la estabilidad coloidal de los CSNP son

factores cruciales para su exitosa aplicacion biofarmacéutica. Por ejemplo, la evolucion
del tamafio de particula no solo afectara la endocitosis de las células tumorales, sino
también la capacidad de las nanoparticulas para evadir el reconocimiento y la eliminacion
por el sistema reticulo-endotelial (RES). Por lo tanto, a continuacién, analizamos la
evolucion temporal del tamafio de particula y los potenciales zeta en diferentes
condiciones como indicadores de la estabilidad coloidal de las CSNP obtenidos. Tras la
incubacion durante 3 dias en agua a 37 °C, los potenciales zeta de las CSNP
derivatizados se mantuvieron casi sin cambios (Figura 7a). Ademas, la evolucion
temporal del tamafio de las CSNP no modificadas y derivatizadas analizadas por DLS
durante 5 dias en solucién acuosa a 37 °C (Figura 7b-d) indica que las CSNP
derivatizadas con cadenas de 8 y 12 carbonos fueron muy estables en el agua durante
todo el periodo de incubacion, como se indica por los tamafios de particula constantes a
lo largo de toda la incubacién. Se puede observar que las CSNP derivatizadas con
cadenas de 12 carbonos volvieron a mostrar tamafios mas grandes en agua en
comparacion con los hidrofobizados con cadenas de 8 carbonos, ya que las cadenas
laterales no se empaquetarian completamente en el nicleo de la particula, exponiéndose

al solvente como se menciond anteriormente.
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Por lo tanto, esto se puede considerar una pista adicional de la exposicién de cadenas
laterales mas largas cerca de/sobre las superficies de las particulas como resultado de
su empaquetamiento ineficiente dentro de los nucleos de particulas. Para las
nanoparticulas que contienen quitosanos no modificados, se observd una cierta
disminucién de tamafio, durante las primeras 24 horas, que podria estar relacionada con
la liberacion de algunos siRNA de las particulas y/o la hidrolisis parcial inducida por la

escision de cadenas poliméricas [48].
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Figura 7. (a) Evolucion temporal de los potenciales zeta de las CSNPs durante 3 dias en agua sin RNAasa
a 37 °C. (b-d) Evolucion temporal del tamafio de las CSNP durante 5 dias a 37 °C en agua sin RNAasa

(simbolos abiertos) y DMEM suplementado con 10% de FBS (simbolos sdlidos). (b) Nanoparticulas que
contienen quitosanos no modificados con (M, o) alto, (@, ) medio y (A, A) bajo peso molecular. (c)
Nanoparticulas que contienen 8 carbonos y (d) quitosanos derivados de 12 carbonos con (M, o) 5%, (@,
2)10% y (A, AA) 50% de grado de sustitucion.
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A la inversa, en DMEM suplementado con un 10% (v / v) se observo que los tamafios de
particula de FBS aumentaban continuamente durante las primeras 48 h de incubacion y,
luego, permanecieron apenas constantes. Tales aumentos pueden surgir de la formacion
de agregados entre las CSNPs (de 3 a 6 unidades, en términos de un solo tamafio de
nanoparticulas) debido a la adsorcion de proteinas sobre las superficies de las
nanoparticulas, particularmente la albumina sérica, a través de interacciones
electrostéticas e hidrofobas, dando lugar a la formacion de una biocorona proteica en un
proceso conocido como opsonizacion [49]. Junto con esto, puede ocurrir alguna
aglomeracién de nanoparticulas, provocada por la fuerza iénica de la solucion [50]. Es
interesante observar que las CSNP basadas en el quitosano derivatizados con 12
carbonos mostraron incrementos de tamafio mas pequefios, en comparacion con los
derivatizados con 8 carbonos. Esto podria explicarse basandose en la existencia de
mayores atracciones electrostaticas entre los acidos carboxilicos desprotonados de las
proteinas presentes en el FBS y las aminas protonadas del quitosano en la superficie de
estas nanoparticulas. Ademas, también creemos que las cadenas laterales del quitosano
modificado con cadenas de 12 carbonos, que supuestamente estan expuestas cerca de
las superficies de las particulas, podrian haber dificultado de alguna manera la adsorcion
de proteinas hasta cierto punto, evitando asi incrementos de tamafio adicionales [51, 52].
Sin embargo, se necesitarian estudios adicionales para confirmar este punto. Después
de 48 h de incubacion, las CSNP hidrofobizadas con 8 carbonos no produjeron cambios
sustanciales en el tamafio de las particulas, mientras que para los derivados con 12
carbonos se observo una cierta disminucion. Finalmente, la estabilidad de las diferentes
CSNPs a diferentes soluciones de pH durante 5 dias también fue controlada por DLS.
Los diferentes tipos de CSNP casi no mostraron cambios en el tamafio de las particulas

durante la incubacién, excepto en los pH mas extremos de 3.0 y 8.0 (ver Figura 8).
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Figura 8. Evolucién del tamafio de los CSNP medidos por DLS durante 5 dias en un rango de pH entre
3.0y 8.0: (a) CH; (b) CM; (c) CL; (d) 8Ma; (e) 8Mb; (f) 8Mc; (g) 12Ma; (h) 12Mb; (i) 12Mc a pH 3 (m), 4 (@),
5(A),6(7),7()y8().

3.4.6 Estabilidad del siRNA encapsulado.
Para una expresion y/o inhibicién génica efectiva, los acidos nucleicos u oligonucleotidos

atrapados en un vehiculo de administracion deben protegerse de la degradacion por
enzimas como las nucleasas séricas [53,54]. En el presente caso, si las CSNP fueran
inestables, se liberaria prematuramente el siRNA [37]. Con el proposito de evaluar la
capacidad de nuestro nanosistema de proteger el material genético, analizamos la
influencia del grado de sustitucién y la longitud de la cadena lateral sobre la estabilidad
del siRNA atrapado en las nanoparticulas seleccionando dos casos extremos: un
guitosano modificado con una cadena alifatica corta y un bajo grado de sustitucion
(C8Mb) y otro quitosano modificado con una mayor cadena lateral y un grado de

sustitucion mucho mayor (C12Mc).
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Para hacer eso, se realiz6 un ensayo de electroforesis en gel de agarosa después de la
incubacion de las particulas en DMEM complementado con 5% y 50% (v/v) de FBS a 37
°C para asegurar la capacidad de las CSNPs modificados para proteger el SIRNA de la
digestion por nucleasas del suero. Como se observa en la Figura 9a, el siRNA desnudo
estaba intacto solo al comienzo de la incubacién en FBS al 5% (v/v) (no se observé
ninguna banda de arrastre en el carril 1 a 0 min) y se degraddé completamente a las 24
h. Por el contrario, a una concentracion sérica mas alta, 50% (v/v) de FBS, la presencia
de una banda posterior en todos los carriles fue indicativa de degradacion instantanea,

coincidiendo con lo reportado anteriormente [10].

Figura 9. Movilidad del siRNA después de la incubacién en medio enriquecido con FBS: (a) siRNA
desnudo; CSNPs compuestas de (b) CM; (c) 8Mb; (d) 12Mc. Del carril 1 al 6, la incubacion se realizé en
FBS al 5% (v/v); los carriles de 7 a 12 de incubacién estaban en 50% (v/v) de FBS, respectivamente. Los
tiempos de incubacion fueron: 0 min (carriles 1y 7); 30 min (carriles 2 y 8); 2 h (carriles 3y 9); 7 h (carriles
4y 10); 24 h (carriles 5y 11); y 48 h (carriles 6 y 12).



Cuando las CSNPs no modificados se incubaron en FBS al 5% (v/v), el SIRNA comenzo
a degradarse después de 30 minutos de incubacion (no se observo una banda de arrastre
en el carril 1), mientras que la degradacion completa solo se observo después de 24 h
(Figura 9b). A la inversa, el sSiRNA recuperado de los carriles de las CSNPs derivatizadas
con C8Mb y C12Mc se mantuvo intacto después de 7 h de incubacion y se acomplejé en
gran parte al primer tipo de nanoparticulas y se degraddé completamente para el ultimo
después de 48 h de incubacion (Figura 9c-d). El siRNA cargado en las CSNP de
quitosano derivatizadas con C12Mc manifestdé un comportamiento similar al SiRNA
desnudo en para el tratamiento con 50% (v/v) de FBS, es decir, la presencia de una
banda de arrastre en todos los carriles (Figura 9d, carriles 7 a 12). Esta observacion
podria respaldar nuestra hipétesis de que para las CSNPs derivatizadas con C12Mc, el
SiRNA estaria atrapado especialmente alrededor de las superficies de las particulas,
exponiéndose en gran parte a nucleasas. Sorprendentemente, las CSNPs derivatizadas
con C8Mb parecen excluir el contacto del siRNA con el suero (ver Figura 9c), es decir,
una gran parte del siRNA todavia estaria acomplejado con las cadenas de quitosano
modificado dentro de las nanoparticulas y solo se observé una pequefia separaciéon en
presencia de heparina, como lo confirman las sefiales mas bajas en los carriles
electroforéticos. Por lo tanto, se concluye que los presentes las CSNP-C8Mb protegieron
significativamente el siRNA de la actividad de las nucleasas, lo que las convierte en un

prometedor nanovector de suministro de genes.

3.4.7 Liberacion del siRNA.
Como se mencion6 anteriormente, una buena estabilidad de las nanoparticulas es crucial

para la proteccion extracelular del siRNA; sin embargo, también se necesita un proceso
adecuado de desensamblaje de las particulas para permitir la entrega de la carga y el
posterior silenciamiento génico mediado por ARN a través de interacciones con
componentes intracelulares como el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC). Entonces, se debe lograr un equilibrio adecuado entre la proteccion del sSiRNA 'y
su liberacion para lograr una eficacia terapéutica. Con este fin, la capacidad de las CSNP
para liberar el sSiRNA encapsulad se midi6é adicionalmente a 37 °C durante varios dias a
tres pH diferentes que simulan diferentes medios bioldgicos.
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Para tal efecto, las CSNPs se incubaron a pH 7.4, 5.5y 2.0, que imitan el pH fisiologico
para la administracion parenteral, el ambiente acido de los tumores y algunos
compartimentos intracelulares como los lisosomas, asi como el ambiente géstrico,

respectivamente [34].

Como se observa en la Figura 10, la liberacién del siRNA de las CSNP se caracterizd
por una liberacion rapida inicial (fase de explosion) dentro de las primeras 9-13 h de
incubacion, en la que la cantidad de carga liberada puede corresponder al SiIRNA ubicado
en/cerca de las superficies de las nanoparticulas. La fase de estallido fue seguida por
una region casi lineal que conduce a una liberacion sostenida del siRNA durante varios
dias, como se observd anteriormente, por ejemplo, para nanoparticulas a base de
guitosano hidrofobizado con glicol [55]. Para el tratamiento de muchas enfermedades
diferentes, se desea un patron de liberacién sostenida para mantener una concentracion
constante de carga en la sangre y prevenir su fuga prematura, lo que puede provocar
efectos secundarios toxicos no deseados. Una mirada adicional a los perfiles de
liberacion obtenidos indica que la derivatizacion de los quitosanos y la posterior
formacion de nanoparticulas nos permitio ajustar perfectamente las tasas de liberacion y
la extension, es decir, para una condicion dada existe una CSNP con un perfil de
liberacion adecuado. De esta manera, se observé que el comportamiento de liberacion
in vitro del siRNA dependia tanto de la hidrofobicidad del biopolimero de quitosano como
del pH del medio de liberacion, especialmente dentro de la region de estallido.
Brevemente, es necesario recordar que las cargas encapsuladas en
matrices/nanoparticulas poliméricas biodegradables se liberan mediante tres
mecanismos que tienen lugar en secuencia: (i) desorcion de la superficie de las
particulas; (i) difusion y reabsorcion a través de los poros de la red polimérica; (iii)
degradacion y erosion de la red polimérica. Ademas, el pH de la solucion puede haber
afectado los valores y tamafos de potencial zeta (ver Figura 8) de las nanoparticulas
poliméricas [25]. Por ejemplo, las CSNP hechas de CM tenian un potencial zeta de 25.4
+1.0mVapH5.0,51+£0.8mV parapH 7.0y52.2+1.4 mV apH 3.0, respectivamente.
Por el contrario, para las CSNP que utilizan C12Mc, los potenciales zeta obtenidos fueron
22.7+1.1,352+1.1y483+2.7mVapH3.0,5.0y 7.0, respectivamente.
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La extension de la liberacion del siRNA a partir de las diferentes CSNPs derivatizadas y

no derivadas generalmente siguio la secuencia pH 7.4> pH 5.5> pH 2.0. Por lo tanto,

cuando el pH de la solucién es mayor que el pKa del TPP y el siRNA, las CSNP estan al

cargadas negativamente en mayor medida y las repulsiones electrostéticas internas

deberian facilitar una liberacibn mas rapida del siRNA. A pH 5.5, dichas fuerzas

disminuyeron y las moléculas de carga (SiRNA) se liberarian por difusion simple. A pH

2.0, los grupos amino del quitosano estaban completamente protonados y la tasa de

liberacion de carga fue mucho menor. En este caso, el sSiRNA podria haber actuado como

un "reticulador" adicional, gracias a las atracciones electrostaticas con el esqueleto de la

molécula de quitosano y sus grupos NHs* [10,56,57].
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Los perfiles de liberacion observados denotan una cierta dependencia del peso molecular
del quitosano (Figura 10a). En particular, las nanoparticulas CSNP basadas en
quitosanos de peso molecular medio (CM) exhibieron una liberacion méas sostenida que
las basadas en los de bajo (CL) y alto peso molecular (CH). Esta observacion podria
explicarse sobre la base de que las CSNP basadas en CL podrian no haber compactado
completamente el siRNA en particulas estables, lo que permitiria una liberacion mas
rapida [58,89]. Por otra parte, las CSNP basados en CH tendrian una densidad de
reticulacion mas baja que las basadas en CM (mayor proporcion de quitosano:TPP), lo

gue induce la formacion de una red polimérica menos compacta y mas porosa [60].

La hidrofobizacion de las cadenas de quitosano también tuvo una clara influencia en las
tasas de liberacion del siRNA, donde tanto la longitud de la cadena lateral como el grado
de sustitucion jugaron un papel importante. Li et al. analizaron la permeabilizacion y
difusiéon de la vitamina B2 encapsulada en CNP no modificadas y alquiladas a diferentes
pH [61]. Estos autores encontraron que la liberacion del farmaco a partir de las CNP no
modificadas aumentd al aumentar el pH de la solucibn como consecuencia de la
disociacion y reconstruccién de los enlaces de hidrogeno. En el medio basico, la
disociacion de los enlaces de hidrégeno redujo la fuerza de interaccion intermolecular
entre las cadenas laterales y la red polimérica, lo que la hizo débil y més porosay, por lo
tanto, el farmaco se difundié mas facilmente. A la inversa, para las CNP alquiladas, la
permeabilizacién y la difusion de los medicamentos disminuyeron a medida que
aumentaba el pH de la soluciéon. En medio acido, tanto la permeabilizacién como la
difusion disminuyeron con el aumento en la longitud de la cadena lateral de alquilo,
mientras que el comportamiento opuesto se encontr0 en condiciones basicas. Esta
observacion esta de acuerdo con los resultados aqui mostrados, donde las CSNP
modificadas con 8 carbonos mostraron, en general, perfiles de liberacibn mas rapidos
gue los modificados con 12 carbonos en condiciones acidas, mientras que la tendencia
opuesta se encontré a pH 7.4. El alargamiento de las cadenas laterales incremento la
hidrofobicidad de la red polimérica dentro de las nanoparticulas que, a su vez, dificultaron
la difusiébn hacia afuera del siRNA a través de la matriz de las nanoparticulas. En
condiciones basicas, se observé una mejora de la difusion a medida que el nimero de

atomos de carbono en la cadena lateral aumentaba probablemente en relacion con un
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mayor impedimento estérico. La extension de la liberacion de siRNA se redujo a medida
gue el grado de sustitucion en el esqueleto de la molécula de quitosano aumenté como
consecuencia de la mayor densidad del ndcleo de la particula, lo que finalmente
restringio la difusion del siRNA fuera de las particulas.

3.4.8 Biocompatibilidad celular in vitro.
A continuacion, evaluamos la potencial citotoxicidad tanto de las CNP como de las CSNP

después de la captacion celular y la internalizacion de las nanoparticulas a través de la
medicién de la actividad metabdlica celular mediante el ensayo de proliferacion CCK-8
en dos lineas celulares diferentes: la linea cancer cervical humano (HelLa) y las células
de macréfagos de ratones (RAW 264.7). Se analizaron diferentes variables como la
concentracion de nanoparticulas, el tiempo de exposicion y la naturaleza de la
nanoparticula (hidrofobicidad). Se eligieron células HeLa ya que representan una linea
de células tumorales inmortalizadas clasicas para probar in vitro la eficacia de nuevos
farmacos / formulaciones para el tratamiento del cancer. Los macréfagos son una de las
principales células efectoras inmunitarias que desempefian funciones esenciales como
células secretoras, fagociticas y presentadoras de antigenos en el sistema inmunitario.
Elegimos células de macréfagos RAW 264.7 ya que también muestran una alta

sensibilidad a compuestos/quimicos potencialmente toxicos [62-64].

Se seleccionaron las CSNPs basados en C8Mb y C12Mc como ejemplos de
derivatizaciones extremas (las nanoparticulas de 8Mb poseen una cadena lateral corta y
un bajo grado de sustitucion, mientras que las de 12Mc tiene cadenas laterales mas
largas y un grado de sustitucion mucho mas alto), y también mostraron algunas de las
mejores propiedades fisico-quimicas en términos de tamafio de particulas y cargas
superficiales, proteccion de siRNA, estabilidad en medio de cultivo y perfiles de liberaciéon
sostenida. Ademas, las CSNP basadas en CM se seleccionaron como controles para

comparacion.

