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Abstract

Introduction

Gene therapy is a recent branch of medicine with the objective of curing, at a
molecular level, acquired and inherited diseases by repairing damaged cellular
DNA by inserting and expressing functional genes inside living cells. However,
(a) the rigidity of the DNA molecule and its high negative charge density,
provided by the phosphate groups, limits its transport through the cell
membrane (also negatively charged), and (b) the DNA is easily degraded by
nucleases present in biological fluids. Both troubles may be solved by using
gene vectors to compact and transport DNA into the cells. The gene vectors
can be classified into two major groups: viral and non-viral vectors. Viral
vectors are usually more effective than non-viral systems but may produce an
immune response and, additionally, their cost production is high. However,
non-viral vectors have significant advantages over viral vectors, i.e., they are
safer to use, easier to prepare and can transfect large size plasmids into cells.
For those reasons, many research groups are working hard looking for
improved non-viral vectors with higher transfection efficiency and lower
cytotoxicity. In this sense, several kind of non-viral gene vectors have been
developed recently, such as cationic, neutral or anionic lipids, surfactants,
dendrimers, macrocycles, polymers and nanoparticles. The most common non-
viral vectors are the cationic liposomes formed by amphiphilic lipids, because
they are able to compact DNA forming what is known as lipoplexes. On the
other hand, the positive charge of the cationic liposomes and its similarity with
the cell membrane allow them a better interaction that improves the capability
to transfect nucleic acids. Therefore, trying to find improved non-viral lipid
vectors, this PhD Thesis is based on new cationic gene vectors based on

biocompatible lipids: gemini lipids, anionic lipids and macrocyclic policationic
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lipid. However, even when the non-viral vectors compact and protect the DNA
and interact efficiently with cell membrane, another inherent problem is still
remaining: the non-specific interactions between the lipidic vector and the
biomolecules present in biological fluids. Thus, when liposomes enter in the
human blood, proteins compete for binding to the liposome surface forming
layers of proteins called: “protein-corona”. Unfortunately, many of the proteins
that shape the protein corona are opsonins, which promote the liposome
phagocytosis. Because it is known that protein corona composition changes
with time, and in order to understand one of the steps of the gene delivery
process, this PhD Thesis has developed a new approach towards the time
evolution of protein corona formed around cationic mixed liposomes upon

exposure to human serum.
Objectives

The main objective of the present PhD Thesis has been to characterize the
biophysical and biochemical properties of new potential biocompatible non-viral
gene vectors. This characterization allows to better understand the relationship
between the biophysical properties and the biological activity of the studied
gene vectors. The ultimate goal of the thesis is to contribute to the basic
knowledge required to a better design of new generations of non-viral gene

vectors.
Material and methods

In this PhD Thesis, several non-viral vectors have been formed by using
cationic mixed liposomes which contain a zwitterionic lipid DOPE and one of the
following cationic lipids: a gemini cationic lysine derivative lipid (Cg(LL),); or a
gemini cationic lipid of the series (C16Im),(C20), with: (@) an oligo-oxyethylene
spacer of different lengths (n = 1, 2 or 3), and (b) two cationic head groups
based on ammonium or imidazolium; or a calixarene cationic lipid (TMAC4).
Additionally, another set of non-viral vectors based on the mixed liposomes
formed by DOPE and an anionic lipid (DOPG or DOPS) in the presence of
divalent cation Ca?* or macrocyclic pilar[S]arene has been also analyzed. All

these non-viral vectors have studied in the presence of two types of DNA
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(plasmid pEGFP-C3 and calf thymus DNA). All these systems have been
characterized by several biophysical techniques, such as: zeta potential, gel
electrophoresis, syncrotron small angle X-ray scattering (SAXS), fluorescence
anisotropy, negative standing TEM and/or cryo-TEM. The transfection efficiency
of those systems has been also evaluated by several methods such as
fluorescence microscopy, confocal fluorescence microscopy and flow
cytometry. The cell viability has been determined by MTT assays. In addition,
and in order to confirm the electrochemical results, a theoretical approach
towards the complexation process has been applied. Finally, in a three months
stay at the laboratory of Prof. G. Caracciolo (La Sapienza University of Rome),
zeta potential, DLS, and proteomic techniques such as 1D SDS-PAGE and
nanoLC-MS/MS have been used to analyze the temporal evolution of the
protein-corona around DC-Chol/DOPE cationic mixed liposomes in the presence
of human plasma (HP). The internalization of DC-Chol/DOPE-HP complexes has

been also evaluated by confocal microscopy.
Results and discussion

The characterization of the Cg(LL),/DOPE-pDNA lipoplex shows interesting
results. The electrochemical results confirm that, in the presence of cationic
mixed liposomes and in contrast with what usually it has been found for linear

DNA, the plasmid DNA (pDNA) is compacted retaining a large number of its

Na® counterions, thus yielding a much lower effective negative charge (d,ona )

than that for linear DNA (ctDNA), in good agreement with previous results for
other lipoplexes. This finding is revealed to be crucial for an optimum and
efficient lipoplex preparation, since a lower effective negative charge implies a
lower quantity of cationic lipid and, accordingly, a potentially lower
cytotoxicity. TEM experiments reveal a complex scenario of multilamellar nano-
aggregates, from ribbon-type (typically present for chiral lipids) to cluster-type
(CT-type) structures (usually found in cationic lipids/DOPE systems), with the
composition of the mixed liposome playing an important role in the final
morphology of the lipoplexes. The deconvolution process of the first peak of

the SAXS diffractograms into two overlapping bands confirms the presence of
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these two types of multilamellar structures. On the other hand, a theoretical
complexation model has been employed to determine the net charge of the
lipoplexes studied in this work. The model, which allows the analysis and
comparison of the electroneutrality behaviour of lipoplexes containing linear
DNA versus those with a supercoiled DNA, confirms the experimental findings.
The MTT assay shows that the lipoplex Cg(LL),/DOPE-pDNA presents good cell
viability levels. However, despite all these excellent results, this system does

not show any significant transfection levels.

The lipoplexes formed by mixed liposomes constituted by a gemini cationic
lipid of the series (CisIm)2(C;0), or (CiIm)2(C,0),, DOPE and pDNA show
electrochemical results similarly to those obtained by Ce¢(LL),/DOPE-pDNA
lipoplex. Cryo-TEM micrographs show nano-aggregates with two multilamellar
structures, a typically CT-type and a fingerprint-type (FP-type). For
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes, the CT-type has been found at low-to-
medium GCL composition, the FP-type and CT-type both coexisting at medium
GCL composition, and the FP-type appearing only at high GCL composition. On
the other hand, the (C;6Im).(C,0)./DOPE-pDNA lipoplexes, rearrange in a CT-
type structure at low GCL composition (o = 0.2) and in a FP-type one at
medium-to-high GCL composition (o > 0.5). SAXS studies reveal that the
presence of several lamellar structures (L. pore richy Lo main @Nd Ly, ccL rich) depends
on GCL lipid composition. The (C;6Am).(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes show the
three structures, two of them in coexistence at low and higher content of GCL
composition while in the (C;6Im),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes, the
coexistence of the two structures is only observed at low GCL composition (a =
0.2). Lipoplexes of the (C;sAm),(C50)./DOPE-pDNA series show optimum
transfection efficiency (TE) for GCL with longer (n = 3) or shorter (n = 1)
oligo-oxyethylene spacers, in both cases at high GCL composition (o = 0.7)
and low effective charge ratio (pssr = 2). In the case of the
(C16IMm),(C,0),/DOPE-pDNA series, higher TE has been found for lipoplexes
with any of the three GCLs. However, in contrast with the
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes, the best results are achieved at low

GCL composition (o = 0.2). By using formulations with one of the six lipoplexes
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containing a GCL of the referred series, the TE of pDNA to several cancer cell
lines has been determined. In all cases, the TE of the optimized formulations
has been much better than the commercial control, Lipofectamine 2000.
However, despite both systems present good TE, the best ones have been
those of GCLs with two imidazolium head groups ((Ci6Im).(C,0),/DOPE-pDNA),
especially for longer (n = 3) and shorter spacer (n = 1) length. The biological
activity of optimized formulations may be attributed to the combination of
several factors, such as: the coexistence of two lamellar lipoplex structures,
the higher biocompatibility of the oligo-oxyethylene spacer, a higher
membrane fluidity (determined by fluorescence anisotropy) of the lipoplex,
and/or the presence of the fusogenic DOPE lipid. All the optimum formulations
reported herein are highly efficient, with negligible levels of toxicity, and thus

may be considered to be very promising gene vectors for in vivo applications.

Furthermore, in order to improve the biocompatibility, the potentiality of
anionic lipids (ALs) assisted by a divalent cation as effective nontoxic DNA
vectors have been also analyzed. The lipoplexes studied are those comprised
of an anionic lipid, such as DOPG or DOPS, the DOPE helper lipid, the Ca®**
divalent cation and pDNA. The studies have been carried out at different
liposome and lipoplex compositions and in the presence of a variety of [Ca®'].
Electrochemical experiments have revealed that DOPG/DOPE and DOPS/DOPE
anionic liposomes may compact pDNA more effectively at low molar fractions
(e = 0.2) and at AL/pDNA ratios = 20. Calcium concentrations around 15-20
mM are needed to yield neutral or slightly positive lipoplexes. From a structural
standpoint, DOPG/DOPE-Ca®*-pDNA lipoplexes are self-assembled into an

inverted hexagonal H: phase, while DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA lipoplexes show
two phases in coexistence: one classical H;, phase which contains supercoiled
pDNA and one lamellar L, phase without pDNA among the lamellae, i.e., a
lamellar stack of lipidic bilayers held together by Ca®* bridges. Transfection and
cell viability studies have been done using HEK293T and Hela cell lines in the
presence of serum. Compared to Lipofectamine 2000, a standard commercial
cationic lipid formulation, DOPG/DOPE-Ca**-pDNA and DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA

lipoplexes show a moderate-to-low TE together with a moderate-to-high cell
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viability, but none of them improves the output of typical CL gene vectors,

mostly if they are gemini cationic lipids such as (Ci¢Im),(C50),.

In order to improve the TE efficiencies of anionic lipoplexes, the divalent cation
Ca’* was replaced by a multivalent macrocyclic such as pilar[5]arene. The
biophysical and biochemical characterization has been carried out at several
DOPG/DOPE molar compositions, o, and several [P'°*]. Electrochemical
experiments have revealed that, in contrast to the results obtained for
DOPG/DOPE-Ca**-pDNA, the DOPG/DOPE-P!°*-pDNA lipoplex shows a ¢
potential sign inversion, which permits to determine the electroneutrality
values. Similarly to the cationic lipoplexes, the DOPG/DOPE-P*°*-pDNA lipoplex
presents a lower electroneutrality value compared to the lipoplexes formed
with ctDNA. Both, zeta potential and gel electrophoresis studies show that, at
[P1°*] > 15 uM, pDNA is efficiently compacted by DOPG/DOPE using P'°* as a
bridge between the negative charge of the anionic liposome and anionic pDNA.
SAXS diffractograms confirm the presence of two structures: an inverted
hexagonal one found at low composition (o = 0.2) and a lamellar one at
medium composition (o = 0.5). Cryo-TEM experiments have confirmed the two
structures, inverted hexagonal and lamellar ones, as previously found by
SAXS. Transfection and cell viability studies have been done with HEK293T cell
lines in the presence of serum. The DOPG/DOPE-P!°*-pDNA lipoplexes show
moderate-to-high cell viability but no significant levels of transfection has been
found. This fact would indicate that, at present, lipofection using anionic lipids
and multivalent small cations as mediators still needs to enhance the
transfection levels prior to be considered a genuinely plausible alternative to

those improved CLs-based lipoplexes.

A different approach, based on a gene vector such as calixarene cationic lipid
(TMAC4) that contains a cationic supramolecular macrocycles in its structure,
has been also analyzed. To this end, the TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes has
been characterized by the same methods described previously. Zeta potential
and electrophoresis gel results indicate that pDNA is efficiently compacted by
the TMAC4/DOPE liposomes. PALS and cryo-TEM results show that, depending
on the TMAC4 composition, the TMAC4/DOPE gene vector forms three types of
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aggregates: spherical and oblate micelles, and liposomes. SAXS diffractograms
reveal that TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes form a lamellar structure. Cryo-TEM
experiments confirm the presence of two multilamellar nano-aggregates: CT-
type and FP-type, both coexisting at « = 0.2. When transfected to HEK293T
cell lines, the TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes show moderate-to-high
transfection efficiency and cell viability, and thus this lipoplex could be

considered a potential gene vector.

Finally, understanding the time evolution of proteins on the time scale of a
particle’s lifetime in blood is fundamental to predict its fate in vivo. Because
DC-Chol/DOPE cationic mixed liposomes are quite well nanocarriers in vitro
and in vivo, they have used in this PhD Thesis to investigate the time evolution
upon their exposure to HP. On time scales between 1 and 60 minutes, nanoLC-
MS/MS has revealed that the protein corona of DC-Chol/DOPE liposomes is
mainly constituted of apolipoproteins (Apo A-I, Apo C-II, Apo D, and Apo E are
the most enriched). Since the total apolipoprotein content is relevant, the
protein corona has been exploited to target PC3 prostate carcinoma cell lines
that express high levels of scavenger receptor class B type 1lreceptor, which
mediates the bidirectional lipid transfer between low-density lipoproteins, high-
density lipoproteins, and cells. By combining laser scanning confocal
microscopy experiments with flow cytometry, it has been demonstrated that
DC-Chol/DOPE-HP complexes enter PC3 cells by a receptor-mediated

endocytosis mechanism.
Conclusions

In the present PhD Thesis, a complete biophysical and biochemical
characterization of new generations of non-viral gene vectors was performed.
The work undertaken allows for stablishing empirical correlations among
electrochemical and structural properties and the resulting transfection

capabilities of the different non-viral gene vectors.
The following specific conclusions have been obtained:

1. The electrochemical studies allow for finding the optimized formulations of

the used non-viral vectors at which they are able to compact efficiently pDNA.
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In all the cases, pDNA presents a much lower effective negative charge, i.e.,

only 10 - 25 % of its nominal one (-2 bp).

2. The structural and morphological studies of the different non-viral vectors
have revealed a rich scenario of nano-aggregates types, ranging from ribbon-
type structures of chiral lipids (such lysine derived) to typical cluster-type and
fingerprint-type structures, usually found for CL-formed lipoplexes. Depending
on the DOPE content, these structures are formed by the supramolecular self-
organization of liposomes and p-DNA in lamellar or inverted hexagonal phases.
It is remarkable that, in some compositions, coexistence of the two phases has
been found, the resulting de-mixing phases being linked to empirical

improvement of resulting transfection levels.

3. Among the studied non-viral vectors, it can be concluded that, in terms of
transfection efficiency and cell viability, gemini cationic lipids are the bests.
Among them, GCLs containing two imidazolium heads together with an oligo-
oxyethylene spacer have revealed as the best ones. The use of the DOPE
helper lipid plays a key role in the resulting transfection capability of the gene

vectors studied in the present PhD Thesis.

4. The nanovector-biological fluid interactions depending on different external
parameters, and the protein corona formation has been performed by applying
the usual biophysical, biological methods together with the last-generation
instrumental techniques (such as nanoLC-MS/MS). The presence of serum and
the incubation time of the vector with the biological fluids have been found to
be critical parameters which modify the composition of the formed protein
corona and the final transfection efficiencies of DC-Chol/DOPE liposomes.
Specifically, longer incubation times (1 h) improves the dys-opsonin proteins
content (such as apoliproteins) which increases the cellular uptake in cell lines

with scavenger (SR-BI) receptors such PC3 cell line.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Terapia Génica

Gran parte de las enfermedades que aquejan actualmente a nuestra sociedad
tienen su origen a nivel genético; es por ello que el uso de acidos nucleicos
como agentes terapéuticos ha atraido especial atencion en el campo de la
medicina, como un nuevo enfoque para el tratamiento de enfermedades, tanto

hereditarias como adquiridas.

La terapia génica se define como el conjunto de técnicas que permiten
introducir secuencias de material genético (acidos nucleicos) al interior de las
células, con el fin de modular la expresidn de genes que se encuentran
alterados, restaurando de esta forma el funcionamiento normal de las
células.'? La terapia génica siempre va de la mano del término transfeccion,
el cual se define como la introduccién y expresiéon de material genético externo

dentro de células eucariotas, especificamente de mamiferos.

La terapia génica aparecié en la década de los setenta cuando se desarrolld el
cultivo de lineas celulares de mamiferos, y surgid la idea de introducir en ellas
DNA exdgeno de manera permanente, estable, funcional y capaz de heredarse,
a fin de proveer nuevas funciones genéticas. Sin embargo, el pobre desarrollo
de la biologia molecular y las polémicas relacionadas con los principios éticos
en las investigaciones impidi® obtener resultados importantes en ese
momento.? Esta situacidon cambid con el desarrollo de los vectores retrovirales
de primera generacion y el avance en los principios legales pertinentes. A
principios de la década de los 90, se realizaron los primeros ensayos clinicos
usando vectores retrovirales para introducir copias del gen adenosina

desaminasa (ADA) en linfocitos T en un paciente con deficiencia de ADA.*”

A partir de esa época hasta ahora, ha habido un creciente nimero de ensayos

clinicos dirigidos a una amplia gama de enfermedades (Figura 1.1).° El
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esfuerzo desarrollado en las pasadas décadas en el campo de la biologia
molecular, junto con los avances en la ingenieria genética y la secuenciacién
completa del genoma humano, ha transformado el concepto inicial de la
terapia génica en una tecnologia potencialmente Uutil, capaz de desarrollar

nuevas terapias para diversas enfermedades.

2013 81
2012
2011
2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2001
2000
1999
1998
1997
1996
1995
1994
1993
1992
1991
1990
1989

Anteriores |8 139

101
87
92
81
120
90
117

101

85
98 m Cancer 63.8% (n=1274)

> 108 m Monogenicas 8.9% (n=178)
116 mInfecciosas 8.2% (n=164)
68 g2 m Cardiovasculares 8.1% (n=162)
51 ® Neurologicas 1.9% (n=37)
38 67 B Oculares 1.6% (n=31)
37 @ Inflamatorias 0.7% (n=13)
14 m Otras Enfermedades 1.8% (n=35)
Marcadores genéticos 2.5% (n=50)
W \Voluntarios Sanos 2.6% (n=52)

T BN E R ERIEEITIEEEIETIE IR IEIEIE N B D I

Ll N

Figura 1.1 Ensayos clinicos empleando terapia génica aprobados en todo el e mundo
de 1989-2013 (izquierda) y enfermedades a las que se ha dirigido los ensayos
(derecha).®

Sin embargo, aun existen aspectos en los que es necesario una comprension
cientifica mas profunda, como un mejor entendimiento de los principios
moleculares que gobiernan las enfermedades, el desarrollo de sistemas que
permitan introducir el material genético dentro de las células de manera
selectiva, eficiente y segura, asi como una clara comprensién de los procesos
de transfeccion en estudios “in vivo”. Todo esto permitira que, en un futuro, la
utilizacion de genes y acidos nucleicos como farmacos sea una realidad con

incalculables aplicaciones terapéuticas.

1.1.1 Agentes terapéuticos usados en la terapia génica: Acidos

Nucleicos

En la actualidad, existe un gran nimero de agentes terapéuticos basados en

diferentes tipos de acidos nucleicos, los cuales pueden dividirse en &acidos
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nucleicos codificantes (secuencias de DNA que presentan la informacion
requerida para la sintesis de novo de una proteina)’ y acidos nucleicos no
codificantes o interferentes (que no incluyen informacion para codificar
proteinas, sino que interfieren en la sintesis de alguna proteina especifica en
alguno de los niveles: traduccional, transcripcional o post-transcripcional),
como ribozimas, DNAzimas, RNAs pequefios de interferencia o aptameros
(Tabla 1.1).8!? Se han usado ejemplos de cada categoria en pruebas clinicas
para el tratamiento de un amplio abanico de enfermedades, tales como el
cancer, VIH, asi como desoérdenes cardiacos o neuroldgicos (como el Parkinson

y Alzheimer).?

Tabla 1.1 Tipos de &acidos nucleicos terapéuticos.

Sustitucion de proteinas perdidas o proteinas celulares mutadas
Proteinas que modulan funciones celulares

Factores de crecimiento y citoquinas

Proteinas reguladoras de supervivencia celular y apoptosis

Antigenos para vacunas

7

Acidos Nucleicos
Codificantes

Anticuerpos y anticuerpos intracelulares

Sub-unidades de receptor de células T (TCR)

Oligonucledtidos fosforotioatos

Oligonucleétidos modificados en 2" -

. - ribosa
Oligonucledtidos y
oligonucleotidos Acidos nucleicos bloqueados y acidos
modificados nucleicos con puentes de etileno.
Morfolinos

Acidos nucleicos peptidicos
DNAs y RNAs Cataliticos Ribozimas y DNAzimas
RNAs pequefios siRNAs, shRNAs y microRNAs

Acidos Nucleicos no Codificantes

RNAs largos de antisentido

3

Aptameros

La eleccién del tipo de acido nucleico a usar como farmaco dependera del tipo
de desorden genético que se desee tratar. Si lo que se requiere es la expresion

de una proteina especifica que revierta los dafios provocados por la falta de
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ésta, se recurre a una terapia génica basada en secuencias codificantes de

DNA introducidas en plasmidos.

Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosdémico (generalmente de
forma circular y enrollado o superenrollado), capaces de replicarse vy
trascribirse de manera independiente al DNA cromosdémico (Figura 1.2). Los
plasmidos son relativamente faciles de manipular a nivel molecular, es decir,
se les puede introducir secuencias codificantes de manera sencilla. Estas dos
caracteristicas, autorreplicacion y facilidad de manipulacion, hacen de los
pldsmidos un sistema idoneo para la terapia génica basada en DNA. Sin
embargo, aun existen ciertas limitaciones asociadas a su uso, ya que ademas
de transportar las secuencias codificantes de interés, los plasmidos contienen
una serie de elementos que provocan sefales regulatorias de la expresion
génica, como promotores y amplificadores de secuencias. Dichos elementos
pueden generar efectos secundarios negativos como la modificacion del
proceso de transcripcion génica, evitando o dificultando una transfeccion
eficiente, y el desarrollo de una posible respuesta inmune. Es asi que la
ingenieria genética de plasmidos tiene que trabajar en la obtencidn de
promotores capaces de reconocer e insertarse en el genoma humano de
manera eficiente, y en el desarrollo de secuencias que no provoquen respuesta

inmune.

a) b)

Figura 1.2. Plasmido a) forma relajada; b) forma enrollada.

La terapia génica se puede llevar a cabo a través de dos vias: “in vitro” e “in
vivo”. En el primer caso, la administracién de los acidos nucleicos se realiza

fuera del cuerpo del paciente, para ello se obtiene una biopsia del érgano de
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interés, se expanden las células mediante cultivo celular y se ponen en
contacto con el acido nucleico mientras estan siendo cultivadas. Esto hace
posible seleccionar las células que hayan sido modificadas genéticamente y re-
introducirlas en el paciente. En el segundo caso, el acido nucleico se suministra
directamente al individuo enfermo por cualquiera de las vias habituales
(intramuscular, oral, intravenosa, o subcutdnea). Sin embargo los riesgos y

obstaculos que presenta este procedimiento son mucho mayores.**

La introduccion de acidos nucleicos al interior de las células tanto en la terapia
génica in vivo como in vitro presenta una serie de barreras fisioldégicas que
impiden una eficiente transfeccién. A continuacién se hablara mas

detalladamente de dichas barreras.
1.1.2 Barreras fisiologicas en la terapia génica

La trayectoria de los acidos nucleicos en el proceso de la terapia génica no es
un proceso sencillo, ya que en general todos los sistemas bioldgicos siempre
intentan destruir cualquier “objeto” extrafio que penetra en su interior.!>® Las
principales barreras con las que se encuentran los acidos nucleicos son las

siguientes:
a) Captacion de los acidos nucleicos por el sistema endotelial.
b) Interacciones no especificas con los componentes de la sangre.
c) Internalizacidn de los acidos nucleicos en las células.
d) Liberacién oportuna de los acidos nucleicos en el interior de la célula.
e) Llegada de los acidos nucleicos al compartimento celular adecuado.

Estas barreras pueden depender de la propia naturaleza del acido nucleico, y/o
sistema que lo transporta. Es asi que la llegada de un acido nucleico a su
destino final en un ser vivo se ve altamente afectado por las barreras

fisioldgicas, las cuales se agravan cuando la transfeccion se realiza in vivo.

El primero de los problemas a los que se enfrentan los acidos nucleicos
(desnudos o transportados con un nanovector) al entrar en el torrente

sanguineo es la captacion del acido nucleico por parte del sistema endotelial y
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su posterior filtracién en el rifidn, provocando una pérdida total del

tratamiento.’

Otro de los problemas asociados a la terapia in vivo, son las interacciones
inespecificas con los diversos componentes de los fluidos bioldgicos. La sangre
presenta una gran cantidad de proteinas y enzimas que interaccionan de
manera destructiva con los acidos nucleicos. Cuando el acido nucleico (ya sea
desnudo o protegido) entra en el torrente sanguineo, una gran cantidad de
proteinas se adhieren a su superficie formando lo que se conoce como la
corona de proteinas. Dentro de las proteinas que forman esta corona, se
encuentran las opsoninas, las cuales funcionan como coadyuvantes de los
fagocitos en el sistema de respuesta inmune. Cuando estas proteinas se
adhieren al sistema que lleva los acidos nucleicos, desencadenan una serie de
sefales para que el sistema sea fagocitado, reduciendo asi drasticamente la
eficiencia de transfeccion.

Membrana
Celular

L

ILB Nucleasas

. S . Pl ~ Citoplasma

/

Figura 1.3. Representacion esquematica de las limitaciones farmacocinéticas de la
terapia génica basada en acidos nucleicos desnudos.

Por otra parte, la presencia de nucleasas en el suero de la sangre provoca la
ruptura de los enlaces fosfodiéster entre la pentosa y el grupo fosfato de los
acidos nucleicos, provocando su degradacién y consecuente pérdida de

actividad bioldgica (Figura 1.3).1%1°
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Una vez que el acido nucleico ha alcanzado la superficie celular se encuentra
con la siguiente barrera: la membrana celular. Primero, porque la entrada de
moléculas al interior de una célula se hace de manera selectiva siguiendo
algunos de los procesos que se detallaran mas adelante; y segundo, porque
tanto las membranas celulares como los acidos nucleicos estan cargados
negativamente, generandose repulsiones electrostaticas entre ambos (Figura
1.3).%°

Endocitosis por vesiculas Endocitosis
recubiertas con clatrina por vesiculas
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Figura 1.4. Mecanismos de internalizacidon de los acidos nucleicos al interior de las
células.

La internalizacién de los acidos nucleicos en las células no ocurre de manera
pasiva, sino que tiene lugar, principalmente, a través de diferentes vias de
endocitosis.?"?? La endocitosis es un proceso por el cual la célula introduce
particulas grandes a su interior, y lo hace por medio de una invaginacién de la
membrana plasmatica, formado una vesicula llamada endosoma, la cual
termina por desprenderse de la membrana para incorporarse al citoplasma. Se
ha demostrado que las tres vias de endocitosis seguidas en los procesos de
transfeccidon son: endocitosis mediada por vesiculas recubiertas de clatrina,
endocitosis mediada por caveolas y endocitosis mediada por vesiculas no
recubiertas (Figura 1.4). La endocitosis mediada por clatrina es el principal
mecanismo de internalizacion de macromoléculas en las células de mamiferos.
La endocitosis mediada por caveolina es la via usada por patégenos. En ambas
vias, cuando se produce la invaginacion, los endosomas estan revestidos de
clatrina o caveolina respectivamente. La habilidad de los sistemas de

transporte de acidos nucleicos de unirse a la membrana celular y penetrar en
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ella por alguna de las vias antes mencionadas dependera principalmente de la
composicién del sistema de transporte y/o su tamafo (ambas caracteristicas
son dependientes de la corona de proteinas). La via de entrada que se siga

determinara considerablemente la eficiencia de la transfeccién.??%3

Lipoplejo

Entrada directa
al niicleo por
métodos fisicos

Degradacion
por nucleasas

Traduccion  Sjytesis de
; ——>  proteina

Figura 1.5. Representacion esquematica del proceso de transfeccion.

Una vez internalizado el acido nucleico en endosomas, éstos deben ser capaces
de liberarse al citoplasma y dirigirse al organulo de interés, por ejemplo al
nucleo celular en el caso de los plasmidos. La liberacion de los acidos nucleicos
se da por la acidificacion de los endosomas cuando se fusionan con los
lisosomas (organulos celulares vesiculares que contienen enzimas hidroliticas y
proteoliticas que sirven para digerir materiales de origen externo, y que
presentan un pH interno bastante acido (4.5-5.0), comparado con el pH del
citoplasma (7.2)).* La fusién de los endosomas a los lisosomas puede
provocar dafios y degradacion de los acidos nucleicos; por lo tanto, la
velocidad a la que los acidos nucleicos logren salir del endosoma formado y
dirigirse al compartimento adecuado también es un punto crucial en el proceso

(Figura 1 . 5).15,21,25-27
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Debido a algunas de las barreras anteriormente mencionadas, en un proceso
de transfeccion se evita introducir en las células acidos nucleicos desnudos. En
la mayoria de los casos se usan sistemas que protegen el acido nucleico y
favorecen su internalizacion celular; los vectores génicos. Sin embargo, existen
otras barreras fisioldgicas que estan directamente relacionadas con el vector
gue transporta el acido nucleico, ya que es lo primero que “ven” las células

cuando éste es administrado en el torrente sanguineo.

Los fluidos bioldgicos como la sangre, el liquido tisular o el citoplasma,
presentan una gran cantidad de biomoléculas que compiten por adsorberse en
la superficie del vector. Estas biomoléculas estan conformadas principalmente
por proteinas y forman, como se ha mencionado anteriormente, la corona de
proteina.”®>’ La estructura y composicién de la corona de proteinas depende
de las propiedades fisicoquimicas del vector que transporta al acido nucleico
(tamafo, forma, naturaleza, composicidn, carga y grupos funcionales
presentes en su superficie), del entorno fisiolégico (sangre, liquido tisular,
citoplasma, etc.), de la temperatura, y de la duracién de la exposicidn.3°:323849
La corona de proteinas altera el tamafio y composicion superficial de los
vectores, provocando que éstos tengan una nueva identidad bioldgica cuando
son reconocidos por las células.?'**3* Es asi que la corona de proteinas juega
un papel fundamental en las respuestas fisioldgicas de aglomeracion, captacion
celular, tiempo de circulacién, sefializacion, cinética, transporte, acumulacion y
toxicidad.?®3%4%5! por todo esto, la composicidn de la corona de proteinas es
practicamente Unica de cada material y depende de todos los parametros

anteriormente mencionados.

La adsorcion de proteinas en la superficie de un vector estd gobernada por
afinidades de wunién proteina-vector, asi como interacciones proteina-
proteina.®? La adsorcién de proteinas con mayor afinidad y que presentan
tiempos de intercambio largos (la desorcién de estas proteinas puede implicar
horas) forman lo que se conoce como la corona dura “hard corona”; por otra
parte, las proteinas que se adsorben con baja afinidad y presentan tiempos de
intercambio cortos forman la corona suave “soft corona”.??>>°° Evidentemente,

el proceso de adsorcidn-desorcion es un proceso dinamico (Figura 1.6), de tal
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manera que la composicion de la corona va cambiando con el tiempo hasta que
alcanza una composicién de equilibrio en un tiempo promedio de unas cuantas
horas. De hecho, la corona dura se caracteriza por tiempos de intercambio
muchos mas largos (del orden de horas) que la corona suave. En la mayoria de
los casos, proteinas con mayor abundancia en el suero son adsorbidas en la
superficie y al paso del tiempo son remplazadas por proteinas con
concentraciones menores pero con mayores afinidades a la superficie del
vector.>** De la misma forma, proteinas con mayores movilidades llegan
primero y después son remplazadas por proteinas con movilidades menores

pero con mayor afinidad superficial.

Figura 1.6. Intercambio dinamico de la corona de proteinas.>®

De esta forma, en cualquier momento, una proteina puede desorberse,
permitiendo que otras proteinas interactien con la superficie de nanomaterial.
A los cambios en la composicion de la corona de proteinas resultantes por la
adsorcidn y desorcién de proteinas se conoce como efecto Vroman.®>*
Durante la asociacidn de las proteinas del suero, el efecto Vroman puede
dividirse en dos etapas, la etapa inicial y la etapa final. La etapa inicial
involucra la rapida adsorcion de albumina, inmunoglobulinas y fibrindgeno, que
son reemplazados en un segundo paso por apoliproteinas y factores de
coagulacién.®® La albimina presenta una alta concentracién en el suero de la
sangre. Por lo que cuando el vector es introducido en el torrente sanguineo,
una capa de albumina se adsorbe en su superficie en la etapa inicial, v,

conforme pasa el tiempo, se reemplaza por proteinas con mayor afinidad de
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adsorcidn superficial.®®> La etapa final del efecto Vroman ocurre cuando
proteinas que tienen afinidades moderadas son reemplazadas por proteinas
gue presentan afinidades muy altas como son las apolipoproteinas y factores
de coagulacién.?®> Es importante destacar que algunas proteinas como las
inmunoglobulinas y fibrindbgeno pertenecen a un grupo de proteinas
coadyudantes del sistema inmunoldgico, por lo que cuando estan adsorbidas
en un material, provocan que éste rapidamente sea digerido o destruido por
las células, es decir, promueven la fagocitosis del material. Por otro lado, las
apoliproteinas son parte del grupo de las dis-opsoninas, proteinas que

prolongan el tiempo de circulacién de un vector en el torrente sanguineo. °°

Debido al cambio de la composicién en la corona de proteinas a partir de la
etapa inicial a la etapa final, el estudio temporal de la composicion de la corona
de proteinas sobre los vectores es de gran importancia, ya que permite
determinar parte del comportamiento bioldgico de los vectores, asi como lo
procesos celulares que se pueden llevar a cabo como la fagocitosis, la

captacién celular, y la toxicidad.®’

De esta forma, las consecuencias biolégicas de la existencia de la corona de
proteinas pueden ser tanto beneficiosas como perjudiciales para las
aplicaciones biomédicas de los vectores génicos no virales. Asi, por un lado
puede favorecer que el vector terapéutico alcance su diana celular, potenciar
su captacion celular, y disminuir su citotoxicidad, pero, por otra parte, también
puede provocar una rapida eliminacién del vector del torrente sanguineo o,
incluso, provocar reacciones inflamatorias. Por lo que resulta imprescindible
conocer el perfil protedmico de la corona para predecir sus efectos bioldgicos y
para ajustar las caracteristicas fisicoquimicas del vector a su pretendida

actividad bioldgica.

De todo lo anteriormente expuesto, se puede inferir que los procesos de
transfeccion celular son tremendamente complejos, ya que confluyen un
importantisimo nimero de variables extra e intracelulares. Por consiguiente,
para poder conocer en profundidad los mecanismos que regulan la transfeccion

celular es imprescindible plantear estudios claramente multidisciplinares que
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aunen los esfuerzos de varios cientificos expertos en distintas areas del
conocimiento como son la fisica, la quimica, la bioquimica y la medicina. Sélo
de esta forma se podra conseguir disenar e implementar nuevos protocolos de
terapia génica que mejoren los ya existentes, y que puedan -curar

enfermedades a nivel molecular de forma eficiente y segura.
1.2. Métodos de transfeccion

En sus primeros desarrollos, la terapia génica tanto in vivo como in vitro se
realizaba con DNA desnudo. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, los acidos nucleicos presentan una muy baja viabilidad en los
medios bioldgicos. Es por ello que se han desarrollado un gran numero de
formas para vehiculizarlos al interior de las células. Aunque se conocen
diversas formas de clasificar los métodos de transfeccion existentes, en esta
tesis se van a agrupar esencialmente en dos categorias: métodos fisicos y

métodos asistidos por vectores.

Electroporacion
Inyeccién

Hidrodinamica

Microinyeccion

Biobalistica Sonoporacion

Figura 1.7. Métodos fisicos usados en la terapia génica.
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Los métodos fisicos son aquellos que utilizan estimulos mecanicos o eléctricos
para promover la absorcion del acido nucleico terapéutico en la célula o tejido
diana. Los métodos fisicos incluyen la microinyeccidon, biobalistica,
electroporacion, sonoporacion, gradiente de presiéon e irradiacién laser (Figura
1.7).° Estos métodos, a pesar de ser operativamente sencillos, presentan
ciertas desventajas, como son: bajos niveles de transfeccidn, limitada cantidad
de DNA que puede ser transportada a las células, distribucion no homogénea
del DNA en las células y la toxicidad, ya que en muchos de los casos estos

métodos pueden provocar dafios celulares irreversibles.*®

Por otro lado, los métodos asistidos por vectores, son aquellos en los que se
utiliza un agente bioldgico o quimico para transportar los acidos nucleicos al
interior de las células. Estos vectores, ademas de proveer proteccién a los
acidos nucleicos, deben reunir una serie de caracteristicas para su uso
potencial como eficientes agentes de transfeccién. A continuacién, se

enumeran algunas de ellas:?
a) Faciles de producir y almacenar
b) Coste de produccién razonable
c) Resistencia a la degradacién
d) Inmunologicamente inertes

e) Presentar gran capacidad de compactacion de material genético de

amplio intervalo de tamafo (entre 350 a 12000 pares de bases)
f) Especificidad en los tejidos
g) Favorecer la integracion y replicacién de la secuencia introducida
h) Bajos niveles de toxicidad y/o efectos secundarios minimos.

Aunque éstas son las caracteristicas que se requieren para tener un vector
ideal, aun no se conoce ningun sistema que cumpla con todos los requisitos.
Como se vera mas adelante, cada tipo de vector presenta ventajas y

desventajas.
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Los métodos asistidos por vectores se pueden dividir en dos grandes

subgrupos: vectores virales y vectores no virales (vectores sintéticos).
1.2.1 Vectores virales

Los vectores virales fueron los primeros en ser utilizados, ya que de manera
natural los virus son capaces de transportar material genético al interior de
células huésped para su posterior replicacion.®>>® Sin embargo, para poder
utilizar un virus en terapia génica, es necesario realizar ciertas modificaciones
en su ciclo replicativo a fin de evitar que éste infecte a la célula objetivo y
genere patogenicidad. Por esta razén, a los virus utilizados en la terapia génica
se les conoce como virus recombinantes o defectivos. Una vez modificado el
virus, se procede a sustituir el genoma viral por el acido nucleico terapéutico.
Desafortunadamente, las transformaciones en los virus han resultado ser
bastante complejas y solo los virus mas simples (retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados (AAV), poxvirus, vavaccinia virus, lentivirus y el virus del
herpes) han sido modificados exitosamente para su uso como vectores de

transfeccion (Figura 1.8).%°>%%4

Los retrovirus fueron los primeros en ser empleados en terapia génica; sin

embargo, su uso ha ido disminuyendo con el paso del tiempo, debido a una

serie de resultados adversos encontrados en algunos ensayos de sindrome de
) 65

inmunodeficiencia combinada severa (SCID

Retrovirus Adenovirus Adeno-associated
virus

Poxvirus Herpes simplex virus

Figura 1.8. Tipos de virus usados en la terapia génica.
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Los vectores virales mas usados actualmente en terapia génica son los
adenovirus (23% de todas las pruebas clinicas, ver Figura 1.9), ya que
presentan una capacidad de transporte de DNA en general superior a la del
resto de vectores virales. Ademas, las mayores ventajas que presentan los
adenovirus son: su capacidad para lograr una alta eficiencia en la traduccién,
sus altos niveles de expresién génica y capacidad de transfectar células que no
estan en divisién, asi como una menor respuesta inmune que otros vectores

virales.

Aunque durante estos afos se han encontrado niveles terapéuticamente
relevantes de expresidn génica en diferentes &rganos para distintas

66-72 v que mas de las dos terceras

enfermedades utilizando vectores virales,
partes de los ensayos clinicos realizados hasta la fecha (Figura 1.9) se han
realizado con estos vectores, aun existen graves riesgos y limitaciones
relativos a su aplicabilidad.”> Por un lado, los vectores virales son
potencialmente capaces de recombinarse con virus competentes para la
replicacion, pueden inducir una respuesta inmune o inflamatoria, vy
eventualmente, su informacidon genética podria insertarse en el genoma del
huésped.’>”3 Por otra parte la fabricacién a gran escala, incluso de los virus

mas simples aun no es posible.

En la actualidad, a nivel global se han aprobado cuatro tratamientos basados
en vectores virales (Europa, 1, USA, 1, y China, 2). La Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) aprobd el uso de Glybera®(UniQure), tratamiento basado
en un vector de AAV que codifica el gen de la lipoproteina lipasa humana
indicado para el tratamiento de la deficiencia de lipoproteina lipasa (LPLD), una
enfermedad hereditaria muy poco comuln que se asocia con inflamacién del
pancreas. La Administracién de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (FDA) ha
aprobado muy recientemente el uso de Mycadyr (Celladon) para el tratamiento
de insuficiencias cardiacas, usando también un AAV que remplaza el gen
SERCA2a.’* Las autoridades chinas han sido mas permisivas, y aprobaron el
uso de dos sistemas: en 2003 se aprobd el Gendicine de Shenzhen

SiBionoGenTech, basado en un adenovirus para el tratamiento de cancer de
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cabeza y cuello,”” y en 2005 se aprobé el uso del adenovirus oncolitico (H101)

para el tratamiento de células tumorales.”®

H Adenovirus 23.4% (n=478) H Retrovirus 19.2% (n=392)

i Plasmido desnudo 17.8% (n=365) M Virus Vaccinia 7.9% (n=161)
i Lipofeccién 5.5% (n=113) M Virus AVA 5.3% (n=109)

M Poxivirus 4.7% (n=97) M Lentivirus 3.5% (n=71)

u Yirus de Herpes 3% (n=62) M Otros Vectores 6.4% (n=131)

u Desconocidos 3.2% (n=66)
Figura 1.9. Vectores usados en los diferentes ensayos clinicos de terapia génica.®

Actualmente se siguen desarrollando gran cantidad de tratamientos basados
en vectores virales, algunos con resultados muy interesantes; sin embargo,
debido a todos los inconvenientes que dichos vectores presentan, como la
respuesta inmune, oncogenicidad y la limitacion de tamafio de las cadenas de
DNA que pueden transportar, es necesario seguir buscando vectores de

transfeccion mas eficientes y seguros.
1.2.2 Vectores no virales

Los vectores no virales, por otra parte, son todos aquellos sistemas de
origen no viral, capaces de transportar secuencias de acidos nucleicos. Los
vectores no virales, a diferencia de los virales, no presentan respuesta inmune,
son relativamente mas faciles de preparar y son capaces de empaquetar
mayores cantidades de DNA. Actualmente, los vectores no virales han ido
cobrando cada vez mas importancia. En esta época, donde la nanotecnologia y

la ciencia de los materiales avanzan a pasos agigantados, los materiales
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sintéticos pueden ser disefados practicamente a medida, con las
funcionalidades deseadas en términos de biodisponibilidad y biocompatibilidad,
con capacidades para compactar y proteger los acidos nucleicos, asi como
propiedades que les permitan atravesar las membranas celulares y llegar a los
sitios requeridos a nivel celular. La cantidad de vectores disefiados para este
propdsito, asi como la comprension de su interaccion con los acidos nucleicos,

ha aumentado considerablemente.