La Figura 11 muestra las viabilidades celulares de las CNP y CSNP seleccionadas en
las lineas celulares HeLa y RAW 264.7 después de 24 y 48 h de incubacién. Como se
observa en esta figura, las células HeLa fueron mas sensibles que los macrofagos a la

presencia de las CNP y CSNP, de acuerdo con lo observado previamente por otros
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autores [65]. En las células Hela, la viabilidad celular era dependiente de la dosis para
las CNP vy, especialmente, para las CSNPs. Dicha dependencia no se observa
particularmente en macréfagos, a excepcion de las concentraciones de particulas mas
altas [17,66]. Sin embargo, se observé que las nanoparticulas biopoliméricas presentes
no son toxicas para las células, con viabilidades siempre por encima del 50% excepto en
la concentracion mas alta (2 mg/mL) después de 48 h de incubacion [67]. En general,
también se observo que la toxicidad celular era relativamente mayor en tiempos de
incubacién mas prolongados. Ademas, la incorporacion del siRNA en las CSNPs las hizo
menos toxicos para las células que las nanoparticulas vacias (CNPs), especialmente en

macrofagos.

También se observé que las diferencias en las tasas de supervivencia también
dependian del tipo de célula. En las células no fagociticas como Hela, las cargas
superficiales catidnicas y los tamafios pequefios para la mayoria de las nanoparticulas
se correlacionan con mayores captaciones celulares (ver mas abajo) y mayores
citotoxicidades. De manera inversa, los fagocitos como los macréfagos y los monocitos
son mas sensibles a la presencia de nanoparticulas mas grandes y con carga negativa.
La presencia de suero parecié reducir la captacion de nanoparticulas en células no
fagociticas, pero aumenté en las fagociticas [68,69]. Para las células HelLa, se encontr
qgue las CNP de C8Mb y CM tienen potenciales zeta similares, pero las particulas de
C8Mb mostraron menores tasas de supervivencia a las 48 h de la incubacion. Para las
células RAW 264.7 se encontrd la tendencia opuesta. Sorprendentemente, cuando el
SiRNA se incorporo dentro de las CSNP derivatizadas, se detectaron mayores tasas de
supervivencia en ambos tipos de lineas celulares (ver Figura 12). Es importante destacar
gue las CSNP de quitosano derivatizado con una cadena alquilica de 12 carbonos
lograron una mayor biocompatibilidad en comparacion con las basadas en 8 carbonos y,
en general, la toxicidad celular disminuyé progresivamente al aumentar el nivel de
sustitucion del esqueleto polimérico, en comparacion con sus homologos no modificados

(ver Figura 12).
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Figura 11. Supervivencia celular para las CNPs (a, b) y CSNPs (c, ¢) en células Hela (a, c) y macréfagos
(b, d). Los simbolos sélidos representaron la incubacion durante 24 horas, mientras que los simbolos

abiertos durante 48 horas. (l,0) quitosano de peso molecular medio; (@, <) 8Mb; (A, A) 12Mc.

El motivo de tal comportamiento alin no esta claro, pero podria estar relacionado con la
mayor hidrofobicidad de las CSNP derivatizadas.

Para aclarar aun mas la influencia del tipo y la extension de la hidrofobizacion del
guitosan en la viabilidad celular, se calcularon las toxicidades celulares relativas (A). Se
A define como la diferencia en la supervivencia celular en presencia de las CNP y CSNPs.
A>0 implica que los CSNP indujeron tasas de supervivencia celular mas bajas que los

CNP, mientras que A<0 indic6 el comportamiento opuesto.

La hidrofobizacién con quitosano mostré un efecto positivo en la viabilidad celular, y el

tipo y el alcance de la modificacion desempefiaron un papel clave. Se observo que las
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CSNP eran mas biocompatibles que las CNP, excepto en las células HelLa después de

48 h de incubacion (ver Figura 13).

3.4.9 Captacion celular y eficiencia de transfeccion.
Con el fin de analizar la captacion celular in vitro y la eficiencia de transfecciéon de los

CSNP, se llevaron a cabo experimentos de microscopia de fluorescencia y citometria de
flujo. Se utiliz6 un oligo de RNA marcado con FITC como carga para confirmar
efectivamente la internalizacion de particulas y la liberacion de carga dentro de los
citoplasmas celulares. Las CSNPs producidos a partir de C8Mb y C12Mc derivados de
guitosano se probaron como portadores de siRNA éptimos, mientras que las basados en
CM se usaron como referencia. La Figura 14 muestra la evolucion temporal de la
internalizacion de particulas dentro de las células HelLa. La captacion celular se
monitorizé a intervalos de 6, 12 y 24 h. La Figura 14 representa una acumulacion
progresiva de particulas y la posterior liberacion de siRNA como indica el aumento de la
fluorescencia en verde del oligo marcado durante la incubacion. Curiosamente, las CSNP
formulados con quitosano derivatizado dieron como resultado una acumulacion
progresiva del siRNA en células HelLa, donde el patron de fluorescencia se volvié rojo a
verde anaranjado en las imagenes combinadas. Sin embargo, las CSNP, que llevan
quitosano no modificado, mostraron una sefal fluorescente menos intensa, que podria
atribuirse a la menor cantidad de siRNA cargado en comparacion con aquellos con
quitosano modificado. Para las CSNPs elaboradas con C8Mb y C12Mc, la fluorescencia
fue bastante intensa después de 6 h de incubacién, de acuerdo con sus tasas de
liberacidn de carga ligeramente mayores en tiempos de incubacién cortos (consulte la
Figura 10). Sin embargo, la sefal de fluorescencia después de 12 h para C12Mc
disminuyo sorprendentemente mientras que a las 24 h se recuperd. Estos hallazgos
respaldarian nuestra hipétesis con respecto a la liberacion inicial de siRNA desde la capa
mas externa de las CSNPs C12Mc poco después de la incubacion, seguida por su lenta

difusion desde el nucleo de las nanoparticulas.
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Figura 12. Sobrevivencia celular relativa (A) en presencia de las CNP y CSNPs en células Hela después
de 24 h (a) y 48 h (b) de incubacion; y en células RAW 264.7 a las 24 h (c) y 48 h (d) de incubacion.

Finalmente, también se realiz6 un andlisis cuantitativo de la captacion de particulas y la
posterior transfeccion en términos del porcentaje de fluorescencia con FITC dentro de
las células HeLa por medio de citometria de flujo. La Figura 14b muestra que las células
transfectadas con CSNPs-CM mostraron una baja fluorescencia durante el periodo de
incubacion seleccionado. Esto podria deberse a los menores LC obtenidos, asi como a
las velocidades de liberacion mas lentas observadas para esta clase de nanoparticulas
en soluciones de pH 5.5-7.4. Ademas, las células transfectadas con CSNPs-C8Mb
mostraron una sefial de fluorescencia bastante similar, alrededor del 20%, que las
transfectadas con CSNPs-CM después de 24 h de incubacion; por el contrario, a las 48
h, el grado de transfeccion aument6 en gran medida hasta un 70%, siendo similar al de
Lipofectamine2000 utilizado como control positivo. Finalmente, las CSNPs-C12Mc logré
niveles comparables de transfeccion con el control a las 24 h, que disminuyo

sustancialmente después de 48 h de transfeccion.
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Figura 12. Tasas de supervivencia celular para CNPs [ad] y CSNPs [(ef)] en Cancer de cuello uterino

células HelLa [(a), (b), (c), (d)] y macrofagos [(c), (d), (g), (h)]. Los simbolos sélidos representaron 24 h de

supervivencia celular y los simbolos abiertos 48 h. Leyenda para las figuras (a), (c), (€) y (9): peso

molecular (M) Alto; (A ) Medio; (®) Bajo; (<€) 8Lby ('¥) 10Mb de nanoparticulas de quitosano. Leyenda

para las figuras (b), (d), (f), (h): (M) 8Ma; (®) 8Mb; (A) 8Mc; (V) 12Ma; () 12Mb y (») 12Mc de

nanoparticulas de quitosano.
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Este comportamiento puede ser consecuencia de una interaccion mas fuerte de este tipo
de NP con membranas celulares, lo que facilita una captacion celular de particulas mas
rapida, asi como una liberacion de carga ligeramente mas rapida en comparacion con
las basadas en C8Mb y no modificadas (ver Figura 10). De hecho, ya se ha sugerido que
las unidades laterales hidréfobas en nanotransportadores poliméricos pueden aumentar
la eficacia de la transfeccion mediante la modulacion de las interacciones de las
nanoparticulas con las células, lo que mejora su adsorcion en la superficie celular y su

posterior captacion [58,71,72].

Ademas, los segmentos hidrofobos en los nanotransportadores poliméricos pueden
ayudar en el desmontaje de las nanoparticulas de quitosano/ADN y quitosano/siRNA
para facilitar la liberacion del material genético que, de lo contrario, se uniria fuertemente
a través de interacciones ionicas al esqueleto polimérico. Por lo tanto, tales
caracteristicas favorables de las cadenas laterales hidrofobas, injertadas en quitosano,
pueden explicar las eficiencias de transfeccién prominentes obtenidas en el trabajo
actual, en comparacion con el biopolimero no modificado. En este sentido, Liu et al.
prepararon quitosanos alquilados y observaron que la eficacia de la transfeccion en una
linea celular C2C12 de raton (mioblasto muscular C3H) mejor6 al aumentar la longitud
de la cadena lateral sustituida hasta 8 carbonos, lo que concuerda con nuestros datos
[22]. Ademas, Chae et al. los quitosanos modificados con &cido desoxicolico sintetizados
como el componente principal de los nanotransportadores, para el suministro de ADN
del plasmido pEGFP-N1, lograron una eficiencia de transfeccion mas pronunciada en las
células HEK 293, que dependié del grado de sustitucion. Del mismo modo, Hu et al.
injerto de acido estearico (SA) en el esqueleto de quitosano para transfectar el pDNA
pPEGFP-C1 en células A549, obteniendo mayores eficiencias de transfeccién con una

mortalidad celular mucho menor [74].
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Figura 14. a) Imagenes de microscopia de fluorescencia de captacion celular y distribucién intracelular de
FITC-siRNA (canal verde) en células HeLa durante 6 h, 12 hy 24 h. La fluorescencia azul provino de los
nacleos celulares tefidos con DAPI, y la fluorescencia roja del citoplasma celular se tifi6 con BODIPY-
Faloidina. Las barras de escala son de 10 um. b) Eficacia de transfeccion de siRNA-FTIC en células HeLa
medida por citometria de flujo usando CM-, C8Mb- y C12Mc-CSNPs. Se usaron células HelLa no

transfectadas como control negativo, mientras que la transfeccion del siRNA con Lipofectamine2000 se

us6 como positiva.
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3.4.10 Eficiencia del silenciamiento del gen del siRNA.
Finalmente, para analizar la actividad silenciadora de los siRNA liberados a partir de las

nanoparticulas derivatizadas seleccionadas, monitoreamos la disminucion de la
intensidad de fluorescencia inducida por un siRNA especifico contra la expresion de GFP
en células HeLa modificadas utilizando las CSNPs fabricadas con CM, C8Mb y C12Mb
por medio de microscopia de fluorescencia y citometria de flujo. Se utilizaron células
HelLa estandar como control negativo, mientras que se usaron células HelLa-GFP no
transfectadas como positivas. El siRNA transfectado con Lipofectamine 2000 fue una

referencia secundaria positiva para comparacion.

Segun el andlisis cualitativo por microscopia de fluorescencia, representado en la Figura
15a, la fluorescencia intrinseca de las células se mantuvo casi después de la transfeccién
hasta 6 h, después de lo cual su intensidad disminuy6é gradualmente. No obstante, se
detectd una porcidn significativa de fluorescente a las 24 h de la post-transfeccion, que
podria asignarse a: i) la liberaciébn sostenida de moléculas de siRNA dentro del
citoplasma; y/o i) un tiempo insuficiente para lograr una inhibicion notable de la expresion
de proteinas. La inhibicion de GFP utilizando las CSNPs C8Mb y C12Mb parecia ser
bastante mas grande que la de las CM probablemente como consecuencia de i) una LC
mas baja, ii) una tasa de liberacion més lenta, y iii) una interacciébn mas fuerte de
quitosano-siRNA, que puede prevenir la disociacién de siRNA de las nanoparticulas
anteriores [72,75].

El andlisis cuantitativo de la eficacia de eliminacion de la expresion de la GFP se realizo
adicionalmente en la misma linea celular mediante citometria de flujo utilizando CSNP
con los quitosanos modificados y no modificados. Aqui, es necesario recordar que se
debe lograr un equilibrio adecuado entre la proteccion del siRNA vy la liberacion eficiente
del siRNA para obtener simultaneamente altos niveles de transfeccion y silenciamiento.
La Figura 15b muestra que las CSNPs C8Mb exhibi6 la mayor actividad de silenciamiento
génico, alrededor del 30% a las 24 y 48 h de incubacion y similar a la del control positivo
Lipofectamine2000. En contraste, las CSNP CM suprimieron la expresion de GFP en un
10-15%, lo que se puede racionalizar en base a sus valores de LC mas bajos,
velocidades de liberacion lentas e inestabilidad del suero, como se comento

anteriormente.

100



Sorprendentemente, también se observaron silenciamientos bajos bastante similares
(alrededor del 20%) para las CSNPs C12Mc a pesar de su mayor LC y mayor
internalizacion de nanoparticulas. Se podria argumentar que estas CSNPs podrian haber
sufrido una mayor degradacién del siRNA por las nucleasas, como lo confirmé la
electroforesis en gel (Figura 9d), probablemente debido a la presencia de moléculas de
siRNA en la capa mas externa de sus superficies, como se plante6 anteriormente como
hipotesis (ver esquema 2). En este sentido, también se observaron bajas actividades de
silenciamiento para las particulas preparadas por acomplejamiento simple de siRNA en
nanoparticulas de quitosano-TPP preformadas como consecuencia de la proteccion
ineficiente del material genético a la degradacion enzimatica [10,76]. Por lo tanto, a pesar
de la mayor transfeccion de las nanoparticulas de C12Mc que de las nanoparticulas de
C8Mb, después de 24 h (ver Figura 14), la posible escision del siRNA liberado de las

anteriores podria haber afectado su rendimiento de silenciamiento génico.
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Figura 15. a) Silenciamiento de genes observado por microscopia fluorescente en células HeLa-GFP
expuestas a nanoparticulas basadas en quitosano cargadas con un siRNA contra GFP. Se tomaron
imagenes a las 6, 12 y 24 h de incubacién. Se utilizaron quitosanos CM, C8Mb y C12Mc. Se mostraron
imagenes fusionadas. Las barras de escala son de 10 um. b) Intensidad de fluorescencia media de GFP
expresada en células HelLa después de 24 y 48 h de transfeccion con siRNA anti-GFP utilizando CM,

C8Mb, C12Mc-CSNPs y Lipoafectamine 2000.
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CONCLUSIONES

En resumen, este trabajo implicd la modificacion hidréfoba del quitosano, antes de su
uso en la produccion de nanoparticulas a través de la gelificacion ionotropica, para la
administracion del siRNA. Las modificaciones estructurales introducidas tuvieron un
impacto en la capacidad de carga de siRNA y los patrones de liberacion, asi como en su
eficacia de transfeccion y en la actividad de silenciamiento de genes. Esto se llevo a cabo
mediante el procedimiento de alquilacion, donde se injertaron cadenas laterales de 8, 10
y 12 carbonos en el esqueleto de quitosano, a diferentes grados de sustitucién (5, 10 y
50%). Los datos experimentales obtenidos indicaron que la longitud de la cadena lateral
jugo un papel clave en la determinacion de tamafos de particulas y cargas superficiales,
especialmente en altos grados de sustitucion a través del control de la naturaleza y el
alcance de las interacciones entre el sSiRNA 'y el esqueleto de quitosano modificado, como
se indica en los datos de ITC. Del mismo modo, la incorporacion del siRNA en las
nanoparticulas indujo cambios en sus cargas superficiales y tamafios, y haciendo las
nanoparticulas mas pequefias debido a la compactaciébn de los ndcleos de las
nanoparticulas. Ademas, se obtuvieron valores mejorados de EE y LC de siRNA para
nanoparticulas formuladas con los quitosanos modificados hidrofébicamente en
comparacién con sus homologos preparados con el quitosano no modificado. Ademas,
las imadgenes TEM permitieron ver las diversas morfologias de las nanoparticulas
producidas, donde, por ejemplo, las CSNPs C8M mostraban una superficie lisa, mientras
gue las CSNPs C12M mostraban una estructura similar a cabellos. Esto puede justificar
la alteracion en los perfiles de liberacion de siRNA entre las CSNP, con el quitosano

modificado hidrofébicamente y no modificado.