En la dltima década, se han realizado enormes esfuerzos en el campo de los
vectores no virales, enfocados al disefio de sistemas que presenten elementos
funcionales que permitan superar las barreras fisioldgicas a fin de mejorar su
eficiencia. De esta forma, las investigaciones se han ido dirigiendo a los

siguientes aspectos:

a) Mejorar la condensacion y proteccion de los acidos nucleicos en el

medio extracelular.

b) Aumentar la captacion celular por mecanismos especificos con la

incorporacién de receptores superficiales.

c) Promover la liberacién del endosoma por agentes desestabilizadores

o estructuras sensibles a cambios de pH.

d) Explotar la maquinaria del transporte intracelular activo para dirigir

su movimiento en el citoplasma.

e) Dirigir el vector a los poros de la membrana nuclear mediante

antenas de localizacion.

f) Mejorar la biocompatibilidad para evitar respuestas en el sistema

inmune o interacciones no especificas con el medio bioldgico.

El encontrar sistemas que rednan éstos requisitos es un trabajo arduo que
requiere un estudio integral de varias areas del conocimiento. Existe una gran
variedad de sistemas que se pueden usar como vectores no virales: liposomas,
polimeros, nanoparticulas (NPs), ciclodextrinas (CDs), calixarenos,
polielectrolitos, dendrimeros y dispositivos supramoleculares.”’”°> Cada uno de

estos sistemas ha demostrado ser capaz de compactar, transportar, proteger y
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liberar los acidos nucleicos dentro de las células en mayor o menor medida. Sin
embargo, las eficiencias de transfeccion en muchos de los casos no logran ser
lo suficientemente buenas en comparacién con los vectores virales, y, a pesar
de que este tipo de vectores no desencadenan respuesta inmune, en muchos
de los casos presentan niveles considerables de toxicidad. Entre el conjunto de
vectores no virales, los vectores lipidicos se presentan como una importante
alternativa a los sistemas viricos, al no resultar peligrosos, presentar baja

respuesta inmune y elevada capacidad de transporte de los acidos nucleicos.
1.2.2.1 Vectores Lipidicos

El método mas ampliamente usado y donde hasta ahora se han obtenidos los
mejores resultados se basa en el uso de sistemas lipidicos como vectores de
transfeccidn, lo que cominmente se conoce como “lipofeccion (Figura 1.9).
Actualmente se pueden encontrar varias formulaciones lipidicas en el mercado
para ensayos in vitro, como, Lipofectamina (Life Technology), Escort (Sigma
Aldrich) y Turbofect (Thermo scientific), cada una con sus variantes. Sin
embargo, y a pesar de los grandes avances que se han realizado en esta area,
ninguna de estas formulaciones ha logrado superar las barreras fisioldgicas, en
términos transfecciéon y viabilidad celular requeridas para que llevar estos
sistemas a ensayos in vivo viables. Es por ello que, para lograr que la
lipofeccién sea un verdadero sustituto de los vectores virales, es necesario
seguir investigando y trabajando en la busqueda de sistemas capaces de
mejorar las eficiencias de transfeccidén para distintos tipos de acidos nucleicos y

lineas celulares, asi como reducir los niveles de toxicidad.

Los vectores lipidicos estan constituidos esencialmente por mezclas de
moléculas anfifilicas de muy variada estructura y propiedades. Como es sabido,
toda molécula anfifilica se caracteriza por presentar en su estructura una
regién polar, idnica o no, de caracter hidrofilico, formada por una o mas grupos
polares, y una region apolar hidrofébica formada generalmente por una o mas
cadenas hidrocarbonadas alifadticas. Una de las caracteristicas mas
significativas de estas moléculas es su tendencia a autoagregarse en disolucion

acuosa mediante un proceso cooperativo conducido por la tendencia de las
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cadenas hidrocarbonadas de las moléculas anfifilicas a reducir su contacto con
el agua.®®°* Como resultado de este fendmeno de autoasociacidon, se forman
una amplia variedad de nanoagregados y/o fases de cristal liquido liotrépico

(fases lamelares, hexagonales y cubicas).

Esta asociacidn es de tipo fisico, y por esta razén, pueden cambiar el tamafio o
la forma de las nanoestructuras como respuesta a pequefios cambios en
concentracidn, fuerza idnica, temperatura, pH y presién.*>°® En los agregados
coloidales directos (en medio acuoso), los grupos hidrofébicos evitan el
contacto con el agua, mientras que los grupos hidrofilicos se localizan en su
superficie, interaccionando con el agua y con cierta cantidad de contraiones no
disociados. Estos nanoagregados son termodinamicamente estables y estan en

equilibrio quimico dindmico con las moléculas anfifilicas libres.9*°7%°

Si bien la formacidon de estos nanoagregados se ve favorecida por la supresiéon
de las interacciones desfavorables entre las cadenas hidrofobas y el agua, es
de destacar la existencia de interacciones que se oponen a la formacion de
estos agregados. Entre ellas, las principales son las interacciones
electrostaticas repulsivas entre los grupos polares y las interacciones estéricas
que tienen lugar entre ellas y entre las cadenas hidréfobas.?>°41%° E| balance
entre las interacciones repulsivas y las atractivas da lugar a agregados de
tamafio finito. La forma de las distintas estructuras coloidales viene
determinada por el valor del parametro de empaquetamiento, P, definido
por lIsraelachvili en funcidon de las caracteristicas geométricas la molécula

anfifilica:94:95:100,101

p=—" (1.1)

donde v es el volumen de las cadenas hidrocarbonadas, asumiendo que son
fluidas e incompresibles, Ic es la longitud critica de la cadena hidrocarbonada,
es decir, la longitud maxima efectiva que pueden alcanzar las cadenas cuando
forman parte del agregado coloidal, y ap es el area efectiva de la cabeza polar

en la superficie del agregado (Figura 1.10).
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Volumen v .
Area a,

Figura 1.10. Representacion esquematica de los paradmetros moleculares de los que
depende el parametro de empaquetamiento, P.

Tanford propuso un modelo para estimar el volumen vy la longitud de la regién

apolar en funcidn del nimero de carbonos de la cadena hidréfoba, n.:3102193
v = 0.027 +0.0269n. nm? (1.2)
lc=0.15+ 0.127 nc nm (1.3)

Las moléculas anfifilicas con parametros de empaquetamiento de 1/2 < P <1
dan lugar a vesiculas o liposomas?® (bicapas flexibles, Figura 1.11a), como es el
caso de los fosfolipidos y tensioactivos de doble cadena.’*°> Cuando el P = 1,
las moléculas anfifilicas se organizan en forma de bicapas planas (Figura
1.11b) y cuando el P > 1, las moléculas tienden a agregarse en fases

hexagonales inversas.

Para la formacion de vectores lipidicos, se prefiere utilizar moléculas
anfifilicas de doble cadena hidrofdbica (a los que a partir de ahora nos
referiremos como lipidos), ya que presentan muy baja solubilidad
respecto a los de cadena sencilla. Esto provoca que la agregacién de los
lipidos se produzca a concentraciones mucho mas pequefias (unas 10°
veces menor), conocida como concentracion vesicular critica, cvc.”” La
nanoestructura principalmente formada por éste tipo de lipidos son los
liposomas, los cuales estan constituidos por bicapas curvadas y cerradas (de
entre 4 y 5 nm de espesor generalmente) en las que las dos superficies polares

mantienen contacto con el medio acuoso y protegen a las cadenas hidrofébicas

@ Rigurosamente, el nombre de vesiculas se reserva a las formadas por tensioactivos de origen
sintético, mientras que el nombre de liposomas se destina a los formados por fosfolipidos. Sin
embargo, es habitual en este campo encontrar ambas denominaciones para cualquiera de las
dos composiciones.
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94,95,104,105

del mismo, presentando de este modo un compartimento acuoso

interno separado de la fase acuosa externa por la bicapa.

- -
: - '.-
..Q.......Q.. Q

v

Figura 1.11. Secciones de los diferentes modos de agregacidon supramolecular mas
comunes en disolucién acuosa: a) vesicula o liposoma (bicapa curva flexible) y b)
bicapa lipidica plana.

La composicion, asi como la distinta naturaleza de las cadenas
hidrocarbonadas y regiones polares de los lipidos, determinan muchas
propiedades superficiales y de membrana, tales como la carga superficial,
interacciones estéricas o la rigidez de la membrana.®® Esta Ultima propiedad
cobra vital importancia a la hora de la preparaciéon de los liposomas, y viene
manifestada por la presencia de mesomorfismo termotrépico. La existencia de
este estado intermedio entre el liquido y el cristal, denominado gel, se
demuestra con pequefios cambios estructurales y se produce a una cierta

%8 como consecuencia de

temperatura de transicion de fase termotrépica, T,
las diferencias de polaridad existentes en el lipido. Por debajo de la T, los
lipidos en la bicapa (asi como una cierta cantidad de moléculas de agua) estan
altamente ordenados en estado gel, con las cadenas alquilicas en conformacion
trans. Sin embargo, por encima de la T, se produce una simultdnea disociacion
del entramado idnico por la entrada de moléculas de agua y la fusién de la

94.98,106 a5 decir, un aumento del desorden, lo que convierte

region hidrofdbica,
a la membrana en una estructura mas flexible y dindmica. Estudios previos
han demostrado que la presencia de lipidos no idnicos en vesiculas mixtas hace
disminuir la T, de la membrana, todo lo contrario que los lipidos

catidnicos.107:108

Las vesiculas/liposomas se clasifican generalmente en funcion de la morfologia

o naturaleza y del nimero de membranas o lamelas: 104106
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a) SUV: vesiculas unilamelares pequefias de entre 20 y 50 nm de

tamano.

b) LUV: vesiculas unilamelares grandes comprendidas en un intervalo

de tamanos de 50 a 500 nm.

c) GUV: vesiculas unilamelares gigantes con tamafos superiores a 1

pum.

d) LMV: vesiculas multilamelares. Su tamafio varia en funcién del

numero de bicapas, pudiendo llegar a tamanos superiores a 10 pm.

Los liposomas pueden estar constituidos por uno o varios tipos de
fosfolipidos, pudiendo llegar a contener algin otro componente (lipidos de
doble cadena, colesterol o derivados, glicolipidos, acidos grasos, proteinas,
etc.). Por este motivo, y a diferencia de las vesiculas no fosfolipidicas, se hace
necesario un gran aporte energético para su preparacion, llegandose a obtener
liposomas de muy variada estabilidad y tamafio, en funcién del método
aplicado, aun partiendo de una misma composicion. Al desequilibrio
termodinamico hay que afadirle la propia inestabilidad quimica fomentada por
la tendencia de los fosfolipidos a oxidarse y degradarse (reacciones de
hidrolisis y oxidacién lipidica), mds aun si cabe en estado hidratado y/o
temperatura ambiente, condiciones habituales de experimentacién.’ Todo ello
hace del manejo de los liposomas una complicada labor experimental, asi como
una preparacion mucho mas prolongada, laboriosa y pautada que en el caso de

las vesiculas comunes.

Los liposomas han sido usados ampliamente en la industria farmacéutica
debido a las propiedades que presentan, entre ellas su gran similitud con las
membranas celulares y capacidad para transportar farmacos en su interior. A
partir de la década de los ochenta, se planted su utilizacion de liposomas

catidnicos como potenciales vectores de DNA en transfeccion.!%®

La biocompatibilidad caracteristica de los liposomas, asi como su
biodegradabilidad y el bajo efecto inmunoldgico en el organismo, ha permitido

su uso potencial como vectores en terapia génica. La transfeccion basada en
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lipofeccién se basa en la formacidon de un complejo DNA-liposoma, denominado
lipoplejo, capaz de transportar, compactar y proteger el DNA hasta su llegada
a la célula. En cuanto al tipo de liposomas, se ha observado que los catidnicos
puros (sin la presencia de un lipido coadyuvante) no contribuyen
significativamente a la transfeccién, al contrario de los liposomas catidnicos
mixtos (con un lipido coadyuvante), mas sensibles a cambios de pH vy

potencialmente mas fusogénicos.’

Los estudios realizados hasta el momento han permitido ir avanzando en el
disefio racional de lipidos, ya que gran parte del éxito en la transfeccion
depende de la estructura que presenta el lipido. Es importante sefalar que la
eficiencia de transfeccion que presenta un lipido no depende Unicamente de
una de sus partes, sino de la combinacion de ellas. Es asi que la longitud y
numero de las colas hidrofdbicas, el nUmero y la naturaleza de las cabezas
polares (tamafio y carga) y el espaciador en el caso de lipidos del tipo géminis,
juegan un papel importante en el proceso de transfeccion. Bhattacharya et. al.
presenta una serie de consideraciones importantes para el disefio de lipidos

usados en transfeccion.®°

Hasta el momento se sabe que lipidos con cadenas hidrocarbonadas con
longitudes de entre 16 a 18 dtomos de carbono son las que presentan mejores
resultados de transfeccion. De igual forma, si las cadenas presentan
insaturaciones, se observa que la bicapa se hace mas fluida, favoreciendo las
interacciones de los lipoplejos con las membranas celulares. A nivel del grupo
polar, las variaciones tanto de carga como del numero de grupos producen

cambios considerables.621/110

Dependiendo de la carga que presenten los lipidos en los grupos polares, éstos
pueden ser catidnicos, anidnicos, neutros o zwitteridnicos. Debido a la
naturaleza negativa del DNA, los principales sistemas usados en la lipofeccién,
son los vectores lipidicos catidnicos. Sin embargo, también existen estudios
con vectores lipidicos anidnicos y neutros.**'* A continuacién, se hablard mas

ampliamente de los vectores lipidicos catidonicos, tanto de de uno como de dos
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(tipo géminis) grupos polares, de vectores lipidicos anidnicos y vectores

lipidicos con macrociclos en su estructura, como agentes de transfeccion.
Vectores lipidicos catidnicos

Los vectores lipidicos cationicos estan formados por lipidos que presentan una
carga positiva en su o sus grupos polares (lipidos catidnicos, CL), de tal forma
gue la carga superficial del liposoma es positiva. Esta caracteristica favorece la
interaccién electrostatica espontanea con las cargas negativas de los grupos
fosfato del DNA, es decir la formacion del lipoplejo. Al mismo tiempo, la carga
de los liposomas catidnicos favorece la interaccién con los componentes
negativos de las membranas celulares en la captacién celular.®**** Ademas los
liposomas catiénicos protegen al DNA de la degradacidon por las enzimas

DNAasas que se encuentran en los medios bioldgicos.

En 1987, Felgner demostré que los liposomas catidnicos formados por cloruro
de N-[1-(2,3-dioleiloxipropil)]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA) mejoraban
sustancialmente la eficiencia de transfeccion en comparacion con otros
vectores no virales.”” A partir del trabajo realizado por Felgner, se han llevado
a cabo numerosas investigaciones con el fin de intentar comprender las
interacciones electrostaticas entre los liposomas y el DNA, las fuerzas
entrépicas que gobiernan el proceso de agregacion y las interacciones del

complejo formado en los medios bioldgicos y las células.

Desde que el primer lipido catidonico (DOTMA) fue usado como vector de
transfeccién,”” se han trabajado con una gran variedad de CLs, tanto
comerciales como de sintesis. Entre los lipidos mas ampliamente estudiados se
encuentran el DOTAP, DC-Chol, DOGS y el DOSPA (Figura 1.12). Sin embargo
en la literatura se puede encontrar una gran cantidad de lipidos no comerciales
con diferentes variaciones estructurales usados como vectores en terapia
génica.21'8°'115
Los lipidos catidnicos que mas se han estudiado pertenecen a uno de los
siguientes grupos: lipidos monovalentes, divalentes, polivalentes, derivados de
colesterol y lipidos de tipo géminis (Figura 1.12). Por otra parte, los grupos

polares catiénicos mas ampliamente usados son amonio, imidazol vy
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amina/poliaminas. De todos los trabajos realizados, se ha visto que en la
mayoria de los casos, los sistemas multivalentes son mas eficientes que los

monovalentes en la transfeccion.

Monovalentes

uy

(0]
DOTAP \/\/\/\/=\/\/\/\)J\ 7
O
%

A/\A/\_/\/\W

DOTMA

DC-Chol

DOSPA

A N
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Figura 1.12. Estructuras de los distintos tipos de lipidos usados en la terapia génica.

Los lipidos tipo gémini (CGLs) han cobrado gran importancia en la

80,116-119 y3 que varios estudios han encontrado que dichos sistemas

lipofeccidn,
mejoran los niveles de transfeccién en gran medida en comparacién con los
resultados obtenidos mediante la transfeccion con lipidos catidnicos
convencionales. Estos compuestos estan constituidos por dos grupos polares
de diversa naturaleza, unidos cada uno a una o dos cadena hidrofdbica de

longitud variable, y entre si por una cadena espaciadora de tipo y longitud
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variable.!'%12° Una de las ventajas que presenta este tipo de lipidos es que no
sblo es posible realizar modificaciones estructurales en los grupos polares y las
cadenas hidrofébicas, sino que también se puede modificar el grupo
espaciador.!®121122 Hasta ahora, se han llevado a cabo varios estudios con
diferentes tipos de espaciadores, encontrando que, en efecto, el espaciador
interviene de forma importante en el proceso de compactaciéon y liberacién del
DNA. Los resultados obtenidos muestran que, en general, lipidos con
espaciadores flexibles, cortos o hidrofilicos presentan mejores eficiencias de
transfeccion que aquellos que presentan espaciadores rigidos, muy largos, o

hidrofébicos.™312% Tanto estos lipidos como los multivalentes!?’

(con mas de
dos cargas positivas), ofrecen la ventaja sobre los lipidos catidnicos (CLs)
convencionales (una carga positiva - dos cadenas hidrofdbicas) de ofrecer una
mayor densidad de carga positiva por cadena, y por lo tanto una potencial
menor citotoxicidad. Es por ello que los GCLs han sido ampliamente estudiados

durante la realizacion de esta tesis doctoral.

Aunque los lipidos catidnicos son capaces de compactar eficientemente el DNA,
un gran numero de estudios ha demostrado que los liposomas catidnicos
puros, no favorecen la transfeccion y presentan niveles altos de citotoxicidad.
Es asi que la mayoria de los liposomas catidnicos utilizados en terapia génica
estan formados por la mezcla de un lipido catidénico y un lipido zwitteridnico o

neutro que funciona como coadyudante.

Estos lipidos zwiteridnicos se caracterizan por presentar carga positiva y
negativa en la misma molécula, siendo, por tanto, el pH del medio el que
determina la carga neta global. Habitualmente, se utilizan mezclados en
distintas proporciones con el lipido catiénico a un pH tal que su carga neta sea
nula. Se les considera imprescindibles en la transfeccion ya que disminuyen la
temperatura de transicion gel-fluido, T.,, de las bicapas lipidicas,
fluidificandolas y favoreciendo asi la fusidon con la membrana celular (caracter
fusogénico) lo que provoca un aumento en los niveles de transfeccién,?>12813!
El lipido mas usado como coadyudante es el 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE, Figura 1.12). Se sabe que el uso de DOPE reduce la

128,129

citotoxicidad proveniente por el lipido catidnico, y ciertos estudios han
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demostrado ademas, que este fosfolipido facilita la liberacion de contraiones de
la superficie lipidica por el acercamiento del DNA%®132:13% v disminuye la
hidratacidon lipidica.’***3> Por otra parte se sabe que éste lipido induce la

formacién de fases hexagonales, de las que se hablard mas adelante.

Sin embargo, a pesar de que los liposomas catidnicos mixtos (lipido catidnico +
zwiteridnico) son eficientes vectores de transfeccién, presentan una serie de

inconvenientes:

a) Los niveles de transfeccién logrados son inferiores a los obtenidos

mediante vectores virales.
b) Presentan interacciones desfavorables con las proteinas de la sangre.
¢) No presentan especificad a nivel celular.
d) En ensayos in vivo presentan problemas de difusion en el organismo.

Debido a todas estas desventajas, otro planteamiento es el uso de vectores
lipidicos anidnicos como una alternativa potencialmente plausible a la

lipofeccidn catidnica.
Vectores lipidicos anidnicos

El uso de vectores lipidicos anidnicos en terapia génica ha recibido mucha
menos atencidén que los vectores lipidicos catidnicos. La carga negativa del
grupo polar de los lipidos aniénicos (ALs) impide su asociacién con el DNA
debido a la fuerza electrostatica repulsiva que existe entre los grupos fosfato
del DNA vy el grupo anidénico del lipido. Sin embargo, es posible mitigar este
efecto por el uso de cationes divalentes que anulan las repulsiones

electrostaticas y facilitan la formacién del lipoplejo.t!

Debido a que los
vectores lipidicos anidnicos estan constituidos en su mayor parte por
fosfolipidos que se encuentran naturalmente en las membranas celulares
(fosfatidilglicerol y fosfatidilcolina), estos lipoplejos son biocompatibles vy
presentan bajos niveles de toxicidad. Ademas, la fagocitosis de los lipoplejos
con potenciales de membrana negativos por macréfagos es menor que para los
lipoplejos catidnicos, lo cual se debe a que la mayoria de las proteinas de

reconocimiento celular en los medios bioldgicos estan cargadas negativamente,
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por lo cual las interacciones electrostaticas no son favorables.*®* Todos estos
factores hacen pensar que podrian ser una buena plataforma para la terapia

génica en ciertas condiciones.