Con respecto a la estabilidad frente a las nucleasas, los quitosanos de mayor grado de
sustitucién y/o cadenas laterales mas largas (> 8 carbonos) proporcionaron una menor
proteccion al siRNA, supuestamente porque una parte de sus cadenas laterales se
desplazé a la superficie, y con algunas moléculas de siRNA expuestas hacia el exterior,
haciéndolo méas propenso a la degradacion enzimatica. No obstante, se requieren

analisis adicionales para establecer esta premisa.
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Por otro lado, las CSNPs modificados hidrofébicamente fueron, en general, no toxicas
para las células HeLa y RAW264.7, las primeras mostraron una respuesta dependiente
de la dosis. En relacién con esto, también se encontrd que la toxicidad y la absorcion
celular son dependientes de las células. Se observé que las eficiencias de internalizacion
celular y de transfeccidn son mayores para las CSNP modificados hidrofobicamente, con
eficiencias de eliminacion de GFP ligeramente mejores, por ejemplo, para las CSNPs
C8Mb en comparacion con el control Lipofectamine 2000. Esta observacion
probablemente se origind a partir de la arquitectura particular de este tipo de
nanoparticulas, donde el siRNA se encontraba fuertemente empaquetado en sus
nacleos. Sin embargo, en el caso de las CSNPs C12Mc, que tuvieron moléculas de
siRNA adsorbido en las superficies, probablemente por efectos hidrofébicos, impidieron
su proteccién contra la degradacién, como se corroboré por electroforesis en gel. Esta
fenomenologia sera abordada y estudiada con mayor profundidad en trabajos futuros

para elucidar por completo los mecanismos que promueven dichos comportamientos.
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INTRODUCCION

El sistema cardiovascular es responsable de la circulacion de la sangre por todo el cuerpo
para proporcionarle oxigeno y nutrientes, e incluye un complejo grupo de 6rganos (Fig.
1) y tejidos que, con el paso del tiempo, y con la intervencion de multiples variables
(fisicas, quimicas, medio ambientales, genéticas), puede llegar a desarrollar diversos
sindromes y enfermedades. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal
causa de muerte en el mundo (Fig. 2), alcanzando alrededor de 17,1 millones de vidas
al afio [3]. Las ECV son un grupo de trastornos del corazén y los vasos sanguineos que

incluyen:

e Enfermedad coronaria — complicaciones de los vasos sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco.

e Enfermedad cerebrovascular - complicaciones de los vasos sanguineos que
irrigan el cerebro.

e La enfermedad arterial periférica - complicaciones de los vasos sanguineos que
irrigan los brazos y las piernas.

e Cardiopatia reumética - dafio del musculo del corazén y de sus valvulas en casos
de fiebre reumatica causada por bacterias estreptococos.

e Cardiopatias congénitas — malformaciones de la estructura del corazén desde el
nacimiento.

e Trombosis venosa profunda y embolia pulmonar — formacion de coagulos de
sangre en las venas de las piernas, que se pueden desprender y desplazar al

corazon y los pulmones.
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Figura 1. Esquema representativo de la anatomia del corazén humano donde se muestran las principales
camaras, valvulas, venas y arterias del mismo.
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Figura 2. A) Datos estadisicos de las principales causas de muerte a nivel mundial donde se muestra que
las enfermedades no transmisibles son la mayor causa de muerte. B) Desglose de las principales
enfermedades no transmisibles y sus porcentajes.
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México sufre también los cambios epidemiolégicos actuales. Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son, en su conjunto, la primera causa de muerte en nuestro pais.
Entre ellas, la cardiopatia isquémica, que se manifiesta sobre todo por el infarto agudo
de miocardio, y cuyo impacto es mayor al de las enfermedades infecciosas y al cancer
[3], ocupa un lugar preponderante, y su prevalencia se extiende a todas las regiones y
estratos sociales de la poblacién mexicana. El infarto agudo de miocardio se define como
la muerte de un segmento mayor o menor del corazon, ocasionado por un desequilibrio
entre la demanda y el abastecimiento de oxigeno requerido por el masculo cardiaco

como consecuencia de una obstruccion transitoria o definitiva de las arterias coronarias.

El sindrome coronario agudo comprende un conjunto de entidades nosoldgicas que
representan distintos estadios de un proceso fisiopatoldégico Unico: la isquemia
miocardica aguda, derivada en general de la ateroesclerosis coronaria, y que se puede
complicar adicionalmente con fendmenos trombociticos. Por ejemplo, una placa de
ateroma, previamente formada en un vaso coronario, puede activar los procesos de
adhesién, activacion y agregacion plaquetaria, desencadenando la cascada de la
coagulacion y conducir a la formacién de un ateroma (Figura 3), que provocara la

obstruccion del flujo sanguineo en distintos grados [4, 5].

La ateroesclerosis humana es un proceso patolégico de origen multifactorial, con
participacion multisistémica y de extraordinaria complejidad, y que se comporta como un
desorden inflamatorio crénico que involucra al sistema vascular, inmunolégico, endocrino

y metabdlico que termina en manifestaciones locales y sistémicas.
En esencia, la ateroesclerosis se compone de dos fendmenos interrelacionados:

1.- Aterosis: acumulacion focal de lipidos intracelulares y extracelulares, formacion de
células espumosas y reaccion inflamatoria.

2.- Esclerosis: endurecimiento cicatrizal de la pared arterial, caracterizado por el aumento
del nimero de miocitos, distrofia de la matriz extracelular y, mas tardiamente,
calcificacion, necrobiosis y mayor infiltracion inflamatoria.
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Figura 3. Representacion de un ateroma.

En las primeras etapas de la aterosclerosis, se producen cambios considerables en la
estructura y en la bioguimica del endotelio, dando lugar al aumento de la permeabilidad
endotelial y al aumento del nivel de expresion de las moléculas de adhesion. Estos
cambios inducen la acumulacion de lipoproteinas de baja densidad y a la activacion de
los macrofagos, seguido por la infiltracion y adhesién de proteinasas extracelulares,
células apoptoticas y la produccién de radicales libres, que conducen a la formacion de
placas de aterosclerosis y que, posteriormente, pueden llevar a una trombosis y/o

isquemia [6].

Actualmente, la aterosclerosis se diagnostica en etapas avanzadas. El diagndstico se
puede realizar directamente midiendo el grado de estenosis, o indirectamente, mediante

la determinacion del efecto de la estenosis arterial en la perfusion de los 6rganos.

La combinacién de los factores antes mencionados, en su mayoria, pueden derivar en
un infarto de miocardio, y los mismos pueden ser tratados con la finalidad de mejorar la

calidad y expectativa de vida de los pacientes.

118



TRATAMIENTOS PARA INFARTOS DE MIOCARDIO
Al dia de hoy, las terapias que se implementan para tratar el infarto de miocardio

consisten en el restablecimiento de la perfusién sanguinea al tejido coronario que carece
de sangre oxigenada. Se reconocen dos tipos de tratamientos: la reperfusion

farmacoldgica y la reperfusidbn mecanica.

4.1.1 Reperfusion farmacolégica.
Consiste en la administracion de medicamentos tromboliticos y antitrombaticos, debido

a la participacion de la trombina y plaquetas. Los farmacos antitrombdticos contienen
heparina no fraccionada (HNF) o heparina de bajo peso molecular (HBPM, enoxaparina)

y compuestos antiplagquetarios, basicamente aspirina y clopidogrel [7].

Los medicamentos disponibles actualmente para la aterosclerosis estan disefiados para
aliviar la hipertension y la hiperlipidemia, o para controlar la hemostasis previniendo
complicaciones tromboticas. Sin embargo, no suprimen directamente los mecanismos

gue conducen a la progresion de procesos inflamatorios de la aterosclerosis [8].

4.1.2 Reperfusion mecanica.
Implica una intervencién quirargica, conocida como angioplastia primaria (ACTP-P). El

tratamiento consiste en introducir un catéter con un “balén inflable” (Stent) para dilatar la
arteria ocluida y, asi, restablecer el flujo sanguineo obstruido. Actualmente, la reperfusion
es, sin duda, el método estandar de eleccion. La tasa de éxito es elevada, la efectividad
de la reperfusion se puede evaluar y determinar en el mismo procedimiento, permite
conocer con exactitud la anatomia coronaria del paciente, el efecto es sostenido, y se
asocia con menor isquemia residual. Sin embargo, estos beneficios conllevan también
ciertas desventajas como una menor disponibilidad, es un método invasivo, y conlleva
un coste bastante mas elevado y la necesidad de personal médico y paramédico

altamente especializado [9].

Uno de los principales problemas en el tratamiento actual de las enfermedades
cardiovasculares es la incapacidad del miocardio de autoregenerarse, es decir, las

terapias actuales no son capaces de restaurar la funcién del corazén después de un
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infarto de miocardio. Por ello, con el paso del tiempo pueden sobrevenir complicaciones
y nuevos infartos que comprometen el funcionamiento del corazén y derivan en un fallo

sistémico y, posteriormente, la muerte.

A pesar de que los procedimientos médicos se han mejorado considerablemente en los
ultimos afios, sus resultados terapéuticos generales no son completamente satisfactorios
debido, principalmente, a que la intervencion médica se lleva a cabo cuando la
enfermedad ya esta avanzada, o incluso después de que se ha manifestado en eventos
cardiovasculares (tales como el infarto de miocardio o un ictus). Por lo tanto, existe la
necesidad de desarrollar procedimientos de diagnéstico sensibles y, preferentemente,
no invasivos que permitan la deteccion de estas enfermedades en su etapa temprana de
desarrollo, ademas de la busqueda de nuevos farmacos y métodos terapéuticos que

permitan su abordaje terapéutico [10].

APLICACION DE LA NANOTECNOLOGIA
El avance de la nanotecnologia aplicada ha impactado en diversas areas de la actividad

humana, incluyendo la medicina. La aplicacion de la nanotecnologia en la medicina dio
lugar a la aparicion de la denominada nanomedicina, que esta revolucionando los

campos del diagndstico y la terapia biomédicas.

La nanomedicina utiliza materiales y dispositivos de dimensiones nanométricas,
preparados mediante el control y manipulacion de los materiales a nivel molecular, dichos
materiales son denominados nanoperticulas. Las propiedades fisicas y quimicas de tales
nanoparticulas son muy diferentes de sus parientes macroscopicos, y se pueden ajustar

a necesidades especificas para un propdsito determinado [11].

Las nanoparticulas mas populares utilizadas en la nanomedicina tienen propiedades
electronicas, Opticas, magnéticas y bioldgicas ajustables. Las nanoparticulas pueden ser
fabricadas con diversas composiciones quimicas y caracteristicas encuanto a su tamafio
y forma. Pueden prepararse a partir de diversos materiales tales como metales, 6xidos
metalicos, silicio, polimeros naturales y sintéticos, materiales a base de carbono, lipidos

y/o biomoléculas (Figura 4). Las estructuras de las nanoparticulas pueden ser huecas,
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porosas o sdlidas y con diferentes morfologias tales como esferas, cilindros, tubos o

plaquetas [12].

En trabajos recientes [14-37] se han desarrollo nanoplataformas susceptibles de ser
empleadas potencialmente en ingenieria de tejidos basandose en dos factores clave: las

células y biomateriales para la regeneracion del miocardio infartado.
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Figura 4. Diferentes tipos de nanopatrticulas utilizadas en el tratamiento de enfermedades.

El objetivo de la nanotecnologia aplicada a la ingenieria de tejidos debe enfocarse en el
reclutamiento de células, la remodelacion celular y, finalmente, la regeneracion del tejido
afectado mediante la produccion de musculos de corazon biocompatibles con

propiedades morfolégicas, mecéanicas y funcionales comparables al miocardio innato.

En la actualidad, las estrategias experimentales desarrolladas para la regeneracion de
tejido cardiaco infartado estan asociadas a cubrir cinco grandes objetivos [13]:

1) Cardioproteccion.

2) Regulacion de la inflamacion.

3) Remodelacién de la matriz extracelular.
4) Angiogénesis.

5) Generacion de cardiomiocitos.

Para lograr tales objetivos, las estrategias de ingenieria de tejidos incluyen el desarrollo
de sustitutos de tejidos cardiovasculares funcionales, el trasplante de células asistido por

biomateriales para mejorar la retencion y la funcién celular, ademas de implementar
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estrategias acelulares para conferir soporte mecanico a la matriz extracelular para
reemplazar el masculo defectuoso del corazon, y la administracion de farmacos mediante
el uso de nanoplataformas de cara a mejorar la auto-reparacion y la induccion de

regeneracion tisular endégena.
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ANTECEDENTES

4.2.1 Enfoque con factores de crecimiento para enfermedades cardiovasculares.
Formiga y colaboradores demostraron la eficacia terapéutica de la administracion de

factores de crecimiento para promover la regeneracion del tejido cardiaco mediante el
uso de los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF1) y neuregulina (NRG1)
encapsulados en microparticulas de &cido polilactico-co-glicélico (PLGA).

Mediante esta metodologia se logré incrementar la funcidbn miocardica global del tejido
isquémico y tejido remodelado post-infarto, promoviendo la angiogénesis, arteriogénesis,
y la proliferacion de miocardicitos vy el reclutamiento de células madre de médula 6sea

para le regeneracion de lesiones de infarto de miocardio [14].

Por otra parte, Simon-Yarza y colaboradores lograron encapsular el factor de crecimiento
vasculo-endotelial (VEGF) en microparticulas de PLGA recubiertas con polietilén glicol
(PEG), provocando la reduccion de la fagocitosis de las particulas por parte de los
macrofagos, una de las principales barreras biolégicas a las que hay que hacer frente
cuando se administra por via intravenosa nanoparticulas, células madre y/o agentes

terapéuticos.

De acuerdo a los resultados presentados por estos investigadores, la funcionalizacion de
las particulas de PLGA con PEG incrementa la capacidad de encapsulacion, reduce el
tamafio de las particulas y su potencial z, caracteristica deseada para una mejor
interaccién entre las particulas y las células endoteliales. De igual manera, el proceso de
fabricacion y funcionalizacién de las particulas mantiene intacta la actividad terapéutica
del VEGF, permitiendo la angiogénesis y reduciendo la remodelacion ventricular, que
impide el correcto funcionamiento del tejido cardiaco [15].

En un estudio similar, Chang y colaboradores disefiaron un nanovector a base de PLGA
para la administracion del factor de crecimiento insulinico (IGF-1). La liberacion del
agente bioactivo desde el nanovector se mantuvo por un periodo prolongado, lo que es
crucial para regular la funcion del miocardio. Adicionalmente, el IGF-1 tiene la capacidad
de inducir la fosforilacion Atk, preservar la funcion de los cardiomiocitos, prevenir la

remodelacion ventricular, y reducir el tamafo del area de infarto [16].
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4.2.2 Enfoque con hidrogeles de alginato para enfermedades cardiovasculares.
Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del alginato, biomaterial extraido de las

algas marinas, permite su potencial uso en la ingenieria de tejido cardiaco para la
regeneracion de tejido dafiado. Las caracteristicas mas atractivas del alginato incluyen
su biocompatibilidad, las condiciones sencillas de gelificacion y la facilidad de generar
modificaciones quimicas para preparar derivados de alginato con propiedades

novedosas.

Los biomateriales a base de alginato ya han sido utilizados previamente para
aplicaciones biomédicas, tales como la entrega de células madre en tejidos, disefio de
soportes celulares, asi como también para la formacion de tejido cardiaco funcional y
disefio bio-inspirado de sistemas para la liberacién controlada de moléculas bioactivas.

Por ejemplo, Banquete y colaboradores desarrollaron microcapsulas de albumina y
alginato para la encapsulacion y liberacion controlada del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF-2) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La actividad de las
microcapsulas se determiné en un modelo de rata a las que se indujo un infarto de
miocardio, y a las que inmediatamente después de este se les administré una inyeccion
intramiocardica de las microcapsulas cargadas. Estos factores estimulan la angiogénesis
y la arteriogénesis, previniendo la hipertrofia y fibrosis cardiaca como se determiné por
inmunohistoquimica. Los resultados demostraron que la perfusion cardiaca mejoro,
disminuyendo la remodelacion cardiaca adversa, y restableciendo la funcién ventricular

izquierda después de 3 meses de la administracion del tratamiento [17].

El polimero de alginato no es biodegradable en los mamiferos [18]. Sin embargo, los
hidrogeles de alginato reticulados con calcio con el tiempo se erosionan facilmente
debido al intercambio de iones de calcio por iones de sodio en el medio fisioldgico, lo que
conduce a la disolucién de los hidrogeles de alginato [19]. Por lo tanto, para aplicaciones
terapéuticas de materiales compuestos por alginato, es importante considerar que el
tamafio del peso molecular del alginato a emplear sea inferior a 50 kDa, que corresponde

al umbral de tamafio para la depuracion renal eficiente.

Asi, Hao y colaboradores utilizaron hidrogeles de alginato parcialmente oxidado, con las

caracteristicas antes mencionadas, para la administracion secuencial del factor de
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crecimiento vasculo-endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF-BB) en el miocardio infartado. Los factores de crecimiento adsorbidos en la matriz
de alginato son liberados de manera secuencial gracias a las diferentes tasas de
degradacion de los alginatos parcialmente oxidados que constituyen el hidrogel.
Posteriormente, se indujo el infarto en ratas de laboratorio; y después de una semana,
se inyectaron los hidrogeles de alginato cargados con VEGF y PDGF-BB en el tejido
cardiaco a lo largo de la frontera del infarto. Cuatro semanas después de la inyeccion, la
liberacion de ambos factores de crecimiento condujo a una mayor formacion de los vasos

a-SMA-positivos (maduros) [20].

Por otra parte, Ruvinov y colaboradores desarrollaron una plataforma a base de alginatos
para la administracion de los factores de crecimiento IGF-1 (para favorecer la
supervivencia celular), SDF-1 (para promover la migracion celular), y el factor VEGF
(para promover la angiogénesis). Estos factores en conjuncion con células cardiacas se
emplearon para la fabricacion de parches pre-vascularizados e implantables en tejido
cicatrizal de ratones con infarto cardiaco. Cuatro semanas después de la implantacion,
los parches se encontraban completamente integrados en el tejido miocéardico del
huésped y mostraban cicatrices de menor tamafio que las observadas en ratones con
tejido miocardico sin tratar. Asi mismo, el tejido con los implantes de parches de alginato
mostraba una mayor amplitud de sefial eléctrica en el area de la cicatriz, en comparacién
con los tejidos infartados no tratados, lo que indicaba una mejor excitabilidad y/o
conectividad eléctrica entre el tejido cicatrizal y el miocardio sano. Adicionalmente, se
observd que los parches de alginato preservaban la funcion cardiaca y prevenian la

dilatacion ventricular y la remodelacion ventricular [22].

En una aproximacién con finalidades terapéuticas, Gomez-Mauricio y colaboradores
desarrollaron microcapsulas de alginato semipermeables cargadas con oxido de hierro
superparamagnético (SPION), que proporcionan una proteccion mecanica e
inmunoldgica a células madres derivadas de tejido adiposo (ASC’s), al mismo tiempo
gue mantiene el microambiente celular para que las células desarrollen su capacidad
terapéutica como son: i) el restablecimiento de la funcion cardiaca (atribuida a la

liberacion de factores paracrinos), ii) la mejora de la neovascularizacion, iii) el
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remodelado ventricular, y iv) la proliferacion celular. Adicionalmente, las SPIONs
permiten rastrear la migracién de las células inyectadas en experimentos in vivo
mediante imagenes de resonancia magnética nuclear (MRI). Después de 21 dias de la
inyeccidn de las cdpsulas magnéticas de alginato aun se podia observar la sefial de MRI
proveniente de las SPIONs, lo que demostraba una mejora en la captacion celular y la

retencion celular en el miocardio [23].

4.2.3 Enfoque con 6xidos de hierro superparamagnéticos para enfermedades
cardiovasculares.
Los agentes de contraste a base de O0xidos de hierro superparamagnéticos (SPIONS)

pueden proporcionar informacion importante para el diagnéstico y evaluacion de las

enfermedades inflamatorias cardiacas.

Shevtsov y colaboradores analizaron nanoparticulas conjugadas con proteina de choque
térmico recombinante de 70 kDa (Hsp70-SPION) para la deteccion del infarto agudo de
miocardio mediante resonancia magnética. Los experimentos celulares demostraron un
aumento de la captacion mediada de Hsp70-SPIONs por receptores de CD40 en
comparacién con SPIONs no conjugadas. Después de la induccién de un infarto agudo
en ratas, mediante ligadura de la arteria descendente anterior izquierda, las SPIONs no
conjugadas y conjugadas (Hsp70-SPION) se inyectaron por via intravenosa 4 dias
después. Los animales se sometieron a MRI secuencial, que mostro la presencia de las
nanoparticulas en la zona infartada. Los analisis de la biodistribucion de los conjugados
Hsp70-SPION se hicieron con el método a la respuesta magnética no lineal, que indico
la acumulacion preferencial de los mismos en el tejido del corazén, de acuerdo con los
analisis histologicos. Este estudio demostr6 que un infarto agudo puede ser

monitorizado, pues, por MRI usando conjugados de SPIONs funcionalizados-Hsp70 [24].

Por otra parte, se ha demostrado el potencial terapéutico de los trasplantes de células
madres embrionarias (ESC) en modelo animal con infarto de miocardio de forma
consistente. El desarrollo del marcaje con SPIONs y la imagen por MRI se han utilizado

cada vez mas para realizar un seguimiento de la migracion de las células trasplantadas
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in vivo. Sin embargo, el impacto del marcaje con SPIONs en el fenotipo celular y

capacidad de diferenciacion cardiaca de células madre embrionarias no esta claro.

Au y colaboradores demostraron que las células madre embrionarias marcadas con
SPIOns, en comparacion con sus homoélogos no marcados, tenian una capacidad
cardiogénica similar, mientras que el marcaje con SPIOns no afect6 a la regulacién de
los iones de calcio de los cardiomiocitos derivados de células madre embrionarias.
Ademas, el trasplante de células madre embrionarias marcadas con SPIOns a través de
su inyeccion directa en el tejido con infarto de miocardio result6 en una mejora

significativa en la funcion del tejido cardiaco.

Estos resultados demostraron, pues, la viabilidad de la monitorizacion utilizando el
etiquetado con SPIOnNs de células madre de embriones in vivo y la resonancia magnética
cardiaca, sin afectar el potencial de diferenciacion cardiacay las propiedades funcionales
de las células madre embrionarias con la finalidad de reparar el tejido miocardico dafiado
[25].

4.2.4 Direccionamiento de nanoparticulas mediante el uso de péptidos y
anticuerpos.
La modificacién de particulas de oxido de hierro con diversos ligandos moleculares

puede aumentar la especificidad y el potencial de diagndéstico de los conjugados de los
qgue forman parte. Diversos estudios han demostrado que la funcionalizacién de las
nanoparticulas con diferentes ligandos, incluyendo péptidos dirigidos hacia la molécula
adhesion vascular celular (VCAM), fragmentos del anticuerpo de selectina E humana, y
los anticuerpos monoclonales anti-P-selectina, por ejemplo, hacen mas eficiente la
deteccion de patologias cardiovasculares debido a la sobre expresién de la proteina
selectina en las células formadoras de la placa aterosclerotica [26)].

La direccion de farmacos a través del endotelio vascular mediante el uso de
nanoparticulas funcionalizadas con la molécula de adhesion intracelular (ICAM-1) es una
estrategia que se estd empleando actualmente para su acumulacion eficaz con fines

terapéuticos en tejidos inflamados, asi como agentes de contraste en la formacién de
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imagenes por resonancia magnética o imagenes de infrarrojo cercano tanto en cultivos

celulares como en modelos animales [27].

Asi, por ejemplo, Lee y colaboradores fabricaron nanoparticulas de acido hialurénico
como potenciales transportadores de agentes de contraste para MRI y agentes
terapéuticos para el tratamiento de la aterosclerosis. Los ensayos in vitro de captacion
celular revelaron que las nanoparticulas fueron adsorbidas de manera selectiva por las

células que sobreexpresaban receptores de estabilina 2 y CD44.

Cuando se utilizaron nanoparticulas marcadas con el fluoréforo Cy5.5 en ratones
deficientes en apolipoproteina E (ApoE) se observaron fuertes sefiales fluorescentes en
la lesion aterosclerética, lugar donde se sobreexpresan los marcadores de estabilina 2 y
CD44. Estos resultados confirman que las funcionalizaciones que pueden llevarse a cabo
en materiales nanoestructurados para un direccionamiento eficaz y altamente especifico

mediante el uso de receptores de membrana y anticuerpos [28].

4.2.5 Enfoque con nanoparticulas de polimeros cargadas con farmacos para
enfermedades cardiovasculares.
Actualmente, para el tratamiento farmacoldgico de enfermedades cardiovasculares se

distinguen dos grupos de farmacos: Los farmacos anti-tromboliticos, que son utilizados
para prevenir la formacion de coagulos o para disolver los ya existentes, y los farmacos
anti-proliferativos, que se usan para prevenir la migracion y proliferacion anémala de

células del musculo liso vascular.

Los farmacos anti-proliferativos han recibido una mayor atencién para su liberacién
controlada y localizada encontrandose, entre ellos, una variedad de agentes
antiinflamatorios (simvastatina, dexometasona) y anticancerigenos (zotarolimus,

paclitaxel, everolimus) [29].

Estudios recientes han analizado el papel de nanovehiculos poliméricos para mejorar el
efecto terapéutico de multiples farmacos en el tratamiento de la aterioesclerosis. Un
sistema prometedor es el NK911, que estd compuesto de copolimeros auto ensamblados
de polietilenglicol (PEG) y doxorubicina (DOX) conjugados con acido poliaspartico,

produciendo nanovehiculos que rondan los 40 nm de diametro. El sistema NK911 ha
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sido investigado para su uso como vector sanguineo con buenos resultados iniciales para

su acumulacion en tumores [29].

Ademas, las nanoparticulas NK911 se han propuesto como una alternativa en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, NK911 inhibio
efectivamente la proliferacion de células de musculo liso vascular y el estrechamiento
de los vasos sanguineos sin incrementar la apoptosis celular en un modelo murino con

lesion de balon [30].

El éxito del sistema NK911 se debe en gran medida por la acumulacion pasiva de las
nanoparticulas gracias al efecto del aumento de la permeabilidad y retencién mejorada
(EPR, de sus siglas en inglés). Resultados como estos resaltan pues el potencial de las
nanoparticulas poliméricas para direccionar de manera pasiva la liberacion de farmacos

a un area especifica dafiada por accidentes vasculares y ateroescleroticos.

Por otra parte, Chan y colaboradores conjugaron paclitaxel (PTX) con acido poli-lactico,
lipidos de membrana y poli-etilén glicol para formar nanoparticulas, que posteriormente
se funcionalizaron con un péptido de reconocimiento de células vasculares dafiadas.
Estis investigadores demostraron en un modelo murino que las nanoparticulas cargadas
con paclitaxel funcionaron mejor que la adminsitracion del paclitaxel libre, favoreciendo
una disminucién del estrechamiento de los vasos sanguineos incluso después de 2
semanas de su aplicacion, y mostrando un 50% de mejora comparado con el grupo
control [31].

En otro trabajo, Panyam y colaboradores analizaron la eficacia terapéutica del
encapsulamiento del farmaco dexametasona en nanoparticulas de PLGA. Este estudio
demostré que la encapsulacion de este farmaco mejora su disponibilidad en el interior de
las células en comparacién con la aplicaciéon del farmaco libre de manera directa. Asi
mismo, las nanoparticulas cargadas con el farmaco mostraron una mayor inhibicion de
la proliferacion celular y una reduccion de la migracion de células del musculo liso

vascular [32].
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4.2.6 Enfoque con nanoparticulas colectoras de lipoproteinas de baja densidad
para enfermedades cardiovasculares.
Es ampliamente reconocido que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las

lipoproteinas de alta densidad (HDL) son los principales vehiculos de transporte del
colesterol en el torrente sanguineo. Los altos niveles de LDL en la sangre son un
indicativo de la potencial formacion de placas de ateroesclerosis con el tiempo [33]. En
la mayoria de los pacientes que muestran signos de hipercolesterolemia existen
tratamientos que pueden regular los niveles de colesterol mediante la dieta o con la
administraion de farmacos antilipidémicos. Sin embargo, existen pacientes que
presentan resistencia a la terapia farmacoldgica o exhiben un componente genético que
provocan esos niveles altos de colesterol mas que una alimentacion inadecuada. En
estos casos, la aféresis, procedimiento mecéanico por el cual se separan los componentes
de la sangre, es la terapia mas frecuente para reducir la hiperlipidemia y los niveles altos
de LDL [34].

Con el desarrollo de nuevas técnicas de aféresis de LDL, resulta de vital importancia la
busqueda de nuevos materiales de purificacion de la sangre que posean propiedades
ajustables para el mejoramiento de la hemoperfusion. Asi, Nikitina y colaboradores
analizaron la utilizacibn de un sistema compuesto por micelas de fosfatidilcolina
polinsaturada y glicosidos derivados de la raiz del regaliz (Glycyrrhiza glabra) como
receptores del colesterol con la finalidad de reducir su captacion celular. Asi, estos
investigadores comprobaron que a una concentracion micelar de 100 ug/ml se reduce
completamente la acumulacion intracelular de colesterol en células cultivadas con suero

aterogénico [35].

Por otra parte, Li y colaboradores emplearon la afinidad de la heparina por las
lipoproteinas de baja densidad desarrollando un sistema de nanoparticulas magnéticas
recubiertas con quitosano y funcionalizadas con heparina para su aplicaciéon en el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Este sistema fue evaluado para separar las LDL del plasma sanguineo mediante el uso
de campos magnéticos para recuperar las nanoparticulas. Posteriormente, se separaron

las LDL de la heparina utilizando una disolucion 2.5 M de NaCl, permitiendo la
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reutillizacion de las nanoparticulas. Las nanoparticulas mostraron un porcentaje de
eliminacion del LDL entre el 60% y el 70% después de 8 ciclos de captura magnética y

posterior lavado [36].

Yu y colaboradores fabricaron esferas de polivinil alcohol funcionalizadas con ligandos
de colesterol, &cido sulfénico y dextrano como propuesta para unir las LDL y triglicéridos.
Estos autores observaron que la relacion de colesterol/acido sulfonico determina la
eficiencia de adsorcion y la selectividad hacia el LDL. Los resultados obtenidos mostraron
eficiencias de adsorcion en sangre del 68 % para el LDL y el 42.5% para los triglicéridos,
respectivamente, y solo del 10% para el HDL, lo cual es de gran importancia para su
posible aplicacién en terapias de aféresis [37].

4.2.7 Enfoque con nanoparticulas para diagnéstico e imagen médica.
Existe una necesidad de detectar lesiones en los vasos sanguineos, su estrechamiento

y/o la formacion de ateromas en una etapa temprana mediante la formacion de imagenes
de alta resolucion, y que ayuden en la aplicacion precisa y segura de los tratamientos
terapéuticos consiguientes. Asi mismo, el diagndstico y la imagen médica deben de ser
no invasivos y deben permitir la monitorizacion en tiempo real de la eficacia del

tratamiento para poder re-adaptarlo en caso de necesidad.

Comparados con los agentes de contraste de imagen actuales, los materiales de
contraste nanoestructurados conjugados a moléculas pequefias con propiedades de
contraste ofrecen una retencién prolongada en los tejidos y en la circulacién sanguinea,
ademas de ser facilmente modificables y funcionalizables para dirigirlos a sus sitios

especificos de accion [38].

Por ejemplo, Marrache y Dhar fabricaron nanoparticulas dirigidas a sitios apoptéticos,
utilizando puntos cuanticos como agentes de contraste y mimetizando lipoproteinas de
alta densidad. Las nanoparticulas se disefiaron de tal forma que presentaban un nucleo
biodegradable de PLGA, y recubiertas por oleato de colesterol y un fosfolipido, y se
funcionalzaron con cationes de trifenilfosfonio que direccionan la particula hacia las
membranas colapsadas de mitocondrias, fenbmeno asociado a la apoptosis celular.

Ademas, se incorporé a las nanoparticulas puntos cuanticos para imagen Optica. Los
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resultados de los estudios in vitro e in vivo indicaron el potencial de este tipo de
nanoparticulas para el diagnostico y el tratamiento temprano de ateromas mediante el

transporte inverso del colesterol [39].

Como parte de su trabajo, Park y colaboradores desarrollaron una nueva sonda para
bioimagen de lesiones aterosclerdticas mediante la conjugacién de nanoparticulas de
quitosano modificado hidrofébicamente con cadenas de glicol (HGC), a las que
conjugaron el péptido de direccionamiento de placa aterosclerética (AP-peptide), que se
una selectivamente a las lesiones derivadas de la aterosclerosis. Las nanoparticulas
fueron ademas marcadas con el fluoréforo de infrarrojo cercano Cy5.5 para su deteccion
posterior mediante tomografia oOptica de fluorescencia [40]. Los estudios in vitro
mostraron que las nanoparticulas de HGC-AP se unen de manera completamente
selectiva a las células endoteliales de aorta bovina (BAEC) activadas con el factor
apoptotico TNF-a, y en muchas mayor cantidad que a las células no activadas. Los
analisis mediante microscopia confocal demostraron que las nanoparticulas de HGC-AP
se localizaban en la membrana de las células inflamadas. Estos resultados se
corroboraron en un modelo animal de ratones LDLr *, concluyendo que las
nanoparticulas pueden ser utilizadas como sondas para la deteccion de lesiones

ateroscleroticas [40].

En otro trabajo, Hwang y colaboradores analizaron la capacidad de radionuclidos como
potenciales elementos para imagen y terapia angiogénica guiada para el tratamiento de
isquemia miocardica mediante el uso de la tomografia computarizada de emision de foton
unico empleando nanogeles de quitosano (de un tamafo entre los 100 y 150 nm de
didmetro) cargados con el factor de crecimiento VEGF y péptidos asociados a ese factor
disminuyen los defectos de perfusién sanguinea e incrementan la densidad vascular en

un modelo murino de isquemia miocardica [41].
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JUSTIFICACION
Las estrategias preventivas enfocadas al control de los factores de riesgo en

enfermedades cardiacas tales como el fumar, la tension arterial, los niveles de glucosa
o los de colesterol has demostrado tener cierto éxito; no obstante, todavia existen riesgos
subyacentes elevados, aunque los objetivos del tratamiento prescrito sean

completamente alcanzados.

A pesar de la identificacion de los procesos de eliminacion del colesterol, y de los
mecanismos inflamatorios y las cascadas de sefializacion subyacentes a los procesos
de progresion de la placa ateroesclerética y su desestabilizacién, la aplicacion de las
terapias de inhibicion sistémica tienen un potencial limitado debido a que sus dianas
moleculares juegan también un papel primordial en el sistema inmune del cuerpo

humano.

La identificacion de eventos ateroescleréticos tempranos, sitios de placa vulnerable junto
con el desarrollo de nuevas terapias localizadas y eficientes son desafios extraordinarios
en el tratamiento de la ateroesclerosis que deben de evitar la ocurrencia de eventos
clinicos agudos como el infarto de miocardio o el ictus. Por ello, las estrategias de
caracter local, restringidas y combinadas, basadas en la nanomedicina deben de permitir
la consecucion de nuevas plataformas con mejores resultados a nivel diagnostico y

terapéutico.

Por ello, en el presente proyecto se presente explorar el potencial terapéutico de

nanoparticulas hibridas a base de polimeros sintéticos y naturales

En particular, se disefiaran dos tipos de nanosistemas: i) El primero, formado por
nanoparticulas de acido polilactico-co-glicélico (PLGA), con tamafios entre 160-200 nm
encapsulando el farmaco atorvastatina y funcionalizadas con quitosano el cual se
acomplejara con un mIRNA biomimético antiinflamatorio (miR-124a, ([5'—37]
UAAGGCACGCGGUGAAUGCQ)). ii) El segundo de los sistemas se basara en la co-
incorporacion del farmaco atorvastatina en el interior de una nanoparticula formada por
el polimero PLGA y quitosano. La superficie de la misma se funcionalizard con un miRNA
biomimético antiinflamatorio (miR-124a, ([5°—3'] UAAGGCACGCGGUGAAUGCQ)) vy

ligandos que se sobreexpresan en las células endoteliales inflamadas del tejido arterial

133



esclerdtico (en particular, VCAM). El tamafio de la nanoplataforma hibrida no excedera

los 200 nm.

4.3 Comparado con las tecnologias existentes, el presente proyecto ofrece:
1. La versatilidad de los sistemas basados en nanoparticulas permite una modificacion a

la carta de sus propiedades fisico-quimicas para disefiar nanosistemas multifuncionales
con las propiedades deseadas (acomodacion de varios agentes terapéuticos, diversas

funcionalizaciones superficiales, etc.).