Como se menciond anteriormente, el uso de cationes divalentes es crucial para
la formacién de los lipoplejos con liposomas anidnicos. Los cationes usados en
la bibliografia incluyen: Ca®*, Mg?*, Co?*, Cd** y Zn?*.13%137 De todos ellos, el
calcio ha demostrado ser el mejor, ya que ademas de compactar de manera
mas eficiente al DNA a los liposomas anidnicos,'*”**® también promueve la

entrada de los lipoplejos al interior de las células.!!

En general, los pocos estudios existentes indican que los liposomas anidnicos
presentan resultados de transfeccion moderados. Al igual que para los
liposomas catidnicos, el uso de lipido coadyudante DOPE ha demostrado
aumentar las eficiencias de transfeccion en los liposomas anidnicos. Sin
embargo, los resultados de transfeccidn obtenidos hasta el momento con este
tipo de sistemas no han logrado superar los valores encontrados en algunos

sistemas catidnicos.
Vectores lipidicos con macrociclos en su estructura

Uno de los principales problemas asociados a los vectores lipidicos presentados
en la seccidn anterior es el poco control que se tiene sobre las estructuras
multilamelares y hexagonales que se forman cuando el liposoma interacciona
con el DNA, y sobre sus tamafios y polidispesidades.”® 3% parte de estos
problemas podrian resolverse con el disefio de nuevos agentes quimicos que
presenten estructuras bien definidas, que controlen su agregacién en presencia
de DNA y que se mantengan estables en medios bioldgicos. El desarrollo de la
nanotecnologia y de la quimica supramolecular ha dado como resultado la
posibilidad de obtener sistemas con alto grado de organizacién supramolecular.
Entre los compuestos que presentan estas caracteristicas, los macrociclos
como los fulerenos, ciclodextrinas, calixarenos y pilararenos son
particularmente prometedores ya que son capaces de presentar una tipologia
3D muy bien definida. Sin embargo, el verdadero potencial de este tipo de

vector en terapia génica surge de la posibilidad de ser selectivamente
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funcionalizados. De hecho, se han sintetizado en los Ultimos anos una serie
importante de vectores biocompatibles basados en macrociclos, en los que sus
capacidades como agentes de transfeccion han sido moduladas de acuerdo a
un plan previamente disefiado. Todos estos sistemas tienen en comun una
caracteristica muy interesante para nuestros objetivos, su anfifilicidad facial, es
decir el hecho de presentar dos caras con caracteristicas diferentes y
funcionalizables. De esta forma, este tipo de macrociclos surgen de la
incorporacion secuencial y controlada de diferentes entidades tipo policatiénico
en uno de los lados de la molécula y de tipo lipidico en el otro lado, lo que les

confiere la marcada anfifilicidad facial antes comentada.

El vector resultante tenderd a autoagregarse en medios polares como el
fisiolégico y presentara, en principio, buenas aptitudes para biomimetizarse
con la membrana celular y atravesarla, dos caracteristicas muy adecuadas
para poder ser un buen vector génico. Son, por tanto, vectores multivalentes
(varias cargas positivas), que aunan las capacidades de los conocidos lipidos

cationicos, por un lado, y de los polimeros catiénicos, por otro.

Los primeros ejemplos de macrociclos usados como vectores no virales fueron
propuestos por el grupo de Aoyama Yy Ungaro quienes usaron
calix[4]resorciarenos y calix[4]arenos, respectivamente.'*''*? Desde entonces,
se han usado varios tipos de macrociclos con este propédsito. Los fulerenos
forman complejos estables con DNA, aunque con un tamafo relativamente
grande, lo que dificulta su internalizacidon en las células, y con elevados niveles
de toxicidad.®® Otro de los macrociclos comlUnmente utilizados son las
ciclodextrinas, las cuales forman complejos estables con DNA con tamafos de
entre 40-47 nm, exhiben niveles significativos de transfecciéon en ensayos in
vitro y con bajos niveles de toxicidad.®® Sin embargo, las modificaciones
quimicas regioselectivas en las ciclodextrinas son complicadas, lo que las hace

productos bastante costosos.

Los calixarenos son compuestos que han despertado gran interés en su
utilizacion como vectores de transfeccion en terapia génica debido a sus

caracteristicas. Un calixareno es un macrociclo basado en un producto de
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hidroquilacién entre un fenol y un aldehido. La palabra calixareno deriva de la
palabra “caliz”, ya que es la forma estructural a la que se asemeja esta
molécula (Figura 1.13).°*'*® Los calixarenos como ya se ha comentado, pueden
presentar diferentes grupos funcionales tanto en los bordes superiores como
inferiores del macrociclo, lo que permite que sean sistemas muy versatiles y
con un amplio nUmero de opciones de preparacion. Al igual que los lipidos, los
calixarenos pueden ser moléculas anfifilicas, lo que les permite generar
agregados en disolucion. Tanto la capacidad de formar estructuras
supramoleculares, como la posibilidad de tener cabezas polares cargadas
positivamente en uno de los bordes les hacen candidatos adecuados para la
compactacion de DNA.'*%144145 A partir de los estudios realizados por el grupo
de Aoyama sobre la interaccion de los calixarenos con DNA,*¢ se han llevado a
cabo una serie de trabajos basados en este tipo de molécula, como vectores de
transfeccion.'*>147-151 Estos estudios han permitido sentar algunas bases sobre
la manera de obtener mejores resultados de transfeccién. A nivel estructural,
se ha visto que las mejores eficiencias de transfeccion se obtienen con
calixarenos que presentan cadenas de 6 a 8 atomos de carbono en el borde
inferior y cabezas de guanidinio en el borde superior. Por otra parte, el uso de
lipido coadyudante DOPE ha mejorado sustancialmente los niveles de

transfeccion.!>?

Cabe destacar que se han obtenido resultados muy
prometedores en lineas celulares de interés médico que presentan serias
dificultades para ser transfectadas con los métodos habituales, tal es el caso
de los resultados obtenidos por el grupo de Ungaro para células RD-4.1*® Los
calixarenos, ademas, presentan niveles moderados de citotoxicidad celular,
muy similares a los resultados que se obtienen con los lipidos catidnicos. De
esta forma, los calixarenos catidnicos son capaces de compactar y transfectar
adecuadamente el DNA. Sin embargo, son sistemas que aln presentan un gran
potencial de desarrollo, ya que, a pesar de que los primeros trabajos se
realizaron hace poco mas de 10 afos, la cantidad de investigaciones sobre el

tema sigue siendo muy limitada.
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Figura 1.13. Estructuras moleculares a) calixarenos; b) pilararenos.

Por otro lado, un nuevo tipo de macrociclos recientemente descubiertos son los
pilararenos, los cuales estan formados por subunidades de hidroquinonas
unidas por metilenos en sus posiciones 2 y 5 (Figura 1.13). A diferencia de
otros macrociclos que presentan forma de cono, los pilararenos adoptan una

® Actualmente, estos compuestos se estan usando en

forma tubular.’
diferentes aplicaciones quimicas y bioldgicas.’**'*® Un estudio muy reciente ha
demostrado la capacidad de los pilararenos para compactar y transfectar el
pldsmido pCMV-Luc en células Hela.'®* Aunque no esta muy claro las
propiedades que pueden presentar estos compuestos a nivel bioldgico, es una
nueva linea de vectores supramoleculares que debe estudiarse con mas

detenimiento.
1.2.2.2 Complejos vector lipidico-DNA: Lipoplejos

La informacidon de que se dispone en la literatura acerca del fendmeno de
compactacion lipidica del DNA pone de manifiesto que la formacién de los
lipoplejos constituye un fenémeno de origen tanto termodindmico como
cinético que da lugar a una gran distribucion de formas y tamafios. Se trata de
una interaccidon esencialmente electrostatica pero entrépicamente dirigida, es
decir, el incremento entrdpico originado por la liberacién de contraiones por
ambas especies es la fuerza conductora de la asociacién DNA-liposoma
(condensacién de Manning).'® Asi, la atraccién electrostatica entre ambos da
como resultado un agregado mesoscépico cuya estabilidad y cinética de
agregacion dependeran, entre otros parametros, de la composicion del
liposoma, composicién del lipoplejo, carga neta del mismo, fuerza idnica del

medio, etc.
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En el caso del DNA, parte de sus cargas negativas (grupos fosfatos) se
encuentran neutralizadas por contraiones, de modo que cuando se afiaden
sistemas catidnicos, sus grupos cargados positivamente tienden a neutralizar
por completo la carga del DNA. Para ello, los lipidos catidonicos de los liposomas
no solo neutralizan los grupos fosfatos del DNA que quedaban libres sino que
ademds reemplazan a una parte de los contraiones que inicialmente
neutralizaban la mayor parte de la carga del DNA. Paralelamente, los
contraiones de los lipidos de los liposomas también son reemplazados por las
cargas del DNA de manera que la expulsion de los respectivos contraiones son

159-161 Por el

los que dan origen a la formacién del lipoplejo resultante.
contrario, cuando el lipido es zwiteridnico o anidnico, el mecanismo de
formacién y estabilidad del lipoplejo es un proceso mas complejo que implica el
uso de cationes multivalentes que hagan de puente entre el liposoma y el DNA.
Estos contraiones de carga positiva se hallan inicialmente proximos a las
cargas de los fosfolipidos y a los grupos cargados del DNA de modo que para
que el complejo se pueda formar, es necesario que el sistema experimente un
proceso de inversion de carga, ya sea del liposoma o del DNA. Este fendmeno,
también conocido como efecto de sobrecarga, consiste en la capacidad de un
coloide cargado de atraer contraiones hasta el punto de que la carga neta del
sistema sea de signo contrario a la que el coloide poseia originalmente. En la
actualidad, aunque existe aun mucha controversia acerca del mecanismo de

inversion de carga, sus aplicaciones biomédicas son cada vez mas frecuentes.

Por consiguiente, es crucial analizar y comprender el balance de cargas y la
interaccién electrostatica que dan origen a la formaciéon del lipoplejo. La
caracterizacion electroquimica de los lipoplejos constituye, de hecho, el punto
de arranque sobre el que se asienta el conjunto de estudios, no solo los
biofisicos, sino también los estudios biogquimicos. Como se ha mencionado
anteriormente, en la formacién del lipoplejo se produce un balance entre las
cargas positivas del lipido catidénico y las negativas del DNA, y por ello, las
propiedades electroquimicas, como la movilidad electroforética y las

propiedades que de ella derivan, el potencial zeta, {, o la densidad de carga
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superficial, o;, son las que pueden aportar la informacion mas completa del

citado proceso.

Se sabe que la composicion tanto del liposoma catiénico como del lipoplejo son
factores que tienen una gran influencia en su comportamiento, caracteristicas
y estructura, y, por consiguiente, son determinantes en sus prestaciones
finales como vectores génicos. La composicién del liposoma se expresa
normalmente en términos de su fraccion molar, o, mientras que para la
composicion del lipoplejo se suelen utilizar en la bibliografia dos parametros
adimensionales, la relacion de masas (L/D) o su relacion de cargas efectivas,
peff, que nos informa del cociente entre las cargas positivas efectivas aportadas
por el vector lipidico catidénico y las cargas negativas efectivas aportadas por
los grupos fosfato del DNA. Estas magnitudes estan relacionadas a través de

las siguientes ecuaciones:

+ 0
L:i (1.4)
D D
o= L/ML+ (1.5)
L'/M,. +L'/M,,
o4 LM,
n° qpnaD/ Mbp (1.6)

en las que L™ y L° son las masas de lipido catidnico y lipido neutro,
respectivamente (L = L* + L° siendo L la masa total de lipido); D es la masa

de DNA; M.y M, son sus masas molares; n* y n” son el nimero de moles de
cargas positivas y negativas; q. y gy, son las cargas de lipido catidnico vy
DNA (por par de bases, en adelante bp); y M, es la masa molar promedio de

DNA por bp.

Por definicién, la composicion del lipoplejo para la que el niUmero de cargas

positivas aportadas por el lipido catiénico es igual al numero de cargas
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negativas aportadas por los grupos fosfato del DNA (p = 1) se conoce como
relacion de electroneutralidad, (L/D),, y es caracteristica de cada sistema.
Conocer la composicidon del complejo para la cual se da la electroneutralidad es
importante porque para composiciones mayores, i.e. p > 1 y/o (L/D) > (L/D),,
los lipoplejos no so6lo protegen el DNA sino que facilitan su transfeccion a las
células. Lipoplejos que presentan una carga superficial neta positiva pueden
interaccionar de manera mas eficiente con la membrana celular, cargada
negativamente. Por tanto, a partir de esta composicidn, los lipoplejos se
convierten en vectores génicos potencialmente aceptables, por lo que la
composicién de electroneutralidad marca un limite inferior de composiciones a

considerar en los siguientes estudios.

Esta relacion puede ser determinada experimentalmente, predicha
tedricamente, o estimada a partir de la siguiente ecuacién, que resulta de

combinar las ecuaciones 1.4-1.6:

(1.7)

[Lj _Go[ M, +(1-2)M, ]

D QEaMbp

Respecto a la carga que presenta el DNA, qy,, existen diversos trabajos

publicados en la bibliografia por distintos grupos de investigacion, incluido el
nuestro, que han confirmado que el DNA lineal, como el del timo de ternera
(ctDNA) o el del esperma de salmdn, ofrecen toda su carga negativa accesible

al lipido catidnico, y por tanto, G..ona= -2 (por bp). Sin embargo,

experimentos recientes de nuestro grupo han demostrado que a pH fisiolégico
y dependiendo de la fuerza idnica, el plasmido pEGFP-C3, pDNA, permanece en
una conformacion superenrollada, de modo que ofrece una carga negativa

menor que su carga nominal, es decir, g, << -2.'*>'?*!*! Una evidencia

experimental indiscutible de este hecho es que el valor experimental de (L/D),,
es menor en presencia de pDNA que con el ctDNA para un mismo liposoma
mixto, lo que significa que para alcanzar la electroneutralidad del lipoplejo (y
por tanto para formar el lipoplejo con carga positiva) es necesaria una menor

cantidad de liposoma mixto catidnico cuando éste compacta el pDNA. Esta
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evidencia se ha observado en todos los sistemas estudiados hasta el

momento. 126161

Resulta evidente, por tanto, que cualquier estudio biofisico o bioquimico de
lipoplejos debe empezar por la determinacion de las cargas reales o efectivas

de ambos compuestos, el lipido cationico, q., y el plasmido, q,,, cuando

forman el lipoplejo, habida cuenta de que el lipido zwitteridnico, DOPE, siempre
presente, presenta carga neta nula a pH fisioldgico. Brevemente, el protocolo

disefiado por nuestro grupo a este respecto consta de los siguientes pasos:

determinacion de la carga efectiva del lipido catiénico, q’., para un cierto

valor de la fraccion molar, o, a partir de la ecuacion 1.8 y haciendo uso del
valor de (L/D), determinado experimentalmente con el potencial zeta para

el lipoplejo que se esté caracterizando, CL/DOPE-ctDNA (en el que q;....ona

= -2). Los resultados obtenidos en los ultimos afios apuntan a que las
cabezas polares de los lipidos catidnicos utilizados para preparar los
lipoplejos poseen una carga efectiva que en algunos casos coincide con su
carga nominal (+1 para los lipidos monovalentes CL y +2 para los
divalentes, GCL), pero que en la mayoria de los casos de los lipidos tipo

géminis la carga es ligeramente menor;

o _ Gona®M +(1-0t)MLU

Q" - (1.8)
(L/D),aMy,

determinaciéon de la carga efectiva del plasmido (por par de bases), Gpona s @

partir del mismo tipo de medidas de potencial zeta, determinando (L/D), del
lipoplejo en las mismas condiciones experimentales, pero ahora utilizando
el plasmido circular superenrollado, en vez del lineal ctDNA, y haciendo uso

de la ecuacion:

q, :(Lj q;aMbp
PPNA D p [aML++(1—a)ML0]

(1.9)
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Se ha encontrado que los valores de q,,,, en una gran cantidad de lipoplejos y

a varias fracciones molares del lipido catiénico en el liposoma mixto, o, es
menor o incluso mucho menor que la nominal, -2 por par de bases, lo que ha
puesto de manifiesto que DNAs lineales y plasmidos de DNA tienen
comportamientos electroquimicos completamente diferentes, con importantes
implicaciones en sus capacidades transfectoras y citotoxicidad finales. Los
pldsmidos, al adoptar conformaciones superenrrolladas (sobre todo en
condiciones fisioldgicas de pH y fuerza idnica), presentan una menor carga

negativa efectiva que los DNAs lineales (q;,...ona = -2 POr par de bases) porque

parte de los contraiones permanecen neutralizando los grupos fosfatos, sin ser
desplazados por las cargas positivas de los lipidos. Por consiguiente, para una
misma cantidad de DNA, la electroneutralidad y por tanto la carga neta
positiva necesaria, se alcanzan con una menor cantidad de lipido catidnico,
reduciendo asi su citotoxicidad y alcanzando niveles de eficacia transfectora
muy adecuados y superiores a los de los estandares habitualmente utilizados.
Es por ello que una vez determinadas las cargas efectivas tanto del lipido como
del DNA el siguiente paso debe ser la determinacién de la relacion molar de

carga efectiva, per, a partir de la ecuaciéon 1.6.

Quizds una de las aportaciones mas relevantes de nuestro grupo de
investigacion al avance en este campo haya sido, precisamente, concienciar a
la comunidad cientifica de la necesidad de: i) trabajar siempre con cargas
efectivas, habida cuenta de que son diferentes a las nominales; vy ii) de llevar a
cabo los estudios biofisicos y los ensayos bioguimicos con el mismo DNA, es
decir, el estudio biofisico se debe realizar con el plasmido pDNA con el que
luego se va a transfectar las células, habida cuenta de que su comportamiento
elctroquimico es tan diferente al del ctDNA (tradicionalmente usado en las

caracterizaciones biofisicas en la literatura).

Por otra parte, cuando se forma el lipoplejo, éste tiende a organizarse en
diferentes fases de cristal liquido lidtropico documentadas ampliamente en la
literatura. En una primera etapa, los segmentos de DNA cubren la superficie de

los liposomas catidnicos por la accidon de una fuerte interaccion electrostatica
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entrépicamente dirigida, como se ha comentado previamente. En una segunda
etapa, las bicapas de fosfolipidos de los liposomas se rompen y se reorganizan
originando distintas fases de cristal liquido liotropico, que aparecen

esquematizadas en la Figura 1.14:
a) Fase hexagonal inversa, Hj

b) Fase lamelar, L, y

c) Fase cubica bicontinua (o giroidal), Vi

G.siRNA |
I

0.75 Dy 0.975
Figura 1.14. Estructuras mas aceptadas de los lipoplejos. a) DNA en el interior acuoso
de micelas cilindricas inversas (fase hexagonal inversa, Hj, ). b) DNA intercalado entre
bicapas paralelas de fosfolipidos (fase lamelar, L,). ¢) siRNA intercalado entre bicapas

lipidicas formando una fase cubica de doble giro (la3d). (Fuente: C. Leal, N. F.
Bouxsein, K. K. Ewert, and C. R. Safinya, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 16841) 152

La Figura 1.14 presenta un esquema de las tres estructuras habitualmente
encontradas en estos sistemas. Como puede verse claramente en la figura, la
fase L, se caracteriza por bicapas lipidicas en disposicion de multicapa,
separadas entre si por una monocapa acuosa donde se compacta en
disposicion tipo sandwich las dobles hélices de ctDNA o los plasmidos pDNA
superenrollados. En cambio, a fase Hj se caracteriza por ser una fase inversa
(o reversa) en la que la mezcla de lipidos (catidnico/neutro) se auto-organizan
en forma de micelas cilindricas inversas en empaquetamiento hexagonal. Al ser
una fase inversa, las cabezas polares catidnicas de los lipidos estan dirigidas

hacia el inetrior de los cilindros; por consiguiente, el DNA cargado
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negativamente se aloja en el interior de dichos cilindros. Por ultimo, la fase
cubica bicontinua V; es una fase de cristal liquido liotrépico no convencional, en
el sentido de que los lipidos se autoagregan formando canales lipidicos
continuos con las cabezas catidnicas dispuestas también hacia el interior, que,

por tanto sera donde se situe el biopolimero.

La naturaleza del lipido coadyuvante, y su estructura, a través del pardmetro
de empaquetamiento de Israelachvili, parecen tener una influencia decisiva en
el tipo de fase que presente el lipoplejo resultante; asi, se ha encontrado que
los fosfolipidos de la familia de las fosfatidiletanolaminas (como el DOPE)
favorecen las fases hexagonales, mientras que los de la familia de las
fosfatidilcolinas (DOPC) favorecen las fases lamelares y los derivados del
monooleoil glicerol (MOG) favorecen las fases cubicas. Los estudios
bioquimicos de la literatura apuntan a que la eficiencia en la transfeccion

celular sigue el orden:
Fase Cubica > Fase Hexagonal > Fase Lamelar

Como los lipoplejos, tanto los ya estudiados como los propuestos en este tesis,
estan siempre constituidos lipidos de diversa naturaleza, y el lipido
coadyudante DOPE, se podra encontrar un amplio abanico de estructuras en
funcién de la proporcién de lipido coadyuvante presente en el sistema, incluso
la coexistencia de fases de cristal liquido en una misma muestra, hecho que
normalmente esta correlacionado con una mayor eficiencia en la transfeccion,

en un claro efecto sinérgico.

Esta correlacidn estructura-actividad bioldgica es de gran interés, por lo que
resulta muy conveniente conocer la estructura de los lipoplejos que
posteriormente se van a ensayar en distintas lineas celulares. De esta forma,
se podra avanzar en el conocimiento de esta correlacidn, llegando incluso a
poder predecir el comportamiento de un determinado vector a partir de su

estudio estructural.
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1.3. Métodos de caracterizacion

La busqueda de sistemas O6ptimos para terapia génica, se basa en el
entendimiento de los procesos que gobiernan la transfeccién, asi como en el
diseno racional de los compuestos usados para dicho fin. Hasta ahora, se ha
ido hablando de los diferentes sistemas que pueden ser usados como vectores
potenciales en terapia génica. Ahora bien, el lograr encontrar un vector ideal
en la terapia génica, parte del hecho de comprender sus propiedades biofisicas
y bioquimicas, por lo que la caracterizacién de los vectores lipidicos es una
parte fundamental en los procesos de transfeccién. Este apartado presenta
algunos de los métodos de caracterizacion mas utilizados en la bibliografia,
mientras que en la seccidon experimental de esta memoria se describen

brevemente aquellos que han sido utilizados en esta tesis doctoral.
1.3.1 Métodos de caracterizacion de los vectores lipidicos

El estudio de los vectores no virales requiere una amplia caracterizacion tanto
biofisica como bioquimica. Se ha desarrollado una serie de metodologias y el
uso de diversas técnicas experimentales para poder determinar las
caracteristicas que intervienen en los procesos de transfecciéon. En la
caracterizacion biofisica, destaca el uso de las mas variadas técnicas
experimentales de alta precisién como potencial zeta, ¢, dispersiéon de luz
polarizada (DLS), diferentes tipos de microscopias (microscopia de trasmision
electrénica (TEM) y crio-microscopia de transmisién electrénica (crio-TEM),
microscopia electrénica de crio-fractura, microscopia de fuerza atdmica (AFM)
y microscopia confocal de fluorescencia (CFM)), técnicas espectroscopicas
(espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR)), dispersién de rayos X a bajo angulo (SAXS),
conductimetria, tension superficial, calorimetria de barrido diferencial (DSC),
etc., por mencionar sélo las mds representativas.!391%%163174 pgor otro lado,
encontramos los métodos de simulacién in silico (coarse graining ya sea por

175

dindmica molecular o montecarlo) y/o modelos semiempiricos y/o

176,177

teoricos (modelo de agregacion-desagregacion o de condensaciéon y

condensacion reentrante, teoria de la renormalizacién de cargas, etc.).'58178180
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En referencia al estudio de la interaccidon y los efectos sobre los sistemas
bioldgicos, la caracterizacién bioquimica actualmente se basa en las medidas
de los resultados de transfeccion y estudios de viabilidad celular usando
diferentes técnicas de biologia celular. Para evaluar la eficiencia en la
transfeccion del vector coloidal, es decir, su capacidad para compactar el DNA,
transportarlo al interior celular y liberarlo en el citoplasma, para su posterior
entrada y expresion en el nucleo celular, se usan principalmente las técnicas
de citometria de flujo (FACS), espectrofotometria, FRET, fotometria y
microscopia de fluorescencia y confocal de fluorescencia, .!16:1°9:160.181-189 pgrg
evaluar la citotoxicidad y la actividad inmune del vector y del complejo
formado con DNA, asi como el comportamiento de las células y de los vectores
en estudios tanto in vitro como in vivo se usan diversas técnicas de biologia
celular (expresion génica, medidas de actividades enzimaticas, etc.), siendo el
mas usado el ensayo de MTT empleando técnicas

espectrofotométricas.?>:27:130,190-197

1.3.2 Métodos de caracterizacion de la corona de proteinas

Como se menciona en el apartado 1.2, las barreras fisioldgicas son una de las
causas fundamentales del éxito o del fracaso en la transfeccion. El entender las
interacciones de los vectores coloidales con los fluidos bioldgicos es la clave
para lograr aplicaciones eficientes y seguras. El reclamo cientifico de
comprender mas sobre los fendmenos que ocurren a nivel fisiolégico cuando un
vector es introducido en un fluido bioldgico, abre un abanico de posibilidades
por explorar. Una de estas vias es la investigacidon de la corona de proteinas
formada en la superficie de los vectores coloidales. Como se ha dicho
anteriormente, la corona de proteinas es la principal identidad bioldgica que
reconoce la célula.?®313437:384530,51.198 pba asta forma, el estudio de la corona de
proteinas ha cobrado gran importancia en los Gltimos afios.?9?% Para ello, se
han usado diversas técnicas que permiten determinar las proteinas que se
unen al vector en presencia de los fluidos bioldgicos, en las que destaca, DLS,
potencial zeta, FTIR, dicroismo circular (CD), calorimetria isotérmica de
valoracién (ITC), resonancia plasmdnica de superficie (SPR), espectrometria de

masas, cromatografia de exclusidn, nanocromatografia de liquidos acoplada a
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espectroscopia de masas (NanoLC-MS/MS), geles de poliacrilamida SDS-PAGE,
microscopia confocal y citometria de flujo. De tal manera, que es posible
obtener una correlacion entre las proteinas que conforman la corona de
proteinas y su interaccidbn con las células y subsecuente captacion

celular,16:141,157-161,

Debido a la gran cantidad de procesos que intervienen en terapia génica, la
comprensidon de la forma en la que se lleva a cabo la transfeccion y de las
variables mas importantes involucradas es un gran reto que requiere el
esfuerzo conjunto tanto de quimicos, fisicos, bidlogos y médicos. La conduccion
de los disenos experimentales debe tener las bases suficientes para lograr el
éxito en la terapia génica teniendo una comprension clara de los que ocurre en

cada etapa del proceso.

La problematica del disefio de los vectores no virales debe estudiarse bajo el

cuadruple planteamiento coordinado de:

a) Sintesis de compuestos biocompatibles, que mejoren las

prestaciones de los comerciales.

b) Caracterizacidon biofisica de los complejos formados por el vector
supramolecular y el DNA bajo las mismas condiciones en las que se

realicen los experimentos de transfeccion.

c) Evaluacion bioquimica de los lipoplejos caracterizados, analizando

finalmente su capacidad de transfeccion celular y su citotoxicidad.

d) Evaluacion de la adsorcion de proteinas en los vectores coloidales
para la formacion de la corona de proteinas, para entender las
interacciones con los medios bioldgicos y los procesos de captacién

celular.

Esta tesis abarca el estudio de vectores no virales bajo este cuddruple
enfoque. Asi, se ha trabajado tanto con lipidos comerciales y DNA lineal de
doble hebra comercial, como con vectores lipidicos de disefo (lipidos géminis
cationicos y anidnicos y vectores lipidicos basados en macrociclos tipo

calixareno y pilarareno) y el plasmido pEGFP-C3 (el cual codifica para la
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proteina verde fluorescente). Se han caracterizado los lipoplejos formados con
diversas técnicas experimentales y modelos tedricos, desde un punto de vista
electroquimico y estructural. Finalmente, se ha analizado la potencialidad de
los sistemas usados como vectores génicos de DNA mediante su insercién en
células in vitro (estudiando su eficiencia de transfeccién y su citotoxicidad). Por
otra parte, se ha realizado una primera aproximacién al estudio de los
procesos que los vectores no virales sufren en un sistema bioldgico complejo;
de esta forma, se ha hecho la caracterizacion, mediante técnicas de
espectrometria de masas y electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE,
de la corona de proteinas formada por la acciéon de un liposoma catiénico mixto
en presencia de suero humano, y su caracter dinamico en funcién del tiempo.
Todo este trabajo representa un avance en la ciencia de la terapia génica,
tanto en la comprensidon del diseno racional de vectores, como en la
comprensidon de las interacciones vector:DNA y su posterior comportamiento

en presencia de fluidos bioldgicos.
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2.1 Materiales
2.1.1 Lipidos Catidénicos (CL)

Cloruro de 3-B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)-carbamoil]-colesterol (DC-
Chol). Lipido catidnico derivado del colesterol que posee un conjunto de
cicloalcanos en la regidn hidrofdbica y cuya cabeza polar esta formada por el
carbamato N-sustituido. Este lipido catidénico fue adquirido en Avanti Polar
Lipids Inc. (EE.UU.) en estado sélido (polvo) y tiene una pureza del 98 %
(Figura 2.1 y Tabla 2.1)

Cloruro de N%N®-bis(N*-lauroil-lisina)a, o-hexilendiamida Cg(LL),. Lipido
catidonico tipo gémini derivado del aminoacido lisina, que presenta una carga
positiva en los grupos s-amina de cada una de sus dos cabezas polares, una
cadena alquilica espaciadora de 10 atomos de carbonos y dos cadenas
hidrofébicas saturadas de 12 dtomos de carbono (Figura 2.1 y Tabla 2.1). Este
lipido fue sintetizado por el grupo de la Prof. Lourdes Pérez del Departamento
de Tecnologia Quimica y de Tensioactivos, IQAC, del Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas, de Barcelona (Espafia).’

Bromuro de 1,2-bis(hexadecildimetilamonio)oxietileno. Serie de tres lipidos
tipo gémini (Ci6Am),(C,0), conformados por dos cabezas polares catidnicas
compuestas por un grupo amonio, un espaciador oxietileno de longitud
variada, siendo n = 1, 2 6 3, el numero de oxietilenos de la cadena
espaciadora, y dos colas hidrofébicas saturadas de 16 atomos de carbono
(Figura 2.1 y Tabla 2.1).
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Bromuro de 1,2-bis(hexadecilimidazol)oxietileno. Al igual que el anterior
sistema, éste es una serie de tres compuestos de tipo gémini (Ci6Im),(C,0),,
siendo n = 1, 2 6 3, el numero de oxietilenos de la cadena espaciadora. La
estructura de éstos lipidos es similar a la de los (C;6Am)»(C,0), siendo la Unica
diferencia el tipo de cabeza polar. De esta forma éstos compuestos presentan
dos cabezas polares catidnicas compuestas de un grupo imidazol en lugar de

los grupos amonio (Figura 2.1 y Tabla 2.1).

% N/\/\/\/\/\/\/\/\ (ClGIm)Z(CZO)n

G\/\/\/\/\/\/\/\/

Figura 2.1. Estructuras de los lipidos catidnicos: DC-Chol, Cs(LL),, (C16AmM),(C,0), y
(C16IM),(C;0)p.

Los lipidos catidnicos gémini con espaciador oxietileno ((CisAm),(C,0), VY

(C16Im),(C,0),) fueron sintetizados en el laboratorio de Quimica Organica del
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Prof. S. Bhattacharya, ubicado en el Indian Institute of Science, IISc, en

Bangalore (India).?
2.1.2. Lipidos anidnicos (AL) y zwitteridnico

1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1 "-rac-glicerol) de sodio (DOPG) y 1,2-di-(9Z-
octadecenoi)l-sn-glicero-3-fosfo-L-serina de sodio (DOPS). Ambos lipidos
anionicos poseen dos cadenas hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono cada
una, con una insaturacién en la posicién 9 en configuracion cis, por lo que su
Unica diferencia radica en la cabeza polar: el DOPG presenta una cabeza polar

de glicerol y el DOPS una cabeza de serina (Figura 2.2 y Tabla 2.1)

DOPG 0 0 OH
I}
VWVW]\O/X\O’r\O\)\/OH
_ OH o°
/\/\/\/\_/\/\/\/\n/ Na@
o
DOPS 0 Q@
\/\/\/VW/\)J\ IIII’ H ¢
— 0 o-FPro A @
/\/\/\/V\/\/\/\"//Eg\ Jo NH,
0O N§
DOPE 0O
[l
N N N e e S U - 0
(G2 (0] o
/\/\/\/V\/\/\/\njgg\ [ " NHy
O

Figura 2.2. Estructuras de los lipidos anidonicos DOPG y DOPS y del lipido zwiterionico
DOPE.

1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE). Este lipido pertenece a la
familia de las fosfatidiletanolaminas y presenta la misma cola hidrofdbica que
los lipidos anidnicos anteriormente mencionados (Figura 2.2 y Tabla 2.1). A pH
fisiologico (~ 7.4), el DOPE es eléctricamente neutro. EIl DOPE es un lipido
fusogénico, capaz de fluidificar las bicapas lipidicas en las que participa. Este
hecho se debe a su baja temperatura de transicién gel-liquido (T.,= -16 °C), lo
gue le permite rebajar la T,, de la mezcla hasta temperaturas préximas a la
temperatura ambiente.>. Este lipido zwitteridénico se ha utilizado mezclado con

los lipidos catidnicos y anidnicos para formar los correspondiente liposomas
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mixtos, a diferentes fracciones molares. Su presencia rebaja la T, de la
mezcla, aumentando la capacidad del liposoma resultante para fusionarse con

la membrana celular.

Todos los lipidos comerciales anteriormente mencionados han sido
suministrados por Avanti Polar Lipids Inc. (EE.UU.), con una pureza superior al
99%, en estado sodlido. Los lipidos de una sola cabeza polar se han mantenido
a -80 °C, mientras que los lipidos gémini sintetizados se han almacenado a
temperatura ambiente. En la Tabla 2.1 se recoge la formula molecular y pesos

moleculares de todos los lipidos utilizados en esta tesis.
2.1.3. Lipidos macrociclicos cationicos

Calixareno (TMAC4). Este vector estd formado por 4 anillos aromaticos unidos
por metilenos en las posiciones 3 y 5. Cada anillo presenta una cola
hidrocarbonada de 10 atomos y una cabeza polar formada por una amina

cuaternaria cargada positivamente (Figura 2.3 y Tabla 2.1).

Pilar[5]areno

Figura 2.3 Estructuras de los vectores macrociclicos con matriz lipidica: calixareno
TMAC4 y pilar[5]areno.
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Pilar[5]areno. Vector formado por 5 anillos aromaticos unidos por metilenos en
las posiciones 2 y 5. Cada anillo presenta en la posicién 1 y 4 una cadena

alquilica con una amina cuaternaria en el extremo (Figura 2.3 y Tabla 2.1).

Ambos compuestos fueron sintetizados por el grupo del catedratico Luis Garcia
Rio del Departamento de Quimico-Fisica del Centro Singular de Investigacion
en Quimica Bioldgica y Materiales Moleculares de la Universidad de Santiago
de Compostela (Espafa) y sus férmulas moleculares y pesos moleculares se

muestran en la Tabla 2.1

Tabla 2.1. Formulas moleculares, pesos moleculares, M, y pureza de los lipidos
utilizados en esta tesis. En el caso de GCLs, se indica también la longitud del
espaciador, n.

n = n° de
Lipido atomos de Férmula M Pureza
carbono del Molecular (g/mol) (%)
espaciador
DC-Chol Cs2Hs7CIN,0, 537.26 98
Ce(LL)2 C42HgeCL:NgO4 810.08 >99
1 C4oHgeBraNLO 770.93 >99
(C16AmM)1(C,0), 2 C42HgoBraN20O; 814.98 >99
3 C44Ho4BraN505 859.09 >99
1 C42HgoBraN,O 816.92 >99
(C16IM)2(C20)n 2 CasHgaBraN4O, 860.97 >99
3 CaHggBraN403 905.02 >99
DOPG C42H78NaO;,oP 797.04 >99
DOPS C42H77NNaO4oP 810.03 >99
TMAC4 CgaH144CI4N4O4 1415.88 >99
Pilar[5]areno CgsH150BrigN1¢O019 2271.2 95
DOPE C41HgaNOgP 744.05 >99
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2.1.4. Acido desoxirribonucleico (DNA)

Durante la realizacidn de esta tesis doctoral se han utilizado dos tipos de DNA:

un DNA lineal de doble hebra y un plasmido, pDNA.

DNA lineal. DNA liofilizado procedente del timo de ternero (ctDNA) en su forma
de sal sédica, suministrado por Sigma-Aldrich Inc. (EE.UU.) con una pureza
superior al 95 %, es decir, con menos de 5 % de impurezas proteinicas. Este
DNA lineal presenta 2700 pares de bases, las cuales fueron determinadas
mediante electroforesis en gel de agarosa. El ctDNA se conserva a 4 °C a fin

de mantener sus propiedades.

Plasmido pEGFP-C3. Plasmido de 4700 pares de bases que codifica para la
expresion de la proteina GFP. El plasmido se obtiene de la bacteria
recombinante E.Coli, DH5a. Se aisla y purifica mediante el kit comercial
GenElute HP Select Plasmid Gigaprep Kit de Sigma-Aldrich Inc. (EE.UU.). Una
vez purificado se liofiliza y almacena a 4 °C para su conservacion. El plasmido
usado en esta tesis doctoral fue amplificado, purificado y liofilizado por la Dr.
Clara Aicart del departamento de Bioquimica y Biologia Molecular I de esta

universidad.

Las disoluciones de DNA (ctDNA o pDNA) se preparan en HEPES a
concentraciones de 0.1 mg/mL para las medidas de potencial zeta,
espectroscopia de fluorescencia, electroforesis en gel de agarosa y técnicas
bioldgicas; 2 mg/mL para las medidas de crio-TEM; y 10 mg/mL para
determinar las estructuras de los lipoplejos mediante la técnica de SAXS. Para
preparar las disoluciones de DNA, se pesa la cantidad apropiada de DNA y se
agrega el volumen requerido de disolucidn tampdn o agua. Una vez preparada
la disolucién, se deja reposar a temperatura ambiente por 24 h y 4 h para el
ctDNA y pDNA, respectivamente. Pasado este tiempo, la disolucién se debe

almacenar en una nevera a -30 °C para evitar una posible degradacién.
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2.2 Preparacion de liposomas, lipoplejos, y complejos

liposomas-Suero Humano.

La comprensién de las propiedades biofisicas y bioquimicas de los vectores de
transfeccion del DNA resulta de vital importancia para lograr resultados
optimos en terapia génica. Durante esta tesis doctoral, se llevd a cabo la
caracterizacién biofisica y bioquimica de una serie de lipoplejos. Todos los
sistemas se estudiaron en diferentes condiciones, es decir a diferentes
relaciones molares, o y relaciones de masa, L/D, o carga efectiva, pess, a fin de
tener los complejos éptimos en transfeccidn. A continuacién se describe de

manera general los protocolos de preparacion de los liposomas y lipoplejos.
2.2.1 Preparacion de liposomas

Partiendo del método experimental para la preparacidon de liposomas® descrito
por Lasic, y el protocolo desarrollado y optimizado en nuestro laboratorio,” los

liposomas se preparan siguiendo tres etapas:””’
1. Formacion de la pelicula lipidica seca (film).
2. Hidratacién del film y formacién de liposomas unilamelares pequenos.
3. Homogenizacién de los liposomas mediante extrusién.

Para la preparacién de las peliculas lipidicas, inicialmente se pesan los lipidos
que van a formar la mezcla liposdmica. La cantidad de lipido requerida
depende de dos factores: relacion de masa o carga efectiva (L/D o pesr) del
lipoplejo, y composicién molar del liposoma mixto, o, ambos factores han sido

explicados previamente en la introduccion.

De esta forma, la cantidad de lipido requerida se obtiene tomando en cuenta:
i) la relacién entre la masa de liposoma total (L = L* + L% y la masa de DNA
presente en la disolucion de lipoplejo final, L/D, y/o ii) la relacién entre el
nimero de moles de carga efectiva del lipido catidénico y el nUmero de moles

de carga efectiva del DNA, pes. Para dichos cdlculos, la concentracion de DNA

75



Capitulo 2. Seccidn Experimental

se mantiene constante y, por lo tanto, sélo varia la cantidad de liposoma
mixto utilizado. Cabe destacar que la concentracion de DNA depende del

liposoma mixto estudiado y de la técnica que se requiere utilizar.

A fin de llevar a cabo una amplia caracterizacidn de los diferentes sistemas
estudiados, se cubre un amplio intervalo de valores L/D y pe referidas, asi
como composiciones molares, o, entre los lipidos catidnico, [L*], o anidnico,
[L'], y zwitteridnico, [L°]. Los valores de a y pes utilizados en cada sistema se

encuentran indexados en la Tabla 2.2.

Una vez determinada la cantidad de los lipidos a utilizar, se pesa la cantidad
adecuada y a continuacidon se adiciona un pequeio volumen de cloroformo
para asegurar la disoluciéon de los mismos (los liposomas se pueden preparar
en tubos de vidrio o eppendorf de 1.5 mL). Después de mezclar la disolucion
gue contiene los lipidos con agitacién en un Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries Inc. EE.UU), se elimina el disolvente organico por evaporacién a
vacio con un evaporador-centrifuga Jouan RC10.09 (Société Jouan, Francia) a
1200 rpm y a 5-10™ atm durante al menos 2 h, con lo que en las paredes del
vial se forman capas o peliculas secas muy finas que contienen la mezcla
lipidica. A pesar de que con este proceso practicamente todo el disolvente es
eliminado, las trazas ocluidas entre las peliculas se eliminan posteriormente en
un desecador a vacio durante al menos 1 hora (el nUmero de horas dependera
de la cantidad de muestras que preparen). Finalizada esta ultima etapa, las
peliculas formadas, libres de cloroformo, se conservan a - 80 °C. Este método
de almacenaje permite mantener las propiedades del liposoma integras vy

evitar la oxidacion lipidica hasta su utilizacién.

La hidratacién de las peliculas se realiza con diferentes medios de acuerdo al
sistema estudiado: i) en el caso se los liposomas catidnicos mixtos, la
hidratacién se hace en una disolucién reguladora HEPES 40 mM (pH = 7.4); ii)
para los liposomas anidénicos mixtos, se hace en HEPES 10 mM (pH = 7.4).
Después de adicionar el volumen necesario de disolucidon reguladora a las

peliculas, se aplica de manera alterna 10 ciclos de agitacién con vortex
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durante 3 min, y pequefos periodos de sonicacién de 2 min. Posteriormente,
los liposomas se dejan en agitacion en vortex de 2 a 4 h para asegurar su
hidratacién y homogeneizacién,? de esta forma se consigue una poblacién de

liposomas unilamelares con cierta polidispersidad.