2. La aplicacion de la accién terapéutica combinada de caracter celular, genético y/o
guimico en un solo nanodispositivo para el tratamiento de la ateroesclerosis, no
desarrollada hasta el momento. Esta aproximacion esta basada en la naturaleza
compleja de la ateroesclerosis y apoyada en estudios preliminares in vitro e in vivo, donde
la combinacién de las terapias génicas basadas en miRNA (que permite “atacar’/alterar
varias rutas de accién en paralelo en contraste con los siRNA, que s6lo actdan contra un
gen/proteina especifico) junto con agentes quimioterapéuticos han mostrado una mayor

eficacia en el tratamiento del cancer.

3. La combinacién de materiales y nanosondas sensibles a estimulos permitira la
realizacion de experimentos pioneros en el campo de la bioimagen y terapias

combinadas en el tratamiento de la arterioesclerosis.
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MATERIALES Y METODOS
Acido Poli (D,L-lactico-co-glicolico) (PLGA) de peso molecular 35-45 kDa con una

proporcién de 50:50, Pluronic F127, se compraron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.
UU.). Se adquirié quitosano de bajo peso molecular (LMW-chitosan, MW = 111 kDa) de
Fluka (St. Louis, MO, EE. UU.). El suero fetal bovino (FBS) se adquirio de Fisher Scientific
(Pittsburgh, PA, EE. UU.). El reactivo antifade ProLong® Gold con DAPI y el medio de
cultivo DMEM, L-glutamina, penicilina/estreptomicina, piruvato de sodio y aminoacidos
no esenciales MEM (NEAA) se compraron de Invitrogen (Carlsbad, EE. UU.). Todos los
demas productos quimicos y disolventes fueron de grado reactivo (comprados en Sigma-
Aldrich).

4.4.1 Fabricacién de nanoparticulas de PLGA.
Las nanoparticulas de PLGA se sintetizaron mediante un proceso de nanoprecipitacion,

utilizando acetona como disolvente organico y Pluronic F127 como agente estabilizador.
Brevemente, en una preparacion tipica, se disolvieron 25 mg de PLGA en 2,5 ml de
acetona. Cuando correspondia, se afiadié una cantidad adecuada de Atorvastatina. Esta
solucion organica se afiadié gota a gota a 0.166 ml / min hasta 50 ml de F127 al 1% (p /
v) en agua a 10 ° C y agitacién moderada a 250 rpm. La emulsién se homogeneizé con
una punta de sonicacién a 100 W en un bafio de hielo durante 15 min. La acetona, la
atorvastatina no encapsulada y el exceso de estabilizador se eliminaron por agitacion
durante 4 hy la posterior centrifugacion dos veces a 9000 rpm durante 30 min. La
concentracion de atorvastatina en el sobrenadante se midio por HPLC utilizando una
curva de calibracion de farmaco obtenida previamente. El sedimento final se dispersoé en
25 ml de agua mediante agitacion en vortex durante 30 segundos y se filtr6 a través de
filtros de 0,45 um (Merck Millipore, EE. UU.).

El quitosano se acomplejo con las nanoparticulas de Atorvastatina@PLGA (Atv@PLGA)
mediante interacciones electrostaticas con quitosano de bajo peso molecular cargado
positivamente (LMW-chitosan). Primero, se mezclaron 5 mL de la suspensién de
nanoparticulas de Atv@PLGA con 0,25 mL de 1% (w) de LMW-chitosan previamente

disuelto en acido acético al 1% (v/v). Después de agitar durante 4 h, las nanoparticulas
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de Atv@PLGA se centrifugaron dos veces a 9000 rpm durante 30 minutos para eliminar
el quitosano libre y sin adsorber. Luego, la muestra se lavé por centrifugacion tres veces
a 9000 rpm durante 30 minutos a 20 °C. Posteriormente, se descarto el sobrenadante y
el sedimento con nanoparticulas Atv @ PLGA-Quitosano unidas electrostaticamente se

redisperso en 5 mL de agua.

4.4.2 Funcionalizacion de las nanoparticulas con anticuerpo VCAM.
Se incubd una cantidad determinada de anticuerpo con periodato de sodio (NalO4)

usando un exceso de NalO4 (1500 respecto del anticuerpo) en 1 mL de buffer fosfato de
sodio (Na-P) 10 mM pH 7 en un tubo eppendorf y se dejé incubar a 4 ° C durante 2 horas
protegido de la luz. Posteriormente se paso a través de una columna de intercambio PD-

10 (5000Da) con buffer Na-P pH8 10 mM para lavar el exceso del reactivo.

Se cuantifico la cantidad de anticuerpo después de recuperarse de la columna de
intercambio. La concentracion de anticuerpo se determiné mediante el ensayo de
Bradford.

Se incubaron 10 mg de nanoparticulas de PLGA@Quitosano aminados con 1 mL de
Anticuerpo 100 pg/ml en Na-P pH 8 10 mM durante 2 horas a 37 ° C. Luego se agregaron
375 unidades (respeto al anticuerpo) de NaCNBH3 en NaOH 0.1 M para reducir el enlace
covalente durante 30 minutos a 37 °C. Se lavd con 10 mM MES pH 6 y finalmente se
incubd con 1% de BSA.

CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS.

4.5.1 Medicién del tamafio de las nanoparticulas.
El tamafio promedio de las nanoparticulas obtenidas fue determinado por dispersion

dinAmica de luz usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las
nanoparticulas fueron suspendidas en agua y se midieron a 25°C. Se realizaron tres
mediciones independientes y los resultados se muestran como la media + desviacion
estandar. El radio hidrodinamico, Rn, se obtuvo para muestras diluidas a partir de
mediciones de DLS a un angulo de incidencia de 90 ° mediante el andlisis de los datos

de DLS utilizando el algoritmo CONTIN y aplicando la ecuacion de Stokes-Einstein:
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Ru = kT/6721nD
(1a)

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad de la solucion
y D el coeficiente de difusion de las particulas en solucion diluida. Las mediciones se
realizaron por triplicado con un tiempo de muestreo de 120 segundos cada una y se

promediaron.

4.5.2 Medicion de potencial zeta de las nanoparticulas.
El potencial zeta de las nanoparticulas preparadas fue determinado por velocimetria

Doppler usando un Nano ZS (Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Las hanoparticulas
fueron suspendidas en agua (pH=6) y las mediciones se llevaron a cabo a 25°C. Se
realizaron tres mediciones independientes y los resultados son mostrados como la media
+ desviacién estandar. El instrumento midio la movilidad electroforética de las particulas

y la convirtio al potencial Z utilizando la expresion clasica de Smoluchowski:

o= aC_
n
(1b)

donde a, & C y n denotan la movilidad electroforética, la permitividad del medio, el
potencial Z de las particulas y la viscosidad del disolvente, respectivamente. Las
nanoparticulas se suspendieron en agua (pH = 6) y en tampon de fosfato (pH =7,4) y se
introdujeron en una célula zeta desechable, transparente, capilar y plegada. Las medidas
se iniciaron después de alcanzar automaticamente el tiempo determinado por el software

para el equilibrado de las muestras.

4.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo.
Los espectros de infrarrojo de las nanoparticulas de PLGA y PLGA-quitosano fueron

obtenidos en un instrumento Perkin-Elmer® modelo Spectrum GX. Cada espectro es el
promedio de 16 medidas mediante la deteccion de la transmitancia en el rango de 400-

4,000 cm™ con una resolucién espectral de 4 cm™. Los espectros resultantes fueron
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analizados con el software Spectrum v.10. Las muestras de nanoparticulas se midieron

en pastillade KBr.

4.5.4 Imagenes de Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
Las imagenes de las nanoparticulas se obtuvieron con un microscopio electrénico de

transmision Phillips (CM-12, Phillips, Holanda) usando el modo campo claro (BF) con un
voltaje de aceleracion de 120 kV. Se depositaron 200 ul de la muestra con nanopatrticulas
en una rejilla Formvar® recubierta de cobre, se dej6 secar al aire y, posteriormente, se
agregaron 5 uL de acido fosfotangstico al 2% (w/v), se dejo secar al aire nuevamente, y

se procedi6 a la observacion de las rejillas.

4.5.5 Imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).
Se obtuvieron micrografias de las nanoparticulas de PLGA utilizando un microscopio

electronico de barrido FESEM (Ultra Plus, Zeiss, Alemania) en el modo de alto vacio (HV)
con un voltaje de aceleracion de 30 kV. Se depositaron 200 uL de muestra en un sustrato
de silicio utilizando la técnica de spin coating; posteriormente, se sec6 la muestra en una
estufa de vacio (VO 200, Memmert, Alemania) a 50 °C a una presion de 100 mbar por

espacio de una hora.

ENSAYOS CON CULTIVOS CELULARES.

4.6.1 Condiciones estandar de cultivo.
Se utilizaron las lineas celulares RAW 264.7. y HUVEC. Las células fueron mantenidas

en medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
fetal bovino al 10 % (v/v), 100 U/ml de penicilina, 200 pg/ml de estreptomicinay 2.5 ug/ml
de estreptomicina. Los cultivos celulares fueron incubados a 37°C, 5 % de CO2 y una
humedad del 90 %.

4.6.2 Ensayos de citotoxicidad.
El efecto citotoxico de las nanoparticulas de PLGA en sus distintas configuraciones fue

determinado por medio del test de supervivencia CCK8. Para ello, se inocularon 100 pl
de una suspension celular (10000 células/mL) en cada pozo de una placa de 96 pozos.
Después de 24 h de incubacion se agregaron 50 ul de una suspension de nanoparticulas
(suspendidas en agua desionizada). Las concentraciones resultantes de nanoparticulas
fueron desde 2-10'° NP/mL hasta 101! NP/mL. La citotoxicidad fue medida después de

24 y 48 h de incubacién agregando 10 pul del reactivo CCK8 (1 mg/mL) a cada pozo, las
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placas fueron incubadas por 1 h y transcurrido este tiempo la densidad 6ptica fue medida
a 450 nm. La viabilidad celular relativa fue determinada por la cantidad de CCK8
metabolizado a formazan y calculada como porcentaje de viabilidad comparada con el
control (solo agua desionizada). La viabilidad celular fue calculada de la siguiente

manera.

Absorbancia de la muestra

C.V (%) = 100

Absorbancia del blanco

(2)

donde, la absorbancia de la muestra es la absorbancia a 450 nm de las muestras con
nanoparticulas y absorbancia del blanco es la absorbancia a 450 nm de las células sin

nanoparticulas.

4.6.3 Analisis cuantitativo del miRNA.
Para determinar la eficiencia de encapsulaciéon (EE) y la capacidad de carga (LC) de las

nanoparticulas de PLGA-quitosano, estas fueron centrifugadas a 15000 rpm a 20 °C por
20 minutos. El contenido de siRNA en el sobrenadante fue medido por espectroscopia
UV-Vis y de fluorescencia. Previamente se cred una curva de calibracion con siRNA
disuelto en agua libre de RNAsas a 37 °C. Las graficas de UV-Vis fueron obtenidas a
260 nm substrayendo las potenciales contribuciones de los residuos de las proteinas a
280 nm. Las curvas estandar de fluorescencia fueron fijadas a una longitud de onda de
excitacion de 494 nm y recolectadas a una longitud de onda de emision de 519 nm. Los
espectros de UV-Vis fueron medidos con el espectrofotdmetro Cary Bio 100 UV-Vis
(Agilent Technologies, USA) mientras que el espectro de fluorescencia fue monitorizado
con un espectrofotometro Cary Eclipse (Agilent Technologies, USA). Cada muestra fue
medida por triplicado de 3 diferentes lotes y promediado. La EE y la LC fueron calculadas

mediante las siguientes expresiones:

Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante

x 100

E.E. (%)=

Cantidad total de siRNA agregado

©)
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Cantidad total de siRNA agregado—siRNA en sobrenadante

L.C. (%) = x 100

Cantidad total de siRNA agregado

(4)

4.6.4 Ensayos ELISA (ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas).
Se utilizo el kit ELISA de IL-6 de ratdn in vitro para la medicion cuantitativa de IL-6 en

células RAW 264.7 tratadas con LPS y nanoparticulas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA
con el objetivo de medir la capacidad de nuestro nanovector de silenciar el gen que
expresa la proteina IL-6. Se cultivaron en una placa de 96 pozos 10,000 células por pozo,
después de 24 horas un grupo células fueron tratadas con LPS y otras se dejaron sin
tratamiento alguno, transcurridas 24 horas, la mitad del grupo estimulado con LPS fue
tratado con nanoparticulas durante 48 y 72 horas. Al finalizar este lapso de tiempo se
colectaron los sobrenadantes y se procedi6é a realizar el ensayo ELISA siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los resultados se obtuvieron leyendo la placa de 96 pozos
en un lector de placas BioRad.

4.6.5 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Se utilizo el kit de ensayo de ROS celular (abcam pcl. UK). El kit de ensayo de especies

reactivas de oxigeno utiliza el reactivo de permeabilidad celular 2', 7'- di-acetato de di-
clorofluoresceina (DCFDA, también conocido como H2DCFDA), un tinte fluorogénico que
mide la actividad dentro de la célula de las especies de hidroxilo, peroxilo y otras especies
reactivas del oxigeno. Después de la difusion en la célula, el DCFDA se desacetila por
esterasas celulares a un compuesto no fluorescente, que luego se oxida por las ROS en
2', 7' —di-clorofluoresceina (DCF). El DCF es un compuesto altamente fluorescente que
se puede detectar por espectroscopia de fluorescencia con excitacion/emisién a 495 nm
y 529 nm respectivamente. Asi, se procedié a sembrar una placa de 96 pozos con 25,000
células por pozo. Después de 24 horas de incubacién un grupo de células fue tratado
con LPS y otras se dejaron sin tratamiento; transcurridas 24 horas, a la mitad del grupo
tratado con LPS se incub6 con nanoparticulas durante 24 horas. Al finalizar este periodo
de tratamiento se procedi6 a utilizar el kit siguiendo las indicaciones del fabricante. Los

resultados se mediante un lector de fluorescencia FLUOstar Omega (BMG Labtech).
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IMAGENES DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

4.7.1 Internalizacion de nanoparticulas con siRNA.
Como prueba de concepto se utilizé un siRNA no codificante marcado con una sonda

fluorescente para probar la capacidad de nuestros nanosistemas para internalizar
material genético en las células. Se cultivaron células RAW 264.7 en cristales de cultivo
recubiertos con poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 ml,
1x10° células por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. A
continuacion, se descart6 el medio de cultivo, se redispersaron 300 pl de nanoparticulas
PLGA-quitosano-siRNA en medio de cultivo celular con FBS al 10% (v/v) para obtener
una concentracion final de 2-10° NP/mL y se agregaron a cada pozo. Después de 6 h
de incubacidn, las células que contenian nanoparticulas y las células de control sin
tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7,4; a continuacion, se fijaron con
paraformaldehido al 4% (w/v) durante 10 min, se lavaron con PBS, se permeabilizaron
con 0,2% (w/v) de Triton X-100, y se tifieron finalmente con BODIPY- Phalloidin durante
30 minutos. Pasado este tiempo las células se lavaron tres veces con PBS, el cubre
objetos se montd en un portaobjetos de vidrio, se agreg6 una gota de resina de montaje
con DAPI, se coloco un cubreobjetos y se dejo curar la resina durante 24 horas a -20 °C
antes de observarlas al microscopio de epifluorescencia Leica DMI6000B con un sistema
modular Leica AF6000 y equipado con una cadmara DFC3665FX (Leica Microsystems
GmbH, Alemania).

4.7.2 Cambio de morfologia.
Se evalu6 el cambio en la morfologia de las células RAW 264.7 debido a la estimulacién

con LPSy el efecto de nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA
para revertir dicha estimulacion. Para ello, se cultivaron células RAW 264.7 en cristal de
cultivo recubierto con poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de placas de 6 pocillos
(3 ml, 1x10° células por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. A
continuacion, se descart6 el medio de cultivo, se redispersaron 300 ul de nanoparticulas
Atv@PLGA-quitosano-miRNA en medio de cultivo celular con FBS al 10% (v/v) para
obtener una concentracion final de 2-10'° NP/mL y se agregaron a cada pozo. Después
de 24 horas, un grupo células fueron tratadas con LPS y otras se dejaron sin tratamiento

alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del grupo tratado con LPS se le afiadieron las
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nanoparticulas y se inciubaron adicionalmente durante 72 horas. Después de pasado
ese periodo de tiempo, las células que contenian nanoparticulas y las células de control
sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su

observacion al microscopio de fluorescencia.

4.7.3 Internalizacion de Ox-LDL.
Se evalué el cambio en la internalizacion de la lipoproteina de baja densidad oxidada

(Ox-LDL) en las células RAW 264.7 en presencia de la estimulacion con LPS y
evaluandose el efecto inhibidor de la nanoplataforma Atv@PLGA-quitosano-miRNA para
disminuir la internalizacion debido a la estimulacion. Para ello, se cultivaron células RAW
264.7 en cristal de cultivo recubierto con poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de
placas de 6 pocillos (3 ml, 1x10° células por pocillo) durante 24 horas con medio DMEM
deficiente en FBS y en condiciones de cultivo estandar. Un grupo células fueron tratadas
con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del
grupo tratado con LPS se le administraron las nanoparticulas, y se incubraon durante 24
horas. Pasado este tiempo se retiré el medio de cultivo sin FBS y se sustituyé con medio
DMEM con 10% (v/v) de FBS, se utilizé la lipoproteina oxidada (Ox-LDL) acoplada a la
sonda fluorescente Dil (tinte catidnico lipofilico de indocarbocianina) y se incub6 por 4
horas siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de ese periodo de tiempo, las
células que contenian nanoparticulas, las células estimuladas con LPS y las células de
control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4. Después de pasado ese
periodo de tiempo, las células que contenian nanoparticulas y las células de control sin
tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su observacion

al microscopio de fluorescencia.