A fin de obtener liposomas de un tamafo de 200 6 100 nm y con bajos niveles
de polidispersidad, se aplica un protocolo de extrusién secuencial, usando el
extrusor Thermobarrel Lipex Extruder (Nothern Lipids Inc., Canadd) (Figura
2.4). Para una 6ptima extrusidon, se debe realizar una extrusién secuencial, de
modo que la disolucién de liposomas mixtos se pasa de manera sucesiva a
través de una membrana con diferentes didametros de poro. Para obtener
liposomas de 200 nm, la disolucion de liposoma mixto se extruye con
membranas de 400 nm de diametro de poro (5 veces) y de 200 nm (10
veces); para liposomas de 100 nm, la extrusién se hace con membranas de
400 nm de didmetro de poro (5 veces), de 200 nm (5 veces) y de 100 nm (10

veces).

Extruslén

Vasiculas
Polidisparsas I

Vesiculas
monodisparsas

X
@ 09"
ugo“ °

Figura 2.4. Fotografia del extrusor Thermobarrel Lipex Extruder y diagrama de
extrusion.

Preparacion de liposomas con sondas fluorescentes

Preparacion de liposomas con marcaje fluorescente para la técnica de
anisotropia de fluorescencia. La técnica de anisotropia de fluorescencia
requiere que los liposomas mixtos presenten la sonda fluorescente DPH
intercalada en la bicapa, para ello, antes de preparar los liposomas, se debe
afadir en un vial la cantidad de sonda fluorescente DPH disuelta en etanol

(1,91-10 M en etanol) necesaria para tener una relaciéon molar 200:1 entre la
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cantidad total de lipido L y la sonda DPH (L:DPH). Una vez afadida la sonda,
el etanol se evapora bajo una corriente de aire y posteriormente se procede a
preparar el liposoma mixto sobre el vial que contiene el DPH de acuerdo al

protocolo de preparacion de liposomas.

Preparacion de liposomas con marcaje fluorescente para determinar la
internalizacion celular de los complejos CL:HP. La preparacidon de estos
liposomas requiere que a la mezcla de lipidos se afiada el marcador 7-
nitrobenzofurazan-1,2-Dioleoil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina (NBD-DOPE). La
concentracion del marcador fluorescente se fija a en 7 pg/mL (a una relacién
molar de lipido fluorescente/lipido total de 5/1000). Una vez realizada la

mezcla los lipidos, los liposomas se preparan de acuerdo al protocolo.
2.2.2 Preparacion de lipoplejos

Los lipoplejos se forman al mezclar los volUmenes necesarios tanto de la
disolucion de liposomas mixtos y de disolucion de DNA (ctDNA o pDNA) a fin
de obtener el L/D o pes requerido. Después, la mezcla se deja reposar por 20

min antes de realizar cualquier prueba o medida.

Para los lipoplejos formados por lipidos anidnicos, primero se mezclan las
cantidades adecuadas de Ca®* y pDNA, y posteriormente se afiade la cantidad
apropiada de liposoma anidnico mixto en orden a obtener la relacion AL/pDNA

y la concentracién final de calcio necesarias.

El volumen final de la mezcla depende de la técnica usada (potencial ¢, 1.6
mL; gel electroforesis 15-25 pL; anisotropia de fluorescencia, 2 mL; SAXS 50-
75 uL; Crio-TEM 0.5 mL; transfeccion 100-200 pL). En la Tabla 2.2 se

muestran las diferentes relaciones usadas en la preparacion de los lipoplejos.
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Tabla 2.2 Resumen de las composiciones molares del liposoma mixto, a; relaciones
molares de carga efectiva del lipoplejo, p.s; relaciones molares AL/pDNA vy
concentracion de Ca?* (en el caso de los sistemas anidénicos mediados por cationes)
para los diferentes sistemas estudiados en esta tesis.

Liposomas : .
Cationicos & Lipoplejos Petf
DC-Chol/DOPE 0.5 - -
0.20, 0.25, ]
0.30, 0.40 Co(LL)/DOPE-pDNA 4 o 5 ¢ 5 3
Ces(LL)./DOPE 050 0600 896107
080 Ce(LL),/DOPE-ctDNA '
(C16Am),(C50),/DOPE- 15 2.0
DNA -2, 2.0,
(C16Am)5(C,0)/D0OPE  0+20, 0:40, P 2.5,
0.5060.70  (C,sAm)4(C,0),/DOPE- .
3.0 6 5.0
CtDNA
(C16Im)2(C,0),/DOPE- 15 20
DNA -2, 2.0,
(C16Im),(C,0),/DoPE  0+20, 0:40, P 2.5,
0.50060.70  (Cy6Im),(C,0),/DOPE- :
3.0 6 5.0
CtDNA
0.2,0.4,0.5 TMAC4/DOPE-pDNA 1.5,2.0y
TMACA4/DOPE y 0.7 TMAC4/DOPE-ctDNA 4.0
Liposomas 2+
R a [Ca*] (mM) AL/pDNA
DOPG/DOPE 8'%8' 025 510,25 506100 10, 156 20
DOPS/DOPE 0.2 5, 10, 25, 50 6 100 10, 15 6 20
Liposomas Pilar[5]areno'®*
Anionicos & (uM) LT
DOPG/DOPE 0.2,0.561.0 4,8, 15,30, 60 1

2.2.3 Preparacion de complejos: liposomas mixtos con suero humano
(CL:HP)

Una vez preparados los liposomas mixtos, se mezcla volumenes iguales de
liposoma mixto con suero humano (v/v)®!® y se dejan incubar a diferentes
tiempos (1, 30 y 60 min). El volumen de liposoma mixto y suero depende de
la técnica a utilizar: se afiaden 20, 200 y 500 pL de cada uno para potencial
zeta, 1D SDS-PAGE y CL-MS/MS respectivamente. Después de la incubacion,
las muestras se centrifugan por 15 min a 14000 rpm y se elimina el
sobrenadante a fin de eliminar las proteinas que no se unieron al liposoma
mixto; seguidamente, se afnaden 200 uL de una disolucién reguladora Tris-HCI

10 mM EDTA 1 mM y NaCl 150 mM con pH = 7.5 y se resuspende la muestra
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agitando en vortex durante 5 s. Los ciclos de centrifugado y lavado se repiten
tres veces mas; en el ultimo ciclo, las muestras se dejan secar 5 min a
temperatura ambiente. Al finalizar, el pellet obtenido se resuspende en el
medio y volumen adecuado de acuerdo a la técnica a utilizar. Todos los
estudios sobre la corona de proteinas fueron realizados durante una estancia
realizada con el grupo de investigacion del Prof. Giuilio Caracciolo del

departamento de fisicoquimica de la Universidad de la Sapienza en Roma.
2.3 Métodos Experimentales

En este apartado se presentan brevemente las técnicas experimentales
utilizadas en esta tesis doctoral (ver Tabla 2.3). De acuerdo al tipo de

caracterizacion realizada, se puede distinguir tres grandes grupos:

i) técnicas de caracterizacion biofisica de los liposomas estudiados en
ausencia y en presencia de DNA.

i) técnicas de evaluacion bioquimica de su eficiencia como vectores
coloidales de DNA en terapia génica y de su viabilidad en entornos
celulares.

iii) técnicas de caracterizacion de la corona de proteinas que se forma al

interaccionar un liposoma mixto con suero humano.

A continuacién, se presentaran las técnicas utilizadas con una introduccion
breve de los fundamentos de cada una de ellas seguida de la metodologia de
preparacion de las muestras. Puesto que algunas de las técnicas se utilizan en
mas de una caracterizacion, la preparacién de muestras se explicara por

técnica.
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Tabla 2.3. Resumen de técnicas utilizadas en esta tesis.

Caracterizacion
Tecnica Corona de
Biofisica Bioquimica Proteinas

Movilidad Electroforética y Potencial Zeta v v
Dispersion Cuasi-elastica de luz (QELS) v
Dispersion luz dindmica (DLS) v
Gel Electroforesis v
Anisotropia de fluorescencia v
Crio-Microscopia electrénica de v
transmision (Crio-TEM)
Dispersion de rayos X a bajo angulo v
(SAXS)
Ensayo MTT v
Citometria de flujo v v
Microscopia confocal de fluorescencia v v
Microscopia de fluorescencia v
Electroforesis 1D SDS-PAGE v
Nanocromatografia en fase liquida
acoplado a espectrometria de masas- v

masas (nanoLC-MS/MS)

2.3.1 Potencial { y movilidad electroforética
Fundamento

A fin de evaluar la carga superficial de los liposomas y lipoplejos, y determinar
con precision la composicion del lipoplejo para la cudl es eléctricamente neutro
(electroneutralidad), se realizan medidas de movilidad electroforética y
potencial {. La importancia de conocer la carga superficial del sistema radica
en la capacidad de obtener complejos cargados neutra o positivamente para
que sean vectores potencialmente eficaces en transfeccion celular. Por
consiguiente, esta técnica suministra una informacion imprescindible para
saber el intervalo de composiciones y concentraciones que interesa preparar
para evaluar la eficiencia de los complejos estudiados como vectores coloidales
del DNA.
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Para determinar la movilidad electroforética se usé un equipo de ZetaPALS vy
(Phase Analysis Light Scattering; Brookhaven Instrum. Corp., EE.UU.) y el
equipo Zetasizer NanoZS90 (Malvern U.K). Ambos equipos utilizan la técnica
interferométrica conocida como PALS para determinar la movilidad
electroforética de una suspension coloidal cargada. Ademas estos equipos
también permiten determinar el tamano de particula: en el equipo ZetaPALS
(Figura 2.5), la determinacion se realiza mediante la técnica de Dispersion
Cuasi-elastica de luz (QELS), y en el Zetasizer se realiza por medio de

dispersion de luz dindmica (DLS).

El potencial zeta, {, de los liposomas y lipoplejos se obtiene a partir de
medidas experimentales de movilidad electroforética, e, de estas particulas
cargadas cuando se mueven en el seno de un campo eléctrico segun la

ecuacion de Henry:

3
I (2.1)
266, f (K,a)
donde &, y ¢ son las permitividades en el vacio y relativa, respectivamente,
n es la viscosidad del disolvente, y f(x,a) la funcién de Henry, que combina

el tamafo de la particula coloidal, a, con el espesor de la atmodsfera idnica o

longitud de Debye, 1/kp, dada por la ecuacion:

12
1 o
—:(8,8()128T Zezzfnij (2.2)
i=1

Kp

donde kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, z es la valencia
de los N. iones presentes en la disolucion a una concentraciéon n, y e es la

carga del electrén.

Cuando el tamano de las particulas es muy superior al espesor de la interfase

electrizada que las rodea (kx,a>1 0o a>k,'), como es el caso de los

liposomas vy lipoplejos estudiados en esta tesis, se puede aproximar la funcion
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de Henry a un valor limite, f(x,a) = 1.5. Es la conocida aproximacién de

15,16

Smoluchowski o de la doble capa fina, segun la cual la ecuaciéon 2.1 se

simplifica:

c="14 (2.3)

Metodologia

Una vez preparadas las disoluciones de lipoplejos tal y como se ha
especificado en el apartado 2.2.2, se procede a su caracterizacion
electroquimica mediante la medida de la movilidad electroforética. Para ello,
en una celda de plastico, se afade 1.6 mL del liposoma mixto y se realiza la
medida a 25 °C. Cada valor de movilidad electroforética se toma como un

promedio de 50 medidas independientes.

La concentracion de DNA es de 0.05 mg/mL para todos los sistemas
estudiados, excepto para los liposomas anidnicos para los cudles se usa una
concentracion de 0.008 mg/mL. La concentracidon de sistema mixto se debe
variar de acuerdo al a y a la composicion del lipoplejo requerida, L/D. Todas
las medidas se realizan previa calibracién y acondicionamiento del equipo y de
la celda, respectivamente, de acuerdo a los estandares determinados por el

proveedor del equipo.

Figura 2.5 Equipo zetaPALS Brookhaven Instruments, para medir potencial { y tamaiio
de particula.
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El tamafo de particula sélo se mide en los liposomas mixtos; para ello, una
vez extruida la muestra se colocan entre 1-2 mL en la cubeta de plastico, se
introduce la cubeta tapada en el equipo ZetaPALS, se asignan los parametros

de medida y se realizan 3 medidas con duracién de 5 min por muestra.

Las medidas de potencial zeta y tamano para los liposomas mixtos con suero
humano, se deben realizar después de haber realizado las incubaciones
pertinentes, y los tratamientos de lavado descritos en el apartado 2.2.3. Una
vez lavadas las muestras y eliminado todo el exceso de disolvente, el pellet
obtenido se resuspende en 1 mL de agua MiliQ y se realizan las medidas de

potencial zeta y tamafio a 25 °C.
2.3.2 Electroforesis en Gel

Las técnicas de electroforesis en gel son ampliamente usadas en biologia para
separar moléculas de gran interés, como son el DNA y las proteinas. Se basan,
esencialmente, en la migracién de moléculas con carga neta de una muestra a
través de un medio gelificado hacia el polo opuesto de su carga, cuando la
muestra es sometida a un campo eléctrico. La velocidad de migracién viene
dada por las caracteristicas de la molécula (carga neta, tamafio y forma)?’, la
intensidad del campo eléctrico, y las caracteristicas del medio en el que tiene
lugar. Hay dos fuerzas que determinan la velocidad con que una molécula
migra: la fuerza eléctrica y la de rozamiento. La primera es la responsable de
gue la molécula en cuestion sea atraida hacia uno de los electrodos; cuanto
mayor sea el cociente carga/masa de la molécula, mayor serd la aceleracién
con que se mueva. Sin embargo, la fuerza de rozamiento, que depende del
tamafio y forma de la molécula que migra y de las caracteristicas del medio en
gue se mueve (fuerza idnica, viscosidad y temperatura), tiene una accidn
opuesta: a mayor rozamiento, menor velocidad de migracion. De esta forma,
una muestra polidispersa puede separarse en las distintas fracciones de

moléculas que la constituyen, con formas y pesos moleculares diferentes.

Para que la separacién sea eficiente, se debe utilizar un medio de migracion

adecuado, que suministre una fuerza de rozamiento suficiente. Para ello, se
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trabaja habitualmente con un gel que consiste en un polimero organico
entrecruzado (por ejemplo, agarosa, derivado de un polisacarido de un alga o
geles de poliacrilamida) que aumenta considerablemente la friccion,
impidiendo a la vez la difusién de las moléculas a través del medio acuoso en

todas las direcciones.

Se pueden encontrar hoy en dia técnicas y protocolos bien definidos para
diferentes moléculas de interés. Tal es el caso de los acidos nucleicos y las
proteinas, para los que habitualmente se recurre a la electroforesis en gel de

agarosa y la electroforesis en geles de poliacrilamida, respectivamente.
2.3.2.1 Electroforesis en gel de agarosa
Fundamento

La electroforesis en gel de agarosa es ampliamente utilizada para analizar y
caracterizar principalmente acidos nucleicos, siendo una herramienta analitica
simple, rapida y sensible. En el caso de DNA de doble cadena, como la carga
neta estd dada por los grupos fosfatos, hay un fosfato cargado negativamente
por cada nucleétido y la masa de los cuatro desoxirribonucléotidos es similar,
se puede afirmar que el cociente carga/masa es independiente de la secuencia
y la longitud de la doble cadena de DNA (todas las moléculas de DNA migraran
entonces hacia el anodo). Ello quiere decir que las diferencias en la migracion
no vienen determinadas por la fuerza eléctrica, sino que estan dadas
exclusivamente por la fuerza de rozamiento. Como los fragmentos de DNA
migran en el mismo medio, si todos tienen la misma forma, la velocidad de
migracion tiene que ver Unicamente con su tamafio (la longitud de la doble
cadena, medida en pares de bases). En el caso de plasmidos, es la fuerza
idnica del medio la que determina su conformacidon, mas o menos enrollada,
siendo su velocidad de migracion siempre menor que la del DNA de doble

hebra lineal.

Cuando se utiliza la técnica para caracterizar acidos nucleicos, es necesario

utilizar una sonda fluorescente inmersa en el soporte electroforético junto con
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el gel, para que su emisidon a una determinada longitud de onda permita
analizar, finalmente, con la ayuda de una lampara UV, las bandas
correspondientes a los diferentes fragmentos de DNA. Habitualmente se
escoge el bromuro de etidio o el Ge/lRed como sonda fluorescente, puesto que
su emision experimenta un apreciable aumento (aumenta el rendimiento
cuantico de fluorescencia) cuando se intercala entre los pares de bases del
DNA, que le proporcionan un entorno hidrofébico protector. Una vez separados
los fragmentos de DNA de distintos tamanos, es posible conocer el peso
molecular de cada uno (o su longitud medida en nimero de pares de bases),
ya que la distancia recorrida por cada fragmento de DNA, con respecto a su
punto de siembra, es inversamente proporcional al logaritmo de su peso
molecular. Para ello, es necesario realizar previamente el experimento con una
mezcla de DNAs de pesos moleculares o longitud en pares de bases conocidos
(marcadores de peso molecular).

En esta tesis, se ha utilizado esta técnica con dos objetivos:

i) determinacion del tamafio promedio de los fragmentos de ctDNA y del
tamafo del pDNA utilizado, y

ii) determinacién cualitativa de la composicién del lipoplejo para la que se
da la electroneutralidad (carga neta nula). Un desplazamiento del DNA a través
del gel de agarosa tras aplicar el campo eléctrico, es decir, la presencia de
bandas fluorescentes a lo largo del carril es una evidencia de que el DNA no
esta totalmente compactado por el vector catidénico, es decir hay DNA libre,
con el GelRed intercalado entre sus pares de bases. Por el contrario, si no se
observa desplazamiento del DNA a través del gel agarosa, es decir, no se
observan bandas fluorescentes a lo largo del carril, se puede asegurar que el
DNA presente estd totalmente compactado, lo que conlleva la expulsién de la
sonda fluorescente de entre las hélices del DNA hacia el medio, donde su
rendimiento cuantico de fluorescencia decae bruscamente. Si el experimento
se disefia de tal forma que se preparan varias muestras del lipoplejo a varias

composiciones (varias L/Ds o varias pefr), Y cada una de estas muestras se
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agrega en uno de los pocillos del gel, se puede determinar, de una forma
cualitativa, la composicién del lipoplejo (o mas precisamente, el intervalo de
composiciones) para la que se da la electroneutralidad, viendo a partir de qué
muestra no se observa fluorescencia a lo largo de su carril de desplazamiento.
Sin duda, el potencial zeta confiere una mayor precision en esta

determinacion.
Metodologia

Para realizar la electroforesis en gel de agarosa, primero se prepara el gel de
agarosa al 1 % en TAE 1x (Tris-HCI, Acetato y EDTA), una vez disuelto el gel
se afade 0.7 pL de la sonda fluorescente, GelRed, y se deja solidificar en el

soporte durante 15-20 min.

Los lipoplejos se preparan en un volumen total de entre 15-20 pL con una
cantidad de 200 ng de pDNA y la correspondiente cantidad de vector. Después
de transcurrido el tiempo de incubacion, se afiade el volumen necesario de
disolucion reguladora de carga para lograr una proporcién del 1% respecto al
volumen final en las muestras. Cada muestra se carga (15- 20 uhL) en los
diferentes pocillos del gel (Figura 2.6). Como control, se adiciona una

disolucion de pDNA sin liposoma mixto.

Figura 2.6 Cuveta de gel electroforesis en gel de agarosa, soporte y peine.

Una vez cargadas las muestras, la electroforesis se lleva a cabo a una
corriente eléctrica de 80 mV durante 30 min. Después de transcurrido los 30

min, el gel se retira de la cubeta y se revela bajo luz ultravioleta usando un
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equipo XR instrument (Bio-Rad). La intensidad de cada banda se mide usando

el software comercial GelDoc (Bio-Rad).

2.3.2.2 Electroforesis en 1D SDS-PAGE (Electroforesis en geles de

poliacrilamida).
Fundamento

La electroforesis en geles de poliacrilamida, también conocida como SDS-PAGE
(polyacrylamide gel electrophoresis) en una dimensidn es una técnica
ampliamente usada en la separacion de proteinas. Las proteinas son
estructuralmente muy diversas, presentan diferentes secuencias de
aminoacidos, tamanos y formas de plegamiento, lo cual tiene importantes
implicaciones al momento de realizar una electroforesis. Si todas las proteinas
presentaran la misma densidad de carga y forma, su separacién Unicamente
dependeria de su tamafio, es decir de su peso molecular. Sometiéndolas a un
tratamiento previo con un tensioactivo anidnico (como el SDS, dodecilsulfato
de sodio), 2-mercaptoetanol y la aplicacién de calor, se desnaturalizan. La
mayoria de las proteinas se unen al SDS a razéon de 1.4 g SDS/g de proteina
para formar compuestos con forma cilindrica cargados negativamente. Ello
resulta en un enmascaramiento de la carga intrinseca de las cadenas
polipeptidicas, de tal forma que la carga neta por unidad de masa es
aproximadamente constante, provocando que todas las proteinas adquieran
una relacidon carga/tamano muy similar, y que, por tanto, sélo se separen en
funcién de sus masas moleculares. En un experimento de este tipo, se prepara
el gel mediante un proceso de copolimerizacién via radical libre de acrilamida
y bis-acrilamida (N,N"metilen-bis-acrilamida) en presencia de persulfato de
amonio (APS), seguido de entrecruzamiento con tetrametiléndiamina
(TEMED). Se genera asi un gel con una distribucién determinada de tamano de
poro que depende mucho de la relacion entre la concentracion de

poliacrilamida y agente de entrecruzamiento.