4.7.4 Expresion de los receptores VCAM e ICAM-1.
Se evalud el aumento en la expresion de los receptores transmembrana VCAM e ICAM-

1 de las células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) provocada por la
estimulacién con LPS y el impacto de nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-
quitosano-miRNA funcionalizadas con el anticuerpo Anti-VCAM para atenuar el efecto
de dicha estimulacion. Se cultivaron células HUVEC en cristal de cultivo recubierto con
poli-L-lisina (12x12 mm?) colocados dentro de placas de 6 pocillos (3 ml, 1x10° células

por pocillo) durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. Un grupo células fueron
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tratadas con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la
mitad del grupo tratado con LPS se le afiadié nanoparticulas y se incubaron durante 24
horas. Después de este tiempo se sustituyd el medio de cultivo con medio fresco; a
continuacion, se agregaron los anticuerpos anti-CD106-PE (anti-VCAM) y anti-CD54-
FITC (anti-ICAM-1) marcados cada uno con una sonda fluorescente de distinto color
(inmunomarcaje) siguiendo las instrucciones del fabricante para la observacion de las
muestras en el microscopio de fluorescencia. Se incubaron las células por 4 horas en
condiciones estandares de cultivo y en completa oscuridad. Después de ese periodo de
tiempo, las células que contenian nanoparticulas, las células estimuladas con LPS y las
células de control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 Después de
pasado ese periodo de tiempo, las células que contenian nanoparticulas y las células de
control sin tratamiento se lavaron tres veces con PBS pH 7.4 y se procesaron para su

observacion al microscopio de fluorescencia.

ENSAYO DE CITOMETRIA DE FLUJO

4.8.1 Captacion celular de Ox-LDL.
Se evalu6 el cambio en la internalizacién de la lipoproteina de baja densidad oxidada

(Ox-LDL) en las células RAW 264.7 y HUVEC debido a la estimulacién con LPS y al
efecto de la nanoplataforma Atv@PLGA-quitosano-miRNA para disminuir su
internalizacion debido a la estimulacion. Para ello, se cultivaron células RAW 264.7 en
placas de 6 pocillos (3 ml, 5x10° células por pocillo) con medio DMEM deficiente en FBS
durante 24 horas en condiciones de cultivo estandar. Un grupo células fueron tratadas
con LPS y otras se dejaron sin tratamiento alguno. Transcurridas 24 horas, a la mitad del
grupo tratado con LPS se le adminsitraron nanoparticulas y se incubaron 24 horas.
Pasado este tiempo se retird el medio de cultivo sin FBS y se sustituyé con medio DMEM
con 10% (v/v) de FBS, se afadi6 la lipoproteina oxidada (Ox-LDL) acoplada a la sonda
fluorescente Dil (tinte cationico lipofilico de indocarbocianina) a una concentracion de 10
ug/mL y se incubd durante 4 horas siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
macrofagos se lavaron con PBS tres veces para eliminar el exceso de lipoproteina, y se
digirieron con tripsina al 0,25% (v/v) durante 8 minutos. Pasado este tiempo, las células

se centrifugaron a 1200 rpm durante 4 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet
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se lavo con PBS tres veces para eliminar los restos de tripsina. Las células se
resuspendieron en 200 ml de PBS y,a continuacion, se midi6 la fluorescencia de las
células mediante citometria de flujo utilizando un equipo Guava easyCyte (Millipore,
USA), y los resultados fueron analizados mediante el software del equipo.
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RESULTADOS

4.9.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de PLGA.
El tamafio promedio de las nanoparticulas de PLGA en sus distintas configuraciones

suspendidas en agua desionizada se muestra de manera resumida en la Tabla 1.

También se muestran algunas graficas representativas de las distribuciones de tamafio

de las mismas (Figuras 6,7 y 8).

Tabla 1. Tamafio promedio de las nanoparticulas de PLGA suspendidas en agua desionizada. Promedio

de multiples mediciones independientes.

Nanoparticulas Tamafio (nm) PDI
PLGA 164 +7 011
PLGA@quitosano 194 +9 0.18
Atv@PLGA-quitosano-miRNA 209 +9 0.19

Z-Average (d.nm): 163.9
Pdl: 0.117
Intercept: 0.961

Result quality : Good

Size (d.nm):
Peak 1: 183.1 100.0
Peak 2: 0.000 0.0
Peak 3: 0.000 0.0

% Intensity:

St Dev (d.n...
65.03
0.000
0.000

Intensity (Percent)
[==]

Size Distribution by Intensity

1000
Size (d nm)

Record 16: PLGAAT. 1]

Figura 6. Gréfica de la distribucion de tamafio de nanoparticulas de PLGA.
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194.4
0.181

0.943

Good

Size (d.nm):

% Intensity:

St Dev (d.n...

Peak 1: 203.6 98.0 65.31
Peak 2: 5066 2.0 569.7
Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Size Distribution by Intensity

Z-Average (d.nm):
PdI:
Intercept:
Result quality :
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Record 55: PLGA-RB@Ch 500 uL 2|

Figura 7. Gréfica de la distribucién de tamafo de nanoparticulas de PLGA-quitosano.

Size (d.nm): % Intensity:

St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 208.8 Peak 1: 201.0 100.0 51.37
Pdl: 0.198 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.935 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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Figura 8. Gréfica de la distribucion de tamafio de nanoparticulas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA.
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4.9.2 Potencial zeta.
Los resultados del potencial zeta son los mostrados en la Tabla 2. Se observa que el

potencial zeta de las nanoparticulas de PLGA se invierte cuando se afiade el quitosano

debido a la presencia de los grupos NH2z en su estructura molecular, lo que confirma su

recubrimiento satisfactorio y tiene una ligera disminucion al funcionalizar las

nanoparticulas con el miRNA.

Tabla 2. Potencial zeta promedio de las nanoparticulas de PLGA suspendidas en agua desionizada.
Promedio de multiples mediciones independientes.

Nanopatrticulas

Potencial Zeta (mV)

PLGA -26.50 + 6.60
PLGA@Quitosano 18.80 £4.10
Atv@PLGA-Quitosano-miRNA 14.20 £ 6.44

También se muestran algunas graficas representativas de los potenciales zeta de las
nanoparticulas obtenidas (Figuras 9,10y 11).

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -27.5 Peak 1: -27.5 100.0 6.60
Zeta Deviation (mV): 6.60 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/icm): 0.0104 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
DEOQQ0T e
200000
(=]
O
I B
50000
0

-100

0 100 200
Apparent Zeta Potential (mVv)

Figura 9. Gréfica de potencial zeta de las nanoparticulas de PLGA.
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Zeta Potential (mV):
Zeta Deviation (mV): 4.10

Conductivity (mS/cm): 0.00704

Result quality :

19.8

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Peak1: 19.8 100.0 4.10
Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Peak 3: 0.00 0.0 0.00

Total Counts

QOO0 T e re e e e

300000

D000+ v reeer e

100000

Zeta Potential Distribution

-100

0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Figura 10. Gréfica de potencial zeta de las nanoparticulas de PLGA-quitosano.

Zeta Potential (mV):

15.2
Zeta Deviation (mV): 6.44
Conductivity (mS/cm): 0.00397
Result quality :

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Peak1: 15.2 100.0 6.44
Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Peak 3: 0.00 0.0 0.00

Total Counts

Figura 11. Gréfica de potencial zeta de las nanoparticulas de Atv@PLGA-quitosano-VCAM.

150000

100000

Zeta Potential Distribution

-100

0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)
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4.9.3 Imagenes de microscopia electronica de transmision.
En la figura 12 se muestran las micrografias TEM de las nanoparticulas de PLGA

“‘desnudas” y recubiertas con quitosano. Estas muestran una morfologia cuasi-esférica y
un tamafio algo inferior al observado mediante las medidas de DLS, como consecuencia
del proceso de secado implictio en la metodlogi experimental de TEM, que provoca una
contraccicon de las cadenas poliméricas que formas las NPs, por tanto, disminuyendo

ligeramente su tamafio.

163.06nm

195.83nm

50 nm 50 nm

Figura 12. Imagenes de microscopia electrénica de transmision de nanoparticulas de PLGA (Izquierda) y

de PLGA recubiertas de quitosano (Derecha).

4.9.4 Imagenes de microscopia electrénica de barrido.
En las figuras 15, 16 y 17 se muestran las micrografias de las nanoparticulas de PLGA,

para las distintas configuraciones. Al igual que suce de en TEM, las nanoparticulas
poliméricas muestran una morfologia cuasi-esférica con un rango de tamafios muy
similar al determinado previamente mediante las demas tecnicas experimentales, asi

como una superficie regular sin protuberancias.
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i 200 nm EHT = 3.00 kY al A = InLens Brightness = 50.4 % EHT = 300KV Signal A = InLens Brightness = 48.56 %
— WD= 2.0 mm Mag = 100.00 K X Contrast= 27.3 % — WD = 32mm Mag = 100.00 KX Contrast= 27.1 %

200 nm EHT = 3.00 kv Signal A = InLens Brightness = 504 % {
— WD = 2.0mm Mag = 100,00 K X Contrast = 27.3 %

Figura 13. Imagenes de microscopia electronica de barrido de a) nanoparticulas de PLGA, b)

nanoparticulas de PLGA@quitosano y c) nanoparticulas de Atv@PLGA-quitosano.

4.9.5 Espectros de FTIR.
Los espectros FTIR se utilizaron para comprobar la exitosa funcionalziacién de la

superficie de las NPs de PLGA con las cadenas de quitosano. En el espectro FTIR los
picos asignados al estiramiento de -OH se observaron a 3400 cm™. Los picos
correspondientes a los enlaces de —CH-, —-CHz y —CHs se encontraron en el rango de
2897-2986 cm™ [42]. Es importante destacar que las vibraciones de amida | y Il se
observaron a 1667 cm™ y 1600 cm™, respectivamente. Los enlaces entre 916 cm™ y
1187 cm™ se asignaron a la vibracién de estiramiento N—-H. En el espectro FTIR de las
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nanoparticulas de PLGA, los enlaces que se atribuyen a las vibraciones de estiramiento
de carbonilo (-C=0) y C-O-C se observaron a 1713 cm y 1094 cm?, respectivamente
[43].

Por el contrario, el espectro de las nanoparticulas de PLGA-quitosano en ausencia del
farmaco (Fig. 14) mostré todas las bandas caracteristicas correspondientes a las
cadenas de quitosano y PLGA: estiramiento —OH (3400 cm™), estiramientos —~CH, —CH:
y —CHz (2773-2995 cm™), vibracién de estiramiento del grupo carbonilo -C=0 (1708 cm"

1), vibracién de la banda amida Il (1531 cm™), y estiramiento del grupo C-O-C (1094 cm-

b. 1.1

1.0
| W /
2
o 08
O
c
_.g 07 Estiramiento N-H
= 7k
W
s
— 06
= Estiramiento C=0
Doblamiento N-H
05
| —— PLGA
0.4 L—— PLGA+CH
1 L 1 R ] L 1 \ 1 \ 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (Cm™)

Figura 14. Espectro de FTIR de las nanoparticulas de PLGA y PLGA-quitosano en el que se confirma la

funcionalizacion de las nanopatrticulas.

ENSAYOS CON CULTIVOS CELULARES.

4.10.1 Ensayos de citotoxicidad.
Se evalud la viabilidad celular de la plataforma Atv@PLGA-quitosano utilizando distintas

concentraciones de nanoparticulas desde 2-10%° NP/mL hasta 10! NP/mL, mediante el
estudio de viabilidad celular CCK8 a 24 y 48 horas de incubacion. Como se puede

observar en la Figura 15 no se encontré que las particulas de Atv@PLGA-quitosano
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resultaran toxicas para las células RAW 264.7. para que un compuesto o molécula se
considere toxico debe exhibir una mortalidad celular en las placas de cultivo superior al
25% (FDA, 2015).

Ademés, se analiz6 la viabilidad de los macréfagos tras su estimulaciébn con
lipopolisacéaridos de la bacteria Escherichia coli (LPS) para provocar una reaccion de
inflamacion en estas células RAW 264.7. Para ello, se realizd un barrido de
concentraciones desde 10 ng/mL hasta los 100 ng/mL, observandose un aumento en la
viabilidad de las células a medida que aumentaba la concentracion de LPS (Figura 15).

Control 220 Control
L PLGA20 200 [L_]LPS10
160 PLGA40 180 [ LPS20
1 PLGA8O 1[I LPS50
& 1401 [ PLGA100 & 1607 [N LPS100
@ 120 © 1404
2 = € 120
§ 100+ = - 2 1
1 -
g 80 4 % o 1
s S 80
@ 60 2 1
60 +
40 .
20 20 ]
0 ' 0
24 24
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 15. a) Efecto citotdxico en células RAW 264.7 de las nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano en el
rango de concentraciones comprendido entre 2-10%° - 10 NP/mL durante 24 h de incubacién. b) Efecto
citotoxico en células RAW 264.7 del lipopolisacarido de Escherichia coli en el rango de concentraciones
comprendido entre 10 ng/mL hasta 100 ng/mL.

Se evalud la viabilidad de las nanoparticulas de PLGA en sus diferentes configuraciones
utilizando una concentracién 2-10%° NP/mL para elucidar un posible efecto efecto toxico
del recubrmimiento con quitosano y el acomplejamiento con el miRNA. Como se puede
observar en la Figura 16, la funcionalizacidén no le confiere a las nanoparticulas un efecto
toxico que pueda afectar a la viabilidad de las células RAW. 264.7
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Figura 16. Efecto citotdxico en células RAW 264.7 de las nanoparticulas de PLGA, PLGA-quitosano,
Atv@PLGA-quitosano y Atv@PLGA-quitosano-siRNA.

Sin embargo, para el barrido de concentracones de nanoaprticulas se puede observar
un aumento en la viabilidad de las células RAW 264.7, dicho aumento se debe a la
naturaleza de las células, ya que al ser macréfagos proliferan en presencia de
biomoléculas o agentes xenobidticos como método de defensa para el reconocimiento,
marcaje y posterior eliminacion de los mismos [44].

En resumen, hemos utilizado esta linea celular como modelo de inflamacién y de
formacién de células espumosas de etapa temprana en la formacion de placa
aterosclerotica. Realizando los ensayos de viabilidad y estableciendo los parametros
para futuros ensayos decidimos utilizar la concentracion de 2-101°NP/mL de Atv@PLGA-
guitosano y 100 ng/mL de LPS.
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4.10.2 Ensayos ELISA.
La interleucina 6 (IL-6) es una proteina multifuncional de 26 kD descubierta originalmente

en el medio de las células fibroblastoides estimuladas con ARN. La IL-6 est4
directamente involucrada en las respuestas que ocurren después de la infeccion y la
lesion celular, y es producida por fibroblastos, células T activadas, monocitos o
macrofagos activados y células endoteliales. Ademas, junto con la IL-1 y el TNF-a son
las encargadas de regular generalmente la respuesta inflamatoria en fase aguda [45].
La IL-6 actia sobre una variedad de células que incluyen células progenitoras mieloides,
células T, células B y hepatocitos. Ademas, la IL-6 parece interactuar con la IL-2 en la
proliferacion de linfocitos T [46], y potencia el efecto proliferativo de la IL-3 sobre los
progenitores hematopoyéticos multipotenciales. Ademas, esta citoquina desempefa un
papel critico en la diferenciacion de las células B a células plasmaticas, es un factor de
crecimiento potente para el plasmacitoma y el mieloma, y un suplemento de cultivo muy
Gtil para la generacion de un gran numero de hibridomas productores de anticuerpos.
Producida principalmente en sitios de inflamacion aguda y crénica, la IL-6 se secreta en
el suero e induce una respuesta inflamatoria transcripcional a través del receptor de
interleucina 6 alfa [47]. El funcionamiento de la IL-6 esta implicado en una amplia
variedad de estados de enfermedad asociados con la inflamacion, incluida la diabetes
mellitus, la artritis reumatoide juvenil sistémica, asi como en diversas enfermedades
cerebrovasculares y cardiovasculares [45-47].

Asi, en este trabajo procedimos, pues, a evaluar el potencial de nuestra nanoplataforma
Atv@PLGA-quitosano-miRNA para silenciar el ARN mensajero que codifica la IL-6 en
macrofagos de ratdn utilizando, para ello, la linea celular RAW.264.7. Se utilizé un kit de
inmunoensayo ELISA para medir la concentracion de IL-6 en medio de cultivo celular
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ello, un grupo de células fue tratado
previamente con LPS para promover la activacion de la IL-6. De igual manera, otro grupo
de células previamente tratadas con LPS fueron tratadas con nuestra plataforma para
comprobar el efecto de inhibicion del miRNA y la disminucién de la concentracion de IL-
6 en el medio de cultivo. Se evalud, asi, la eficacia de 3 concentraciones distintas de
mMiRNA (10, 50 y 100 pmoles/mL). Todos los experimentos fueron llevados a cabo por
triplicado en las mismas condiciones de cultivo después de 24 y 48 horas de incubacion,
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y se usoO un grupo de células sin estimulacion como control negativo. La medida del
inmunoensayo se llevo a cabo al momento.

Asi, se observo que a las 24 post-estimulacion con LPS, las células tuvieron 12.61 pg/mL
de IL-6, el doble de concentracion con respecto a las células control, las cuales arrojaron
una lectura de 6.27 pg/mL. Las células que fueron tratadas con las distintas
concentraciones de miRNA, 10, 50 y 100 pmoles/mL mostraron una disminucion en la
concentracion de IL-6 en el medio celular a 10.08, 9.72 y 7.36 pg/mL respectivamente.
Se realiz6 también una medicién a las 48 horas posteriores a la estimulacién con LPS,
encontrando un aumento considerable en las células tratadas con LPS con respecto al
control, llegando a aumentar 5 veces el nivel de las células control, 5.18 pg/ml para las
células control y 26.12 para las células tratadas con LPS. En el caso de las células
tratadas con distintas concentraciones de miRNA, nuevamente la concentracion de IL-6
tiende a disminuir conforme aumenta la concentracion de miRNA como se muestra en la
Tabla 3. La tendencia se hace evidente al comparar graficamente las concentraciones
para ambos tiempos, 24 y 48 horas (Fig. 16). Este efecto es esperado y deseado a la
hora de utilizar nuestras nanoparticulas como un vehiculo de transporte del material
genético de interferencia para inhibir la expresion de la IL-6, una de las principales
sefales de inflamacion celular, que desencadena una serie de reacciones metabdlicas
al interior de las células, que pueden derivar en un dafio celular y la formacion de células

‘espumosas” durante la formacién de la placa aterosclerética [48].