En esta tesis se ha utilizado la electroforesis 1D SDS-PAGE para determinar de

una manera cualitativa y semi-cuantitativa, la cantidad y pesos moleculares de
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las proteinas que se adhieren a la superficie de un liposomas mixto a
diferentes tiempo de incubacién (1, 30 y 60 min) en un medio bioldgico como

puede es el suero humano, HP.
Metodologia

Para la separacion de las proteinas mediante la técnica de 1D SDS-PAGE, se
usa un gel comercial pre-preparado al 12% de poliacrilamida (Mini-PROTEAN
TGX Stain-Free Precast Gels). Después de preparar el complejo CL:HP, éste se
resuspende con 50 pL de disolucién reguladora de carga LB 1X, se agita por 1
min en vortex y se calienta por 10 min a 100 °C a fin de eluir y desnaturalizar
las proteinas. Después, la muestra se centrifuga por 2 min a 14000 rpm para
eliminar cualquier particula insoluble. Se carga 10 pL de muestra en el pocillo
correspondiente del gel. Como control, se adiciona 10 uL de marcador de peso
molecular de proteinas en uno o dos pocillos para la posterior determinacién
semi-cuantitativa del peso molecular de las proteinas encontradas en las

muestras.

Figura 2.7. Cubeta para gel electroforesis 1D SDS-PAGE (izquierda y centro) y muestra
final de gel de acrilamida teiiido con azul de Coomassie (derecha).

Una vez cargadas las muestras, la electroforesis se lleva a cabo a una
intensidad de corriente eléctrica de 20 mA durante 20 min y posteriormente
de 30 mA por 40 min mas. Después de transcurrido los 60 min, el gel se retira
de la cubeta y se fija por una hora en 100 mL de una disoluciéon de metanol:
acido acético: agua (MetOH:CHsCOOH:H,0; 40:10:50). A continuacién, el gel
se deja durante toda la noche en un recipiente que contiene una disolucién de
azul de Coomassie, en un agitador de placas. Al siguiente dia, se elimina la
disolucion de azul de Coomassie y se afiaden 100 mL de acido acético al 1% vy

se deja durante 30 min para eliminar el exceso de colorante en el gel (Figura
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2.7). Finalmente, se realiza una fotografia al gel 1-D y la determinacién del
peso molecular de las proteinas encontradas se realiza con ayuda del software
Kodak (Rochester, NY, USA).

2.3.3 Anisotropia de fluorescencia
Fundamento

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se basan en el principio de
excitacién fotoselectiva de fluoréforos mediante luz polarizada. Cuando una
poblacién de fluoréforos se excita con luz linealmente polarizada, Ila
probabilidad de excitacion de una molécula de fluoréforo depende de la
orientacion relativa de su momento dipolar de absorcidon con respecto a la
direccion del vector campo eléctrico de la luz de excitacién. De este modo, se
excitan preferentemente las moléculas de fluoréforo cuyo momento de
transicion esta orientado en una direccién préxima a la del vector campo
eléctrico de la luz de excitacién, lo que se conoce como fotoseleccién.® La
excitacién selectiva da lugar a una poblacion de fluoréforos parcialmente
orientada y por tanto a una emisién de fluorescencia parcialmente polarizada.
La anisotropia de fluorescencia, r, se calcula a partir de la siguiente ecuacién:

1, —GI

= i (2.4)
I, +2GI,,,

r

donde I, y Iy son intensidades de fluorescencia de la emisidn polarizada
vertical y horizontalmente, cuando la muestra es excitada con una luz

polarizada verticalmente y G es un factor de correccidon del instrumento.*®

Las medidas de anisotropia de fluorescencia se han utilizado ampliamente para
la obtencidon de informacion sobre la rigidez de las membranas lipidicas y la
determinacién de la temperatura de transicién gel-fluido, caracteristica de

cada lipido.

Durante esta investigacidn se han realizado medidas de anisotropia para

determinar el grado de fluidez de la membrana de liposomas y lipoplejos,
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usando la sonda fluorescente DPH.'® Una disminucién en la rigidez de la
membrana genera una mayor capacidad de rotacion de la sonda, y por tanto

1820 E|  equipo utilizado fue un

una disminucion de la anisotropia.
espectroscopio Perkin Elmer LS50B y controlado por el software FL Winlab

(Figura 2.8).
Metodologia

Una vez hidratados los liposomas mixtos con DPH y preparados los complejos
correspondientes con DNA en un volumen final de 1.6 mL, se procede a
realizar las medidas de anisotropia de fluorescencia tanto para liposomas
mixtos como lipoplejos a dos composiciones molares (o = 0.2 y 0.5) vy
diferentes relaciones de carga pes. Las medidas se realizan a diferentes
temperaturas comprendidas entre 10 y 40 °C. A cada temperatura y a la
longitud de emisidn asignada, se recogen 36 valores de intensidad,
polarizadas tanto en la excitacidon como en la emisién, con los polarizadores
vertical-vertical, Iy, y vertical-horizontal , Iy4. Gracias al programa informatico
incorporado al equipo, se puede convertir de forma automatica estos valores
de intensidad en valores de anisotropia mediante la ecuacién 2.5, por lo que
es necesario conocer el valor del factor G de cada disolucién a las longitudes
de onda de excitacién y emisidn fijadas. Este factor se determina como la
media de al menos 10 valores experimentales obtenidos como la relacion
entre las intensidades de fluorescencia polarizada en la excitaciéon y en la
emisién con los polarizadores situados horizontal-vertical, Iy, y horizontal-

horizontal, Iyx.

Las medidas se deben realizar a una longitud de onda de excitacidn, Ac, de
360 nm y una longitud de onda de emision, Aem, de 430 nm. La apertura de las
rendijas de excitaciéon y emision se asignan entre 2.5 y 5.0 nm. La velocidad

de barrido usada es de 240 nm/min.
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Figura 2.8 Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B para medir anisotropia de
fluorescencia.

2.3.4 Microscopia Electronica de transmision
Fundamento

El microscopio electréonico de transmision (TEM) es un instrumento que
aprovecha los fendmenos fisico-atdmicos que se producen cuando un haz de
electrones suficientemente acelerado colisiona con una muestra delgada
convenientemente preparada. Cuando los electrones colisionan con la
muestra, en funcién de su grosor y del tipo de atomos que la forman, parte de
ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacion entre los
electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente desviados.
Todos ellos son conducidos y modulados por unas lentes para formar una
imagen final sobre una CCD que puede tener miles de aumentos con una

definicion inalcanzable para cualquier otro instrumento.

La informacién que se obtiene es una imagen con distintas intensidades de
gris que se corresponden al grado de dispersidon de los electrones incidentes.
La imagen obtenida ofrece informacion sobre la estructura de la muestra,
tanto si ésta es amorfa o cristalina. Para reducir el dafio causado por la
irradiacién y para aumentar el contraste de la imagen, que suele ser pobre,
resulta esencial preparar adecuadamente las muestras que se van a
observar.?! Para obtener un buen contraste de la imagen obtenida por la
dispersion de los electrones, es necesario realizar una tincidon negativa de la

muestra con un metal pesado, lo que se conoce como NS-TEM.
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La técnica de tincion negativa (NS-TEM) consiste en sumergir la muestra en
una disolucién salina de un metal pesado (U, Mo o W) que desplaza al agua. El
contraste se produce entre la disolucién metdlica, que dispersa fuertemente el
haz de electrones, y la muestra que los dispersa poco. Sin embargo, los
resultados obtenidos con la tincion negativa para algunos sistemas como los
liposomas y lipoplejos no son lo suficientemente buenos. Esto es debido a una
serie de inconvenientes que se presentan al analizar estas muestras, como son
los problemas de tincion y los bajos niveles de contraste y la rdpida
degradacién de las muestras producida por el choque del haz de electrones
sobre la muestra. Es por ello que la técnica mas ampliamente usada para la
caracterizacion de liposomas y lipoplejos es la crio-microscopia electronica de
transmision (Crio-TEM). Esta técnica permite visualizar y obtener informacién

acerca de su estructura, morfologia y tamafo con mayor resolucion.

La crio-microscopia electrénica de transmisiéon (Crio-TEM) se basa en vitrificar
la muestra a fin de conseguir un mejor contraste y disminuir los dafos
causados por radiacién. Provocando congelaciones ultrarrapidas se consigue
que el agua permanezca en forma vitrea, con lo que no aparecen cristales de
hielo que dafien la muestra. Ademas no impone ninguna limitacion a la

resolucién y la muestra se mantiene en la disolucion fisioldgica inicial.

Por estas razones, durante la realizacidn de esta tesis doctoral la técnica mas
utilizada fue Crio-TEM. Para ello, se han utilizado el microscopio JEOL JEM-
2011 del Servei de Microscopia de la Universitat Autonoma de Barcelona
(Figura 2.9).
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Figura 2.9 Microscopio electronico de crio-microscopia JEOL JEM-2011 (izquierda) y
diagrama de su funcionamiento.

Metodologia

Los liposomas vy lipoplejos se deben preparar de acuerdo al apartado 2.2,
teniendo en cuenta que la concentracién final de pDNA en la muestra debe ser
de 1 mg/mL. Una vez formados los lipoplejos, las muestras se deben preparar
siguiendo el procedimiento general propuesto por Dubochet et al.;* Bednar y

Woodcock;?**?* y Llorca et al,? descrito brevemente a continuacion.

NS-TEM. En una rejilla de cobre se deposita una gota de la suspensién de
lipoplejos y se deja 10 s, pasado este tiempo el exceso de muestra se seca al
tocar la rejilla con papel filtro. A continuacion, se afiade una gota acetato de
uranilo al 2.5 % y se deja reposar 30 s; de nuevo el exceso se retira con un
papel de filtro y se deja secar al aire un par de minutos. Finalmente, las
muestras se observan en el microscopio electréonico de transmisién a un
voltaje de 80 a 100 kV.

Crio-TEM. Se toma una rejilla de cobre perforada recubierta de carbdn
(Quantifoil R1.2/1.3, didmetro de poro de 1.2 ym, con 400 agujeros cada una)
y se aplica una descarga idnica sobre ella (Agar Scientific Ltd. Reino Unido)
durante 1 min para favorecer asi la adsorcién de la muestra sobre su
superficie. Se deposita 5 yL de muestra sobre la rejilla y se elimina el exceso

con un papel de filtro durante 5 s. Para vitrificar la muestra, se sumerge la
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rejilla con la muestra en etano liquido a -180 ©C, utilizando un sistema de
criotransferencia Gatan 626 (Gatan Inc., EE.UU). Las imagenes se obtienen
con el Crio-TEM JEOL JEM 2011 operado a 200 kV, usando diferentes grados
de desenfoque (500-700 nm) para obtener un contrate de fase adecuado. Las
imagenes se graban con una camara digital Multiscan Gatan 794 y los archivos

se guardan en formato dm3.
2.3.5. Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

La dispersion de Rayos-X a bajo angulo, junto con su distribucién de
intensidades, se utiliza para obtener informacién acerca del tamafio, forma vy
diversos parametros estructurales de los lipoplejos, propiedades que se sabe
tienen una clara influencia en la eficiencia de estos vectores lipidicos en la

transfeccion celular (relacién estructura-actividad bioldgica).

Con esta técnica se obtiene la intensidad y el vector de ondas, q (nm™), los
cudles se representan en difractogramas. Dichos difractogramas muestra los
picos de Bragg, con indices de Miller caracteristicos hkl, de intensidad I en
funcién del vector de ondas g (nm™), relacionado con el semidngulo de
dispersion, 8, y la longitud de onda de la radiacién incidente (A = 0.995 A E=

12.6 KeV ) a través de la ecuacion 2.5.

q:47” send (2-5)

Conocidos los valores de g, a los que aparecen los picos en el difractograma,
se puede saber qué tipo de fase presenta la muestra por comparacion con los

valores caracteristicos para distintas fases tipo, recogidos en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4 indices de Miller y valores tipicos de q para los maximos de difraccion
correspondientes a las diferentes fases (L, y H{, ).

Lamelar (L,) Hexagonal (H;,)
Indices de Valores Indices de Valores
Miller tipicos de g Miller tipicos de q
(hkl) (nm™) (hkl) (nm™)
100 1 10 1
200 2 11 312
300 3 20 42
400 4 21 7Y2
500 5 30 92
600 6 22 1212
700 7 31 1312

Los dos tipos de fases habitualmente encontradas en lipoplejos
formados por liposomas catidénicos mixtos y plasmidos y/o DNA lineal de
doble hebra son la fase lamelar, L,, y la hexagonal inversa, HS.?*?’ En
la Figura 2.10 se muestra un dibujo de dichas fases, conjuntamente con

sus parametros estructurales caracteristicos.

H,°

dpDNA

Figura 2.10 Parametros caracteristicos de las fases lamelar (L,) y hexagonal inversa
(H;; ) de los lipoplejos.

En particular, a partir del valor de q del primer maximo de difraccidn
observado en los difractograma es posible obtener el espaciado de la red dny

(en adelante, d), para cada tipo de fase con estas ecuaciones:

- para la fase lamelar L, d =27 (2.6)

quO
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Az

pDNA — E

A su vez, la distancia d, que en el caso de la fase L, es la distancia entre

- para la fase hexagonal H; d=a=d (2.7)

bicapas lipidicas y en el caso de la fase H; es la distancia entre centros de

cilindros (también denotada como a), se puede desglosar en:
d=d, + dy (2.8)

donde d.,, es el espesor de las bicapas lipidicas y d,, el espesor de la fase
acuosa donde se aloja el ctDNA o el pDNA.

El espesor de la bicapa lipidica, dm, se puede estimar con modelos o medir
experimentalmente (crio-TEM, por ejemplo), de tal forma que, a partir del
valor de d, obtenido por SAXS y de la ecuacién 2.8, se puede calcular dy, valor
gue debe ser de un espesor suficiente para alojar a la doble hélice de DNA
hidratada y que estd directamente relacionado con el grado de compactacion

del biopolimero.

Por otra parte, el maximo de difraccién del difractograma que no indexa con
los de ninguna fase, corresponde a la correlacion DNA-DNA, y su vector de
ondas gpna permite obtener la separacion entre las dobles hélices de DNA en la

regién acuosa de la fase lamelar L, dpna (dona = 27/qona). Cabe mencionar que

C
i/’

en el caso de la fase hexagonal HS, dpna = d = a, es decir, como las hélices de

DNA se alojan en el interior de los cilindros micelares inversos, la distancia a la
gue se situan es, forzosamente, la misma que la distancia entre centros de

cilindros, es decir, la d caracteristica de la estructura.

Los experimentos de SAXS se llevaron a cabo en el sincrotron del European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF) Beamlinel6 y Beamline26 , ubicado en
Grenoble (Francia), y en el sincrotrén ALBA BL11-NCD ubicado en Barcelona,

(Espafia).®®
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Metodologia

Una vez preparados los liposomas mixtos, se procede a preparar los capilares
para las medidas de SAXS. Se usan capilares de vidrio de 1.5 mm de diametro
y con un grosor de pared de 0.01 mm (Hilgenberg, Alemania). Se afiade a los
capilares 200 pug de pDNA (a partir de una disolucién de 10 mg/mL) y la
cantidad necesaria de liposoma mixto a fin de obtener la relacion de cargas
efectiva, per, apropiada, tomando en cuenta que el volumen maximo del
capilar es 70 pL por lo que la concentracidn de liposoma mixto debe ser lo
suficientemente alta para afadir volimenes iguales o inferiores a 50 L.
Después de agregar tanto el liposoma mixto como el DNA, los capilares se
centrifugan durante 15 min a 4900 rpm para favorecer la aparicion de sélido.
Una vez hecho esto los capilares se sellan a la llama y se guardan a 4 °C hasta
su analisis en SAXS. Este estudio se ha realizado a diferentes composiciones

de liposoma mixto, o, y a diferentes relaciones de carga efectiva, pes.

o q\

Figura 2.11. Colocacién de capilares en el sincrotron SAXS.

Las medidas de sincrotréon SAXS se realizan colocando los capilares en un
soporte acondicionado para disponer varios capilares verticalmente, dispositivo
que se coloca entre el haz de rayos X y el detector, en la cabina de medida de

SAXS (Figura 2.11). Las condiciones de medidas se detallan en la Tabla 2.5
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Tabla 2.5 Condiciones de medidas para diferentes lineas de SAXS.

Beam Line ESRF BL16 ESRF BL26 ALBA BL11
Intensidad del haz 12.6 keV 12.6 keV 12.6 keV
A 0.995 A 0.995 A 0.995 &
Distancia detector 1.4m 1.4 m 1.4 m
Detector MARCCD 165 Pilatus 1M Quantum 210r
Tiempo de adquisicion 5-20 s 5-20s 30s

2.3.6 Nanocromatografia de liquidos acoplada a detector de masas-
masas (nanoLC-MS/MS)

Fundamento

La Nanocromatografia en fase liquida acoplada al tandem masas-masas,
conocida como nanoLC-MS/MS es una de las técnicas mas ampliamente usadas
en protedmica para el anadlisis de proteinas, puesto que permite su separacion
e identificacion de forma rapida y con un alto grado de selectividad,
sensibilidad y resolucidon. Gracias al desarrollo y acoplamiento de
microcolumnas y nanosprays a las técnicas tradicionales de LC y MS, se ha
podido desarrollar la técnica de nanolLC-MS/MS, que ha incrementado
ampliamente la sensibilidad y resolucidn del analisis de proteinas en muestras

complejas.®

El sistema nanoLC-MS/MS se basa en dos procesos: una cromatografia 2D en
fase liquida y una espectrometria de masas, perfectamente acopladas. La
cromatografia 2D-LC consiste en la separacion de los péptidos por la accion de
dos columnas, la primera una columna de intercambio catidénico y la segunda
una columna de fase reversa, cuya salida se somete a la deteccién final

mediante un espectrometro de masas.

Mediante espectrometria de masas (MS) se puede identificar cada proteina con
una elevada precision. En la técnica de MS, la muestra es vaporizada mediante
el uso de alto vacio y una fuente de calor, y posteriormente ionizada y

fragmentada (y por tanto destruida) mediante distintos métodos, entre los que
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destaca el bombardeo de la muestra con una corriente de electrones a alta
velocidad (EI), los métodos de electrospray (ESI) o la ionizacién por laser
(MALDI). Los iones (moléculas o fragmentos cargados) son entonces
conducidos mediante un acelerador a un tubo analizador curvado sobre el que
opera un fuerte campo magnético, y de ahi a un colector/analizador sobre el
que se recogen los impactos de dichos iones. Los efectos de un campo
electromagnético en el movimiento de un ion son directamente proporcionales
a la masa del ion e inversamente proporcionales a su carga eléctrica. Por lo
gue, un espectro de masas de un compuesto consiste en un grafico de la
abundancia del ion respecto a su relacion m/z, del cual se puede deducir su
peso molecular (MW). La separacién de los diferentes iones se basa en la

relacion:

m_H*? (2.9)
z

donde H es la intensidad del campo magnético, r el radio de deflexion del tubo

analizador y V es el potencial de aceleracién utilizado.

Una vez realizada la separacion de los iones es necesario hacer la identificacion
de las proteinas. Dicha identificacion se realiza con los fragmentos producidos
por CL-MS/MS, y la aplicacion de programas informaticos disponibles
comercialmente, tales como MASCOT o SEQUEST. Estos algoritmos comparan
los datos de m/z obtenidos con las bases de datos de proteinas disponibles
(SwissProt, NCB). De acuerdo al grado de similitud entre la proteina de la
muestra y la presente en la base de datos, cada uno de estos algoritmos
asigna un puntaje y el porcentaje de cobertura de la proteina a partir de los

péptidos identificados.

En esta tesis, se ha utilizado esta técnica para analizar la composicidn
cualitativa y cuantitativa de las coronas proteicas en funcién del tiempo de los
liposomas mixtos DC/Chol-DOPE. Con tales fines, se us6 el nanoLC-MS/MS
Dionex Ultimate 3000 instruments (Dionex, Sunnyvale, CA, USA), con

automuestreador termostatizado y el detector de espectrometria de masas
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LTQ-orbitrap XL instrument (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). El
software utilizado fue Proteome Discoverer (v.2.07 ThermoFisher) (Figura
2.12)

Metodologia

Después de la incubacién de los liposomas mixtos con el suero, y de su
lavado, el pellet obtenido se resuspende en 40 pL de Urea 8 M en NH4HCO3 50
mM (pH=7.8). A continuacioén, se afnaden 10 yL DTT 200 mM con 8 pL de iodo
acetamina, IAA, 200 mM vy la muestra se diluye con NHsHCO; 50 mM para
obtener una concentracién final de Urea de 1 M. Para realizar la digestion de la
mezcla, se afaden 2 ug de tripsina y se deja incubando toda la noche en un
bafio a 37 °C. La reaccion enzimatica se detiene afiadiendo 3 pL acido
trifluoroacético al 0.1% (TFA); después, la muestra se agita durante 3 s y se

centrifuga durante 1 min a 14000 rpm.

Una vez digeridas las muestras, se procede a realizar la desalacion, mediante
el uso de una columna de silica SPE C18, para extraccién en fase sélida. La
columna se lava con 1 mL de acetonitrilo (ACN) y se acondiciona con 1 mL de
H,O con acido trifluoroacético (TFA) al 0.1% (v/v). Después, la muestra se
pasa a través de la columna y se eluye con 500 pyL de H,O:ACN (50:50 v/v)
0.05% TFA. Finalmente, se elimina todo el disolvente en un Speed-Vac (mod.
SC 250 express, Thermo Savant, Holbrook) y se reconstituye la muestra con
100 pyL HCOOH 0.1%. Una vez hecho esto, la muestra se puede analizar o

preservar a -80 °C hasta su analisis.