Tabla 3. Concentracién de IL-6 medida mediante ELISA en medio celular de las nanoparticulas de PLGA
con distintas concentraciones de miRNA. Promedio de multiples mediciones independientes.

Control LPS PLGA10 PLGA50 PLGA100
24 horas | 6.27 £0.709 | 12.61 +1.539 | 10.08 £ 1.069 | 9.72+0.731 | 7.36 + 1.026
48 horas | 5.18 +1.215 | 26.12+1.301 | 20.85+1.013 | 17.1+1.818 | 10.08 + 1.161
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Figura 17. Determinacioén de las concentraciones de IL-6 en medio celular medida mediante ensayo ELISA
tras 24 y 48 horas de incubacion en presencia de las nanoparticulas de PLGA con distintas
concentraciones de miRNA. Los datos son el promedio de tres medidas independientes.

4.10.3 Determinacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Un radical libre se define como una molécula reactiva con uno o mas electrones no

apareados que podrian existir independientemente. Especies reactivas de oxigeno
(ROS) es un término colectivo que incluye radicales de oxigeno, como los radicales
hidroxilo (HO), peroxilo (ROO) y superoéxido (O2), y agentes oxidantes no radicales, como
el peroxido de hidrogeno (H202) [49]. Durante el proceso del metabolismo humano se
pueden formar ROS. Cuando estan presentes en exceso, las ROS pueden causar el
dafo oxidativo de biomacromoléculas como los lipidos, las proteinas y el ADN, lo que
puede llevar al desarrollo de varias patologias como las enfermedades cardiovasculares,

el cancer y el envejecimiento [50].
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La inflamacién, como respuesta a una lesion o infeccidn tisular, es vital para el cuerpo
cuando se enfrenta a microbios invasores, xenobiéticos o enfermedades. La respuesta
inflamatoria esté regulada principalmente por las citoquinas, los eicosanoides y el 6xido
nitrico (NO) liberados por las células lesionadas o infectadas, y desempefia un papel
importante en la progresion de la inflamacion.

La aterosclerosis es el resultado de una respuesta inflamatoria iniciada por la retencion
intracelular de lipoproteinas que contienen apolipoproteina B, ricas en colesterol, en
areas susceptibles de la vasculatura arterial [51]. Las lipoproteinas que estan
secuestradas en la pared arterial son susceptibles a diversas modificaciones (como la
oxidacion, la escision enzimatica y no enzimatica y la agregacion), que hacen que estas
particulas sean proinflamatorias y que induzcan la activacion del endotelio suprayacente.
La respuesta inmune resultante estd mediada por el reclutamiento de células derivadas
de monocitos en el espacio subendotelial, donde estas células se diferencian en
fagocitos mononucleares que ingieren las lipoproteinas normales y modificadas
acumuladas, que las transforman en células de espuma cargadas de colesterol.

Las células espumosas, tipicamente clasificadas como un tipo de macrofago, persisten
en las placas, lo que promueve la progresion de la enfermedad. Aunque el aclaramiento
de las lipoproteinas por los macrofagos es probable que sea beneficioso al comienzo de
esta respuesta inmunitaria, hay poca retroalimentacion negativa después de la captacion
y, por lo tanto, estas células se llenan de lipidos. La desregulacion resultante del
metabolismo de los lipidos altera el fenotipo de los macréfagos y compromete funciones
inmunitarias cruciales.

En particular, los macréfagos que se acumulan en las placas ateroscleroticas parecen
tener una capacidad disminuida para migrar, lo que contribuye a su incapacidad para
resolver la inflamacion y a la potenciacién de la progresion de estas lesiones a placas
complejas mas avanzadas en las que participan otros subconjuntos de células
inmunitarias y células vasculares del musculo liso en el proceso inflamatorio [52]. En
estas placas avanzadas, los macréfagos contintan siendo los principales contribuyentes
a la respuesta inflamatoria a través de la secrecion por su parte de mediadores pro-

inflamatorios (incluidas las quimiocinas, citoquinas y especies reactivas de oxigeno y
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nitrogeno) [53] y proteasas degradadoras de la matriz, hasta su muerte final por necrosis
0 apoptosis.

Los macrofagos moribundos liberan sus contenidos lipidicos y factores tisulares, lo que
conduce a la formacion de un nucleo necrdético pro-trombatico. Este nucleo necroético es
un componente clave de las placas inestables, y contribuye a su ruptura y al coagulo de
sangre intravascular resultante que subyace al infarto de miocardio y al derrame cerebral.
Dado que los macrofagos de la placa son cruciales en la aterogénesis, los principales
mecanismos relacionados con la actividad de los macrofagos, incluyendo la inflamacion,
el estrés oxidativo, el metabolismo de los lipidos y la proliferacion, se consideran posibles
dianas terapéuticas [54]. Es, por ello, que la produccién de ROS juega un papel
determinante en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares.

En la actualidad, se utilizan una amplia gama de farmacos para reducir la formacion de
la placa ateroscleradtica, entre los principales farmacos estan las estatinas, utilizadas para
la reduccion del colesterol sanguineo inhibiendo la enzima HMG-CoA reductasa, que
controla la velocidad de la via del mevalonato, encargada de la produccién de colesterol.
Se ha logrado encapsular estatinas [55] para su liberacion controlada y aumentar su
efecto preventivo en la formacion de la ateroesclerosis, mediante el mecanismo arriba
mencionado. Asi mismo, se ha comprobado el efecto de las estatinas en la disminucion
de la produccion de las especies reactivas de oxigeno [55]. Por lo tanto, realizamos una
serie de ensayos in vitro para evaluar el efecto de nuestra nanoplataforma en la
produccion de ROS en macréfagos.

Se procedi6 a medir la produccion de ROS después de 24 horas mediante el kit DCFDA
en un grupo células sin ninguna modificacion que actuaron como control negativo (-), un
grupo de células estimuladas con el reactivo incluido en el kit, las cuales actuaron como
control positivo (+), un grupo de células tratadas con LPS a 100 ng/mL y otro a 500
ng/mL, tres grupos de células estimuladas con 100 ng/mL de LPS y a las que se le
agregaron distintas concentraciones de nanoparticulas de PLGA, correspondientes a
1-10%°, 2.10%% y 4.10'° NP/mL se dejaron sin tratamiento alguno, transcurridas 24 horas,
la mitad del grupo tratado con LPS fue tratado con nanoparticulas durante 24 horas. Al
finalizar este periodo de tratamiento se procedio a utilizar el kit siguiendo las indicaciones
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del fabricante. Los resultados se obtuvieron al leer la placa de 96 pozos en un lector de
fluorescencia FLUOstar Omega (BMG Labtech).

Como se muestra en la figura 18, la produccion de ROS aumenté en las células RAW
264.7 estimuladas por LPS, mientras que con el tratamiento de las nanoparticulas
Atv@PLGA-Quitosano-miRNA, la sobreproduccion de las especies reactivas de oxigeno

se suprimio significativamente de una manera independientemente de la dosis aplicada.
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Figura 18. Produccién de especies reactivas de oxigeno en células RAW 264.7 medida a 24 horas
después de la estimulacidon con LPS y tratadas con distintas concentraciones de nanoparticulas de

Atv@PLGA-quitosano-miRNA. Promedio de multiples mediciones independientes.

4.10.4 Internalizacion de nanoparticulas con siRNA.
Como primera prueba de concepto, nuestra nanoplataforma fue funcionalizada con un

siRNA acoplado a una sonda fluorescente de isotiocianato de fluoresceina (FTIC) para
analizar la capacidad de internalizacion de la misma dentro de la célula. Se hicieron

varios ensayos donde se tomaba como control negativo células sin nanoparticulas ni
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siRNA, como control positivo células con siRNA administrado libre a una concentracion
equivalente al material genético de las nanoparticulas y, por ultimo, nuestra
nanoplataforma PLGA-quitosano-siRNA. Como se muestra en la Figura 19, las células
control no muestran ninguna fluorescencia en el canal verde como es esperable.

El efecto especifico de silenciamiento génico de los miRNA los convierte en herramientas
Gtiles para la identificacion y validacion de objetivos en el descubrimiento y desarrollo de
farmacos [57, 58].

Dado que los miRNA tienen multiples dianas de mRNA y la alteracion de sus funciones
contribuye al desarrollo de muchas enfermedades, incluidos los canceres, los trastornos
neurodegenerativos y las enfermedades cardiovasculares, su uso clinico como
biomarcadores y en el diagnostico se esta desarrollando rapidamente [59].

Ademas, tanto los siRNA como los miRNA tienen un enorme potencial como agentes
terapéuticos. Pueden superar la limitacion principal de las moléculas de farmacos
pequefios tradicionales, que solo pueden dirigirse a ciertas clases de proteinas. Incluso
para los medicamentos basados en proteinas, incluidos los anticuerpos monoclonales
gue son altamente especificos, sus objetivos se limitan principalmente a los receptores
de la superficie celular o las proteinas circulantes.

Por el contrario, los siRNA y miRNA pueden regular negativamente la expresion de
practicamente todos los genes y sus transcripciones de mRNA. Dado que muchas
enfermedades resultan de la expresién de genes no deseados o mutados, o de la
sobreexpresion de ciertos genes normales, el descubrimiento de siRNA y miRNA abre
un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento de enfermedades al identificar genes
gue estan involucrados causalmente en el proceso patolégico [60]. Se han investigado
diversas estrategias, como la encapsulacion o acomplejamiento con polimeros
biocompatibles para mejorar su estabilidad en sistemas biolégicos [65,66].
Considerando el papel que desempefian los miRNA en los procesos de expresion de
genesy la traduccion a proteinas, en particular de la proteina interleucina 6 (IL-6) una de
las promotoras de los procesos de inflamacion celular y uno de los principales
indicadores de formacién de placa ateroesclerética, decidimos evaluar la capacidad de
nuestra nanoplataforma de trasportar material genético de interferencia, puntualmente

MIRNA, para silenciar la expresion del gen de la IL-6.
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En la figura 19 se muestran también las imagenes de las células RAW 264.7 tratadas
con 100 nmoles de siRNA fluorescente libre. En las imagenes podemos ver sitios donde
hay una fluorescencia muy tenue en el canal verde, que implica una muy pequefa
incorporacion del siRNA, al interior celular como consecuencia de la gran degradacién
gue sufre por las nucleasas plasmaticas y citoplasmaticas. La corta duracion de los
efectos silenciadores de los genes inhibidos por siRNA y miRNA libres junto con su mala
estabilidad en los sistemas bioldgicos es uno de los principales obstaculos para su
aplicacion directa como agentes terapéuticos [61,62]. El siRNA/mMIRNA se degrada
rapidamente por endo y exonucleasas y se elimina rapidamente por filtracion renal
debido a su masa molecular baja (~ 13 kDa) [63,64], por lo cual estos resultados eran
esperados. Por otro lado, podemos observar que las células tratadas con nuestra
nanoplataforma PLGA-quitosano-siRNA muestran un incremento en la fluorescencia con
respecto a las células tratadas Unicamente con siRNA libre gracias ala proteccion
ofrecida por la nanoparticula y la liberacion controlada y sostenida del agente génico en
el tiempo dentro de las células.

Se ha demostrado que las nanoparticulas poliméricas alteran y mejoran las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de varias moléculas bioactivas. Las propiedades
mencionadas anteriormente de las nanoparticulas poliméricas se pueden aplicar para
superar algunas de las limitaciones de los enfoques de administraciébn de farmacos
tradicionales [66]. Las nanoparticulas poliméricas se han utilizado in vivo para proteger
el farmaco en la circulacién sistémica y para administrar el farmaco a un ritmo controlado
en el sitio de accién, al tiempo que minimiza los efectos secundarios indeseables [68].
Las nanoparticulas basadas en polimeros son utilizadas, en multiples ensayos, para la
administracion conjunta de siRNA y agentes terapéuticos. Las nanoparticulas de PLGA

han demostrado ser biocompatibles y no téxicas en varios estudios [69,70].
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Control

SiRNA

PLGA-quitosano-siRNA

Figura 19. Im4genes de microscopia de fluorescencia de la internalizacion de siRNA en células RAW
264.7 como control negativo de la internalizacion de miRNA. Los nlcleos se tifieron con DAPI (canal azul),

membranas celulares con Bodipy-faloidina (canal rojo), mientras que el siRNA se modificd con una sonda
FITC (canal verde).

162



4.10.5 Cambio de morfologia.
Los macréfagos son criticos tanto para la respuesta inmune innata como para la

adaptativa, debiendo desarrollarse y responder a cambios rapidos en el microambiente.
La inflamacion resultante de patdgenos o dafio tisular activa los macrofagos residentes
para iniciar o aumentar la produccion de citoquinas proinflamatorias y otros mediadores
inflamatorios [71]. Sin embargo, los macréfagos son igualmente criticos en la resolucion
de la inflamacion al producir citoquinas y quimiocinas antiinflamatorias y al aumentar la
actividad fagocitica.

Sobre la base de los conceptos de polarizacion Th1/Th2 [72], los macrofagos
fenotipicamente polarizados se denominan generalmente pro-inflamatorios M1 o que se
activan de forma clasica, y antiinflamatorios M2 o alternativamente activados [73,74].
Experimentalmente, los macréfagos in vitro son polarizados al estado M1 mediante un
tratamiento con IFN-g e inductores de TNF-a, como el lipopolisacérido (LPS) u otros
productos bacterianos [75]. Los macréfagos M1 inducen la sintesis y regulacion positiva
de varias citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, entre las que se encuentran TNF-a,
IL-12, IL-6, CCL2 e IL-1b, asi como una mayor produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrogeno [76].

Las estatinas, como inhibidores de la reductasa de hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA), se usan ampliamente como farmacos reductores de los niveles de lipidos en
sangre. En los ultimos afios, a las estatinas ademas se les han atribuido efectos inmuno-
moduladores y antiinflamatorios, y se estan utilizando en el tratamiento de enfermedades
inmunoldgicas y cardiovasculares, como la esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la
aterosclerosis [77,78,79].

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, a continuacion, se procedio a evaluar
la efectividad de nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA para
revertir el efecto de polarizacion de los macréfagos de ratdbn RAW 264.7.

Como se muestra en la Figura 20, las células control muestran una morfologia esférica
en las imagenes de microscopia de fluorescencia, sin cambio en su morfologia y, por

tanto, con un estado compatible a la ausencia de cualquier proceso inflamatorio.
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LPS Control

Atv@PLGA-quitosano-miRNA

Figura 20. Imagenes de microscopia de fluorescencia del cambio en la morfologia de células RAW 264.7.

Los nucleos se tifieron con DAPI (canal azul), membranas celulares con Bodipy-faloidina (canal rojo).
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En la figura 20 se muestran las células estimuladas con LPS como control positivo, las
cuales muestran una morfologia polarizada, esto es, con ramificaciones en el
citoesqueleto caracteristicas del estado M2, proceso posterior a la reaccion inflamatoria
desencadenada por la liberacion de TNF-a e IL-6.

De igual manera, se muestran las células estimuladas con LPS y posteriormente tratadas
con nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA. Estas células
muestran una morfologia cuasi-esférica, sin ramificaciones muy pronunciadas o
evidentes en el citoesqueleto. Nuestro sistema tiene esté funcionalizado con miR-124a,
encargado de la inhibicion de la expresion de los genes precursores de IL-6, uno de los
principales afectores junto al TNF-a de la reaccion de inflamacion. Las iméagenes son
una evidencia de que nuestro sistema es capaz de detener el proceso inflamatorio
inhibiendo la expresion de IL-6 y evitando la polarizacion de las células RAW 264.7. El
proceso de polarizaciéon desencadena mediante proceso metabdlicos posteriores la
adhesiéon de los macrofagos a las células endoteliales y una posterior formacién del
ateroma.

Estos resultados nos indican que el tratamiento de las células con nuestro sistema
Atv@PLGA-quitosano-miRNA no solo suprime la activacion de la IL-6 estimulada por
LPS, sino que también puede inhibir la polarizacion de las células RAW 264.7. Estos
resultados concuerdan con resultados previamente obtenidos, por ejemplo, en células
BV2 de microglia de ratdn tratadas con simvastatina, otro farmaco de la familia de las
estatinas. Los hallazgos de este estudio indicaron que el tratamiento previo de las células
BV2 con simvastatina no solo suprime la activacion de la via de sefializacion de Notch
(regulacién de la expresion de Notchl, Jagged-1y Hesl), sino que también puede inhibir
la produccion/secrecion de marcadores de polarizacion M1 (IL-12T, TNF-a, iNOS y
CD16/32) inducidos por LPS o la proteina Jagged/FC, mientras que regulan al alza los
marcadores M2 (IL-10, Arg-1 y CD206) [80].
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4.10.6 Internalizacion de Ox-LDL.
La aterosclerosis, que es reconocida mundialmente como una causa importante de

enfermedad cardiovascular, es el resultado de una acumulacién pasiva de colesterol en
la pared arterial, como se comentd con anterioridad. Existe un creciente cuerpo de
evidencia que respalda una asociacion intima de activacion inmune y aterogénesis [81-
84]. En los pasos iniciales de la aterogénesis, los monocitos se adhieren a la monocapa
endotelial, migran a la capa intima durante la disfuncion endotelial y maduran a
macréfagos, que captan activamente lipoproteinas de baja densidad (LDL) y/o LDL
modificada, como LDL oxidada (Ox-LDL). La captacion de Ox-LDL a través de receptores
de eliminacién (Scanvenging Receptors, SR) conduce a la formacién de macréfagos
cargados de lipidos maduros, que se denominan células espumosas [84-86].

Los trastornos del metabolismo lipidico y las respuestas inflamatorias son las
caracteristicas patolégicas mas importantes en la progresién de la aterosclerosis. El
aumento de la captacion de Ox-LDL dio lugar a la acumulacién de colesterol esterificado
en macréfagos, promoviendo la formacion de células espumosas y facilitando la
progresion de la aterosclerosis [87, 88].

Por lo tanto, la aterosclerosis se considera un trastorno inflamatorio crénico y muchas
investigaciones recientes demostraron el papel esencial de las quimiocinas, incluidas la
interleucina-1p (IL-1p), la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en la progresién
de la aterosclerosis. [81, 83, 85].

Dado que el evitar la polarizacion e inflamacion de los macréfagos es de vital importancia
para la formacion de las células esponjosas y su posterior internalizacion en el tejido
endotelial, se ha evaluado la eficacia de nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-
guitosano-miRNA en la disminucién o prevencion de la internalizacién de Ox-LDL en
células RAW 264.7.

Como se observa en la Figura 21, las células control muestran una internalizacion regular
de Ox-LDL en las imagenes de microscopia de fluorescencia, las células control no

muestran ningun proceso inflamatorio.
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LPS Control

Atv@PLGA-quitosano-miRNA

Figura 21. Imagenes de microscopia de fluorescencia de la internalizacion de Ox-LDL en células RAW

264.7 En rojo se muestra la Dil Ox-LDL y en azul el nucleo celular tefiido con DAPI.
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En la figura 21 podemos ver las células control positivo estimuladas con LPS. Estas
muestran una mayor internalizacion de Ox-LDL evidenciado por el aumento de la
fluorescencia en el canal rojo de las imagenes del microscopio. Como se menciono
anteriormente, la estimulacién con LPS desencadena una serie de eventos a nivel celular
gue promueven la inflamacion con sefiales quimicas mediadas por el TNF- ay la IL-6.
Nuestros resultados estan en concordancia con los obtenidos previamente en un estudio
gue demostrd el aumento de la captacion de Ox-LDL debido a la estimulacion por LPS
regulada por el receptor LOX-1 (Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1)
[89].

La proliferacion y migracion de las células musculares lisas, asi como de los macréfagos
de la monocapa endotelial a la capa intima es fundamental para la progresion
aterosclerdtica. Normalmente, estas células estéan inactivas, rodeadas e incrustadas en
un andamio de matriz extracelular (ECM), en el caso de las células musculares lisas, que
actla como una barrera para su migracion y su proliferacion y en el flujo sanguineo en
el caso de los macrofagos [90].

Durante el proceso de aterosclerosis, promovido por estimulos ambientales como la Ox-
LDL, las células musculares lisas secretaron varias proteinasas que degradan la ECM vy,
a su vez, facilitan la proliferacién y migracion de las mismas [91].

Las células estimuladas con LPS y posteriormente tratadas con nuestro sistema de
nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA muestran unos niveles de internalizacién
de Ox-LDL similares al de las células control. Ello es debido gracias a que nuestro
sistema tiene encapsulado el farmaco atorvastatina, encargado de la inhibicion de la
reductasa de hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), enzima fundamental en el
metabolismo de lipidos y en especifico de colesterol al interior de las células. Las
imagenes son una evidencia de la capacidad de nuestro sistema para detener el proceso
de internalizacion de Ox-LDL en las células RAW 264.7. y tiene, pues, un gran potencial

como tratamiento para la prevencion y tratamiento de la aterosclerosis.
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4.10.7 Expresion de los receptores VCAM e ICAM-1.
Durante la inflamacion, la presencia de células T activadas que producen citoquinas

proinflamatorias induce la expresion de moléculas de adhesion y quimiocinas que
permiten el reclutamiento de células inmunes, responsables del dafio tisular [92,93]. Se
sabe que las moléculas de adhesion desempefian un papel importante en el
reclutamiento de células T activas y especificas y otros leucocitos en el tejido inflamatorio
[94].

Entre muchos de los receptores de la superficie de las células endoteliales, la molécula
de adhesion endotelial constitutiva transmembrana de tipo | (ICAM-1 o0 CD54) es un buen
candidato para lograr este fin [95]. La ICAM-1 i) esta expuesta a la sangre principalmente
por las células endoteliales y facilmente accesible a la circulacion, ii) es regulada por
factores patoldgicos vy iii) esta implicada en la patogénesis de muchas enfermedades,
incluida la inflamacion, isquemia-reperfusion, aterosclerosis, trombosis y estrés oxidativo
[96-99]. Debido al ultimo factor, el bloqueo de la interaccion de los leucocitos con ICAM-
1 proporciona efectos antiinflamatorios beneficiosos [100, 101].

VCAM-1 e ICAM-1 son dos moléculas de adhesion principales de la familia de las
integrinas. En trabajos previos se ha encontrado que su expresion aumenta en las células
del epitelio pigmentario de la retina vascular endotelial y retiniana en el ojo humano
durante la inflamacion intraocular [102-104]. En ratones, la implicacion de VCAM-1 e
ICAM-1 en la migracion de linfocitos T a través de monocapas de células endoteliales
hacia la capa intima se confirm6 mediante estudios in vitro [105-107].

La aterosclerosis es una enfermedad focal que afecta a regiones discretas de la
vasculatura, como curvaturas de vasos y bifurcaciones [108] Estas regiones se
caracterizan por un flujo oscilatorio perturbado [109] que induce moléculas de adhesion
proinflamatorias como la ICAM-1 y la VCAM-1 [110]. Asi, el aumento de la expresion de
las moléculas de adhesion por el endotelio activado es una caracteristica critica de la
aterosclerosis. La primera evidencia provino de datos que muestran que la expresion de
VCAM-1 es inducida por células endoteliales arteriales en respuesta a la acumulacion de
colesterol dentro de la intima de las aortas [111].

La regulacion al alza de la expresion de VCAM-1 e ICAM-1 endotelial en células HUVEC

estimuladas con TNF-a y la posterior adhesion elevada de monocitos a HUVEC por
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aldosa reductasa es otro mecanismo posible de la regulacién de la expresion de
moléculas de adhesion [112]. Mas evidencias de que la expresion de VCAM-1 esta
regulada por factores pro-aterogénicos provienen de un estudio que demostrd la
regulacion positiva inducida por Ox-LDL de VCAM-1 [113].

Por estas razones, se procedié a evaluar la capacidad de regulacion de la expresion de
receptores VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales de tejido vascular (HUVEC)
‘inflamadas” de nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA
funcionalizadas con el anticuerpo Anti-VCAM.

Podemos observar en la Figura 22 que las células HUVEC normales, esto no expuestas
a LPS, no expresan los receptores de ICAM-1 ni VCAM como consecuancia a no haber
sido estimuladas ni sujetas a procesos de inflamacion. Por ello, tncamente los nicelos

tefiidos en azul son visibles.

En la Figura 22 se muestran las células HUVEC estimuladas con LPS para la induccién
de una reaccion inflamatoria. Asi, podemos ver la soreexpresion de los receptores antes
mecionados, en rojo los receptores de VCAM y en verde los receptores de ICAM-1,
respectivamente. Como se menciond previamente, la sobreexpresion de estos
receptores se ve muy incrementada por los afectores de la inflamacién como son TNF-a
e IL-6. También en la misma figura se pueden observar zonas de color naranja, que
indican zonas de co-localizacion de ambos receptores (el color naranja es el resultante
de la superposicion de las sefales del canal verde y el canal rojo del microscopio).

Las integrinas, como ICAM-1 y VCAM, median las interacciones célula-célula, célula-
matriz extracelular y la interaccion célula-patégeno. Asi mismo, regulan la huida de
leucocitos, organizan la sinapsis inmunologica, participan en la co-estimulacion, la
migracion y la fagocitosis. Las integrinas cambian rapidamente la conformacion de su
estructura de dominio extracelular (sefalizacién interna) [114] y pueden agruparse en

respuesta a la activacion [115], como se observa en este trabajo.
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LPS Control

Atv@PLGA-quitosano-miRNA

Figura 22. Imagenes de microscopia de fluorescencia de la expresion de los receptores de ICAM-1 y

VCAM. En azul se muestra el nlcleo celular.
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Merece la pena destacar que en un trabajo previo se encontré que, el tratamiento de las
células musculares lisas con TNF-a provoca un aumento tanto en el mMRNA de VCAM-1
como en la expresion en la superficie celular del VCAM-1, lo que sugiere una expresion
dependiente de citoquinas de VCAM-1 en la arteria aorta, [116] y evidencia el papel
fundamental que tienen estas integrinas en el desarrollo de la aterosclerosis.

Tambien se puede observar que las células HUVEC estimuladas con LPS y tratadas con
nuestro sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-quitosano-miRNA, favorecen la
disminucién de la expresion de los receptores ICAM-1 y VCAM. Por tanto, nuestro
sistema de nanoparticulas fue capaz de disminuir la reaccion inflamatoria provocada por
el lipopolisacérido inhibiendo la sintesis de IL-6 y, por ende, evitando la propagacién del

proceso inflamatorio.

ENSAYO DE CITOMETRIA DE FLUJO

4.11.1 Anélisis FACS de la captacion celular de Ox-LDL por células RAW 264.7 y
HUVEC.
La aterosclerosis es la principal causa de enfermedades cardiovasculares y es la causa

numero uno de mortalidad en todo el mundo [117]. La inflamacion arterial se inicia por la
retencion subendotelial de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en plasma, y se ve
reforzada por la modificacion oxidativa de estas lipoproteinas, que desencadena una
afluencia de monocitos, como se coment6 con anterioridad [118].

En particular, las placas ateroscleréticas que causan eventos clinicos se caracterizan por
la persistencia de macrofagos engordados por el colesterol en las placas arteriales.
Aunque la acumulacion de macréfagos en la pared arterial se ha considerado durante
mucho tiempo un inductor importante de la inflamacién crénica, el mecanismo que regula
la formacién de células espumosas de macréfagos y su retencion dentro del ateroma

sigue siendo en gran medida desconocido.

En la etapa temprana de la placa o cuando cede la aterosclerosis, los macrofagos poseen
la capacidad activa de migrar. Mientras que a medida que avanza la aterosclerosis, se
forman células espumosas y pierden la capacidad de migracion. Varios estudios

confirmaron que el equilibrio entre la retencién y las sefiales de migracién contribuye a
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la acumulacion de macréfagos en las placas, que es un factor importante de la

patogénesis de la aterosclerosis [119,120].

La lipoproteina de baja densidad (LDL) es un factor de riesgo conocido para la
aterosclerosis [121,122]. Las LDL circulantes se pueden modificar, generando LDL
oxidadas (Ox-LDL), LDL minimamente modificadas (mmLDL) y otras formas
biologicamente activas que inician procesos inflamatorios [123-125]. Aunque los
mecanismos de oxidacion de LDL no se comprenden completamente, la
mieloperoxidasa, la ceruloplasmina, la 15-lipoxigenasa, el 6xido nitrico sintasa, la NAD
(P) H y la xantina oxidasa se han implicado en la generacion de Ox-LDL [126]. El Ox-
LDL en circulacion, y especialmente el Ox-LDL que se encuentra en el tejido [127], afecta
el estado inflamatorio del endotelio. Ox-LDL y mmLDL, pero no las LDL nativas inducen

la expresion de P-selectina y la adhesion de monocitos al endotelio activado [128,129].

Dada la importancia que tiene la Ox-LDL y el papel que desempefa en la progresion de
la aterosclerosis y el reclutamiento de nuevos macrofagos para la construccion de la
placa aterosclerdtica, se realizé un andlisis cuantitativo mediante FACS de la
internalizacién de Ox-LDL en células RAW 264.7 y HUVEC para completar los estudios

cualitativos realizaods por imagenes de microscopia de fluorescencia.

En la figura 23 se observa un cambio en la intensidad de la fluorescencia de la sonda
Dil-Ox-LDL en las células RAW 264.7, se muestran las células sin estimulacion, las
células estimuladas con LPS y las células estimuladas con LPS y tratadas con nuestro

sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA.
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Figura 23. Gréficas de FACS donde se muestran la intensidad de la fluorescencia de la Dil-Ox-LDL de: a)
células RAW 264.7, b) células RAW 264.7 estimuladas con LPS, y c) células RAW 264.7 estimuladas con
LPS y tratadas con nanoparticulas de Atv@PLGA-quitosano-miRNA.

Se hace evidente la disminucién en la intensidad que concuerda con las imagenes de
microscopia de fluorescencia, la accion del mMRNA de las nanoparticulas de inhibir la
produccién de IL-6 y el efecto del farmaco atorvastatina para bloquear la sintesis de
colesterol y las rutas metabdlicas de lipidos ayuda a disminuir la internalizacion de la Ox-
LDL en las células RAW 264.7.

Para el caso de las células HUVEC, podemos observar en la Figura 24 las graficas del
cambio en la intensidad de la fluorescencia de la Dil-OxLDL medida mediante FACS. Se
midieron células HUVEC como blanco negativo, células HUVEC estimuladas con LPS
como blanco positivo y células HUVEC estimuladas con LPS y tratadas con nuestro

sistema de nanoparticulas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA.
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Figura 24. Gréficas de FACS donde se muestran la intensidad de la fluorescencia de Dil-Ox-LDL de a)
células HUVEC, b) células HUVEC estimuladas con LPS y c¢) células HUVEC estimuladas con LPS y
tratadas con nanoparticulas Atv@PLGA-Quitosano-miRNA.

La extravasacion de leucocitos a través de la barrera endotelial es un requisito
fundamental en una amplia variedad de escenarios fisioldgicos y patoldgicos, que
incluyen inmunidad e inflamacién. Este fenédmeno es un proceso activo y en varias etapas
gue requiere cambios morfoldgicos drasticos que involucran la agrupacion de receptores
de adhesidn citoesqueléticos en los leucocitos y las células endoteliales [130]. Entre los
receptores de adhesion, las integrinas a4pl (VLA-4) y owp2 (LFA 1) desempefian un
papel importante en la adherencia estrecha de los leucocitos al endotelio [131]. Sus
ligandos principales en el endotelio son la molécula de adhesién celular vascular VCAM
y la molécula de adhesion intercelular ICAM-1, respectivamente [132, 133]. La ICAM-1,
pero no la VCAM, se expresa basicamente en las células en reposo, y ambas moléculas
se inducen tras la activacion de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNF-a [134].
Gracias a esto, nuestro sistema es capaz de reducir la captacion de Ox-LDL y reducir la
inflamacion tanto en los macréfagos (células RAW 264.7) como en las células
endoteliales inflamados (células HUVEC), controlando el proceso inflamatorio y evitando

la internalizacion de los macréfagos hacia la zona intima del tejido endotelial.
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CONCLUSIONES

Como una segunda revolucion industrial la nanotecnologia ofrece infinidad de
herramientas a desarrollar en los proximos afios con un potencial impacto en las ciencias
ambientales, la electronica, las ciencias de materiales y las ciencias biologicas. En este
altimo reviste un gran interés el campo de la biomedicina, en el cual son muchos y
diversos los nuevos tratamientos que surgen como alternativas para la deteccion,
marcaje, imagenologia, tratamiento y terapia de enfermedades de impacto mundial,
como lo son el céncer, las enfermedades infecto-contagiosas y enfermedades

cardiovasculares a base de plataformas nanotecnoldgicas.

La prevalencia de las enfermedades cardiovasculares (ECV) como la principal causa de
muerte a nivel mundial es un tema a tener en consideracion, de ahi la importancia de
crear nuevos meétodos terapéuticos de bajo costo, de facil aplicacion y de un prolongado
efecto. La simplificacion y el abaratamiento de cosos es una de las directrices
fundamentales a la hora de fabricar nanodispositivos con fines terapéuticos puesto que,
pese a lo que podria creerse, las ECV afectan principalmente a paises del tercer mundo.

En nuestro trabajo, fue posible la formacion de particulas de PLGA en escala
nanomeétrica, recubrirlas con el polimero natural quitosano y acomplejar material genético
(miRNA) a la superficie de las particulas. Una vez realizadas las pruebas de
caracterizacion de potencial zeta y dispersion dinamica de luz se demostré que nuestras

nanoparticulas poseen una morfologia esférica homogénea y estable.

Logramos encapsular el farmaco Atorvastatina en las nanoparticulas de PLGA. Fue
posible acomplejar por interacciones electrostaticas moléculas de Quitosano en la
superficie de nuestras nanoparticulas de PLGA vy utilizar los grupos NHz del quitosano
para anclar el anticuerpo Anti-VCAM, que sirve tiene la funcion de direccionamiento de
nuestras nanoparticulas hacia las células esponjosas involucradas en el proceso de

formacion de la placa de ateroma.

Nuestras nanoparticulas no resultaron ser téxicas después de realizados los estudios de
viabilidad celular en células RAW 264.7 e incluso mostraron una reversion en el dafo
ocasionado por los lipopolisacaridos. Se investigd la capacidad de nuestras

176



nanoparticulas recubiertas para internalizarse a las células, administrar la carga y
silenciar la expresion del gen de interés mediante microscopia de fluorescencia y
citometria de flujo. Los datos obtenidos indicaron que las nanoparticulas son capaces de
ingresar a las células sin requerir agentes de transfeccion adicionales y una vez dentro,
pueden liberar el miRNA. Esto fue corroborado por la disminucién de la cantidad de IL-6
en el medio de cultivo de las células tratadas con nuestro sistema de nanoparticulas,

medido mediante ensayos ELISA.

De igual, manera se evalud la capacidad de nuestro nanosistema de inhibir la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células RAW 264.7 obteniendo resultados
positivos, ya que la utilizacion de un farmaco con capacidades antinflamatorias y el uso
de miRNA contra IL-6, (principal efector de proceso inflamatorio el cual desencadena la

produccion de ROS) inhibicion la produccion de dichos subproductos.

Todo lo anterior refuerza el planteamiento de que nuestro sistema de nanoparticulas de

terapia dual tiene potencial para su uso en el tratamiento de la ateroesclerosis.
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