Para el analisis en nanoLC-MS/MS, se preconcentran 5 pyL de muestra en una
M-precolumna (Dionex) usando como fase movil una mezcla H,O:ACN 98:2
(v/v) con 0.1% de &cido acético, a un flujo de 10 pyL/min. La mezcla de
péptidos se separa en una columna de silica 75 pm x 100 mm que opera a 250
nL/min. La separacidén se realiza con gradiente de elucién, manteniendo los
primeros 5 min una fase isocratica H,O:ACN 95:5 e incrementando
linealmente a H,O:ACN 65:35 en 75 min, H,O:ACN 20:80 dentro de 10 min vy

finalmente a H,O:ACN 5:95 durante 10 min mas para limpiar la columna.
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Figura 2.12. Speed-Vac (izquierda); nanoLC-MS/MS (derecha).

El espectrometro de masas con una fuente de nanospray se opera en modo
idn positivo. Los espectros de masa se adquieren en un rango de m/z de 350-
1800 en el Orbitrap con la resolucidn fijada en 60000. Todos los espectros
MS/MS se colectan usando una energia de colision normalizada de 35% y una

ventana de aislamiento de 2 m/z.
Analisis de datos

De cada muestra se realizan 5 medidas y los resultados obtenidos se analizan
con el software Proteome Discoverer, a fin de identificar proteinas a partir de
los espectros de masas de los fragmentos digeridos. Para ello se utiliza el
motor de busqueda o algoritmo MASCOT para procesar todos los datos
obtenidos en el espectro de masas y generar una lista de picos y abundancia
relativa, a partir de la base de datos SwissProt. Los picos representan los
fragmentos de péptidos para una masa y carga dada. La busqueda de
proteinas en SwissProt se realiza en las entradas de humanos con la opcion
sefiuelo built-in, especificando la enzima proteolitica utilizada para Ila
digestion, en este caso tripsina, y se establece la carbamidometilacion de la
cisteina y la oxidacion de la metionina como modificacion fija y variable,
respectivamente. La tolerancia de masa monoisotdépica para iones precursores

e iones de fragmentacion se establece en 10 ppm y 0.8 Da.

A fin de validar la identificacion de proteinas derivadas de los resultados de
secuenciacién MS/MS vy eliminar cualquier falso positivo, los archivos
resultantes por MASCOT se envian al software comercial Scaffold (v3.1.2,

Proteome Software). La herramienta de Scaffold se usa para integrar los
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resultados de MASCOT con el motor de busqueda X!/Tandem. El analisis se
realiza sélo considerando una identificacién de proteinas basada en espectros
de masas que se correlacionan con al menos dos péptidos tripticos Unicos; la
probabilidad minima de identificacion de péptidos se fija en 95%, y la
probabilidad de identificacion de proteinas en 99%. Para el analisis
cuantitativo de proteinas, el software Scaffold permite realizar la
normalizacion de conteo espectral (NSCs), y ofrece varias pruebas estadisticas
para identificar las diferencias en la abundancia significativa entre dos o mas
categorias. El valor medio de NSCs de cada proteina que se obtienen de las
tres réplicas experimentales se normaliza para el peso molecular de la
proteina, MWNSC, y se expresa como la cantidad relativa de proteina después

de aplicar la siguiente ecuacion:

MWNSC, = (\NSC/MW)’f 100 (2.9)

D (NSC/Mw),

donde, MWNSC, es el porcentaje del peso molecular normalizado NSC para
una proteina dada k, y MW es el peso molecular en kDa de la proteina k. Esta
correccién tiene en cuenta el tamafio de la proteina y evalla la contribucién
real de cada proteina reflejada en su abundancia relativa, RPA, en la corona de

proteinas.
2.3.7 Cultivo celular y proceso de transfeccion

Antes de comenzar con los métodos experimentales utilizados para evaluar los
niveles de transfeccidén, es necesario describir las técnicas de cultivo celular y
el proceso de transfeccion. La principal linea celular utilizada para los estudios
de transfeccion durante esta tesis doctoral, fue la linea celular humana
HEK293T (células embrionarias de rifidn) y en algunos casos, los resultados
fueron contrastados con las lineas celulares humanas HelLa (linea celular
humana de cancer cervical), CaCO-2 (linea celular epitelial humana de
adenocarcinoma colorectal) y A549 (linea celular epitelial humana de

adenocarcinoma de pulmén).
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Las lineas celulares se conservan y cultivan de acuerdo a los protocolos
estandares establecidos. Los estudios de transfeccidén se realizan en placas de
24 pocillos, cultivando una cantidad 60000 células en un volumen final de 400
WML de DMEM con 10% FBS (150 células/uL). Una vez cultivadas las células en
la placa, se dejan en incubacion durante 24 h antes de realizar el tratamiento

con los vectores de transfeccion.'*

En el caso de los experimentos realizados para los estudios de la corona de
proteinas, se utiliza la linea celular PC3 (células de cancer de préstata), la cual
se cultiva en placas de 12 pocillos. Para ello, se pone una cantidad de 200000
células en 1 mL de DMEM con 10% de FBS durante 24 h.

Una vez preparados los cultivos celulares y liposomas, se procede a realizar la
transfeccion (Figura 2.13). Primero se preparan los lipoplejos, para lo que se
mezclan cantidades adecuadas de liposoma mixto y DNA en un eppendorf a fin
de tener las diferentes relaciones de carga efectiva, pes, necesarias,
manteniendo constante la cantidad de DNA por pocillo (0.8 ug para placas de
24 pocillos y de 0.2 ug para placas de 96 pocillos). Se debe agregar la
cantidad necesaria de DMEM a fin de tener un volumen final de 100 uL para
cada pocillo. Posteriormente, los lipoplejos se dejan reposar durante 30 min
(Figura 2.14). Pasado este tiempo, se adicionan otros 100 uL de DMEM para
los estudios sin suero (-FBS) y, 80 uyL de DMEM con 20 pL de FBS para los
estudios en presencia de suero (DMEM con 10 % +FBS). Para tener resultados

estadisticamente significativos, cada muestra debe preparase por triplicado.

Figura 2.13. Proceso de cultivo celular (derecha) e imagen de células HEK293T
(izquierda).
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Durante los 30 min de formacion de los lipoplejos, las células se sacan de la
incubadora y se lavan. Una vez lavadas las células, se anade medio nuevo y se
incuban las muestras durante 6 h. Transcurrido este tiempo, se elimina la
disolucion de cada pocillo, excepto la de los controles y se lavan las células.
Después de esto se afiade nuevo medio con 10% de suero y antibidtico y se

dejan incubando por 42 h mas.

DMEM Incubar
J 30 min

(,— PDNA RO
iLiposoma Mixto \ .’
D) | | )

Figura 2.14. Proceso de preparacion de lipoplejos para transfeccion

N\
N\

Pasadas las 48 h totales de incubaciéon se realizan los experimentos de
cuantificacién de transfeccion y viabilidad celular mediante las técnicas
comentadas a continuacion. Los controles se prepararon de la misma forma
usando Lipofectamina2000; las cantidades usadas de Lipofectamina2000

fueron las recomendadas por el proveedor.
2.3.8 Citometria de Flujo (FACS)
Fundamento

La citometria de flujo es una técnica que permite que las células (500-
4000/seg) pasen en fila dentro de un flujo a través del citdmetro. Mientras
esto sucede, se puede hacer la medicion simultdnea de multiples
caracteristicas fisicas de una séla célula. La ventaja analitica de la citometria
de flujo tiene como base la habilidad de hacer mediciones cuantitativas y
multiparamétricas en un numero estadisticamente adecuado de células, para
definir las propiedades de una poblacién celular o de las subpoblaciones que la

componen. El analisis multiparamétrico hace posible evaluar poblaciones
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celulares particulares dentro de una mezcla compleja, ya que aprovecha
propiedades intrinsecas de la célula como la dispersidon de la luz y la emision
de fluorescencia, como es el caso que nos ocupa. Al mismo tiempo, es posible
separar las distintas poblaciones celulares de la muestra analizada. Estas ideas
son la base de la técnica conocida como FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting). El FACS proporciona datos tales como el tamano relativo de la célula,

granularidad o complejidad interna y la intensidad relativa de fluorescencia.

Para llevar a cabo lo anterior, el equipo requiere (como cualquier citdbmetro de
flujo) de un sistema combinado de flujo, dptica y electronica. El sistema de
flujo introduce y restringe a las células para su analisis individual, el sistema
optico excita la muestra y colecta las sefiales de luz provenientes de la misma
y el sistema electrénico convierte la sefial éptica en una sefial electrénica y la
digitaliza para el andlisis en computadora (Beckton Dickinson
Immunocytometry Systems, 1995). El sistema de citometria de flujo esta
compuesto por cinco unidades principales: una fuente de luz (ldampara de
mercurio o laser), flujo celular, unidad de filtros épticos para la deteccidon de
longitudes de onda especificas, fotodiodos o fotomultiplicadores para Ia

amplificacién de la sefial y una unidad de operacion y procesamiento de datos.

En esta tesis doctoral, la técnica FACS se ha empleado para evaluar si el vector
cationico utilizado es capaz de transfectar células vivas, y qué eficiencia
presenta en dicha transfeccién, proceso que no sélo implica la vehiculizacidn
del plasmido pEGFP-C3 a través de la membrana celular hacia el nudcleo, sino
su posterior liberacion y la expresion de la proteina GFP, cuya emisidn
fluorescente en el verde del espectro visible es caracteristica, medible y

cuantificable.

FACS proporciona dos propiedades complementarias que nos informan sobre la
eficacia de la transfeccidén celular, es decir, sobre el nivel de expresion de la
GFP obtenido:
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i) el % GFP, que es una medida de la expresion de la GFP en las células
transfectadas, con respecto a la emision fluorescente residual de las

células, es decir, nos informa del % de células transfectadas, y

i) MFI (mean fluorescent intensity), que es indicativa de la intensidad

promedio de la fluorescencia por célula.

Todos los estudios de este apartado se llevaron a cabo en ausencia y presencia
de suero con células in vitro, cubriendo un amplio intervalo de los parametros
estudiados en la caracterizacién previa, es decir, a distintas o, distintos pes,
para todos los lipoplejos estudiados en esta tesis doctoral. El objetivo es
establecer correlaciones que liguen maximos de transfeccidon con determinadas
caracteristicas estructurales del vector utilizado, de tal forma que se pueda ir
dibujando un mapa de estructura-actividad bioldégica que permita en un futuro
predecir de alguna forma la potencial capacidad de un determinado vector. De
igual forma se utilizd esta misma tecnica para determinar el porcentaje de
internalizacidn celular de los liposomas mixtos DC-Chol/DOPE en presencia de

corona de proteinas.

De igual forma, esta tecnica se ha utilizado para evaluar y cuantificar las
diferencias de internalizacion celular de liposomas catiénicos mixtos marcados
fluorescentemente, en presencia de corona de proteinas de diferentes

composiciones.
Metodologia

Pasadas las 48 h de tiempo de incubacién de las células, la placa se saca de la
incubadora, se elimina el medio de cada pocillo y se realiza un lavado
adicionando 100 pL de DPBS y 100 pL de 1x tripsina, eliminando siempre el
medio entre uno y otro. A continuacion, se introduce la placa en la incubadora
1 min, y se adicionan 200 pL de DPBS con 0.2 % de FBS en cada pocillo. La
disolucion de células se recoge y se pasa a tubos que se mantienen en hielo

hasta su posterior medida en FACS.
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Las medidas de FACS se realizan en un equipo BD FACSCalibur. Para ello, las
muestras se colocan en el citdmetro y se optimizan los parametros de medida
hasta conseguir la maxima intensidad de emisién de cada poblacién celular.
Finalmente se procede a obtener los resultados y graficas con el software
WinMD12.8.

Para la cuantificacion de la internalizacién celular de liposomas catidnicos
mixtos en presencia de su corona de proteinas, se utilizan liposomas marcados
con NBD-DOPE. Para dicho estudio se utiliza la linea celular PC3 (cancer de
prostata), preparada en placas de 12 pocillos. Una vez preparados los
complejos CL-HP, éstos se afiaden a las células y se incuban durante 3 h.
Pasado este tiempo, las células se tripsinizan y se lavan 2 veces. Finalmente,
se analizan en el citometro de flujo Beckman Coulter, (Fullerton, CA, EE.UU.).
Los datos se procesan mediante el software FCS3 express (De Novo Software,
Los Angeles, CA, EE.UU.).

2.3.9. Ensayo de viabilidad celular (Ensayo MTT)
Fundamento

El ensayo colorimétrico de reduccion del Bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-
2,5-difeniltetrazdlico (MTT),*® es uno de los métodos mas utilizados para la
determinacién de viabilidad celular (citotoxicidad). El estudio se basa en la
reduccion del MTT soluble por parte la enzima succinato-deshidrogenasa
mitocondrial a su forma insoluble formazan. Las células se adhieren a los
anillos de tetrazolio y forman los cristales morados de formazan que son
insolubles en disolucion acuosa. El formazan queda retenido en las células y
puede ser liberado mediante la solubilizacion de las mismas, permitiendo
cuantificar la cantidad de MTT reducido por medio de un estudio colorimétrico,

ya que debido a su reduccién cambia de amarillo a morado.

La capacidad de las células para reducir el MTT es indicativa de la integridad
de las mitocondrias y su actividad funcional, y da la medida de la viabilidad

celular y de la toxicidad, es decir, se puede cuantificar las células que son
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activas metabolitamente.?® Un aumento del niumero de células produce un
aumento de la cantidad de formazan MTT formado, lo que implica un aumento

de la absorbancia detectada (Figura 2.15).

El % de viabilidad celular se determina con un espectrofotdbmetro a una
longitud de onda entre 500-600 nm (la absorbancia maxima depende del

disolvente utilizado). Los resultados se expresan como % de células vivas:

592 A592connol(DMSO)

Yoviabilidad = x100 (2.10)

A

592 controlcelular A592£ontr01(DMSO)

Se debe utilizar un control del medio celular no tratado (% vida celular > 1),
un control positivo (compuesto con citotoxicidad conocida) y otro negativo (el

disolvente). Las medidas se hacen por triplicado.??33

La curva dosis-respuesta se calcula a partir del intervalo de concentracién
utilizado y la % de reduccion del crecimiento celular. Se debe calcular la
concentracion a la cual se produce la reduccion de la viabilidad celular en un
50 %, es decir, los valores de comparacién se hacen sobre una base del 50 %
de inhibicion del crecimiento, ICso, en las células tratadas con los agentes
especificos. A partir de la curva dosis-respuesta, se deduce la efectividad del
agente en causar la muerte o en cambiar el metabolismo de las células. Para
ello se compara la cantidad de formazan morado producido por las células

tratadas con un agente con otras células no tratadas que actuan de control.

MTT Formazan

Figura 2.15. (Izquierda) Reaccioén celular de reccion del MTT. (Derecha) Ensayo MTT
en placa de 96 pocillos.
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Metodologia

Para los estudios de viabilidad celular se usan placas de 96 pocillos, y las
muestras se preparan de acuerdo al protocolo detallado en el apartado 2.3.2.
Una vez pasado el tiempo de incubacion de las células con el lipoplejo, se
anaden 20 pL del reactivo MTT 4 % en DPBS (5 mg/mL) sobre la disolucién
celular sin eliminar el medio anterior en el que se encontraban las células. Una
vez adicionado el MTT se incuba durante 4 horas en oscuridad. Pasado este
tiempo, se elimina el medio de los 96 pocillos y se adiciona 200 pL de DMSO
puro y se deja reposar 5 min a temperatura ambiente antes de su medicién
con el software Microplate Analyst del MTT BIO-RAD modelo 680. Es
importante tener en cuenta que cuando el MTT se encuentra en su forma
reducida, es decir, como formazan, la intensidad que se obtiene es maxima en
el interior de las células vivas. Sin embargo, si la coloracidon es amarilla implica
que el formazan no se ha reducido en el medio mitocondrial y las células estan
muertas, siendo su intensidad minima. El equipo que se utiliza para
determinar la viabilidad celular es el MTT-BioRAD modelo 680-Microplate

Analyzer.

2.3.10 Microscopia de fluorescencia y microscopia confocal de

fluorescencia (MCF).
Fundamento

La microscopia de fluorescencia es una herramienta que permite estudiar
materiales fluorescentes, vya sea de manera natural (materiales
autofluorescentes) o tratados con sondas fluorescentes. La principal diferencia
de un microscopio de fluorescencia es que permite irradiar a la muestra con
una longitud de onda deseada y después separar mediante el uso de filtros la
luz fluorescente emitida (la cual es mucho mas débil que la luz de excitacion).
De esta forma el ojo o el detector (usualmente una camara digital) solo
detecta la luz emitida. Como resultado, la parte de la muestra que presenta
fluorescencia brilla contra un fondo oscuro con el suficiente contraste como

para permitir su deteccidén. El limite de deteccion del instrumento esta
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principalmente determinado por el grado de oscuridad del fondo. La
microscopia de fluorescencia permite alcanzar altos niveles de sensibilidad vy
resolucién microscépica, por lo que es una herramienta muy poderosa y muy
utilizada en la biologia celular. En esta tesis doctoral se utilizado esta técnica
para visualizar la expresién de la proteina GFP en las células transfectadas vy

de esta forma observar los niveles de transfeccion.

La microscopia confocal de fluorescencia (CFM) es otra potente herramienta de
precisiéon para evaluar los niveles de transfeccién celular. Se trata de una
técnica no destructiva que se engloba dentro de la microscopia de
fluorescencia, que permite el estudio de muestras con marcaje fluorescente,
haciendo secciones Oopticas de las mismas, mediante la excitacion de la
muestra con un laser punto a punto por medio de un barrido. Su principal
ventaja es que permite obtener imagenes de mayor calidad mediante técnicas
de filtrado espacial que eliminan la luz que proviene de planos fuera de foco.
Esto permite controlar la profundidad de campo y, ademas, obtener series de
imagenes de la muestra cambiando el plano de foco. Se pueden obtener
secciones Opticas de 0.5 a 1.5 micras de muestras fluorescentes de un espesor

de aproximadamente 50 micras o mas.

Son numerosas las aplicaciones de la microscopia confocal dentro de las
ciencias bioldgicas (biologia celular y molecular, fisiologia, microbiologia, etc.)
ya que permite identificar y localizar componentes celulares in vivo. En
particular, el uso de la microscopia confocal de fluorescencia, CFM, en esta
investigacion tiene por objetivo discernir si en las células transfectadas se ha
liberado el plasmido de DNA y se ha expresado, produciendo en el citoplasma
celular la proteina para la que esta codificado (que en el caso que nos ocupa
es la proteina GFP). Permite, por tanto, confirmar la liberacion del pDNA en el
interior celular y valorar la eficiencia del proceso de transfeccidon. Los
experimentos se realizan en las mismas condiciones que los llevados a cabo en
el estudio de transfeccion anteriormente descrito. Previamente a la
observacion, los nucleos celulares se tifien con ioduro de propidio, PI, y

posteriormente se observan bajo microscopio confocal utilizando filtros
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coloreados sensibles al rojo (PI) para los nucleos o al verde para el pDNA
(GFP). Cuando se observa solo la coloracion roja de los nucleos, significa que
no se ha liberado ni expresado el plasmido. Sin embargo, si la célula posee
una coloracion verde implica que la mayor parte del plasmido ha sido liberado
y expresado produciendo la proteina GFP. Cuando presentan una coloracion
amarillenta o anaranjada significa que no todo el plasmido ha sido liberado y
expresado debido a que parte ha sido destruido por las DNAsas que se
encuentran en el medio celular. Gracias a este estudio colorimétrico podemos,
por tanto, dilucidar si un vector génico es o no eficiente como transportador y

liberador del plasmido de DNA en el citoplasma celular.

Por otra parte, la MCF también se ha usado para determinar el papel que
desempena la corona de proteinas en la captacién celular de liposomas

cationicos mixtos marcado fluorescentemente.
Metodologia

El protocolo de preparacion de muestras para evaluar los niveles de
transfeccion mediante la técnica de microscopia de fluorescencia y MCF son los

mismos que para los estudios de FACS descritos en la seccion 2.4.7.

En el caso de hacer el analisis de transfeccion mediante la microscopia de
fluorescencia, una vez pasadas las 48 h de incubacion, se coge la placa y se

observa directamente al microscopio y se realizan las fotografias pertinentes.

Para la MCF, después de las 48 h de incubacién, se retira el medio de los
pocillos y se lavan las células con 500 pL de la disolucion reguladora DPBS, se
dejan reposar durante 10 min en total oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente se elimina el medio y se adicionan a cada pocillo otros 500 pL
de p-formaldehido al 4% y se incuba durante 10 min (tapado con papel de
aluminio). Con objeto de aumentar la permeabilizacidn de la membrana vy
permitir la entrada de la sonda PI, las células se lavan de nuevo con DPBS
durante 10 min; posteriormente, se incuban con 500 yL de Triton-X-100 al

0.1% durante 5 min y se repite el lavado. Transcurrido este tiempo, las células
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se incuban durante 5 min con 1 pg/mL de PI para tefiir de manera especifica
el nucleo de las mismas. Pasado este tiempo, las células se lavan de nuevo

con DPBS eliminar el exceso de PI.

Finalizado todo el proceso de preparacién, incubacion y tincién de las células,
se procede a observar, medir y digitalizar la emisién de fluorescencia en el
microscopio confocal. Para ello, se preparan cubreobjetos con las células
procedentes de cada uno de los pocillos, y se procede a su medicién con el

microscopio confocal de fluorescencia Zeiss LSM 510-META.

Para la determinacion de la internalizacién y localizacion celular de los
liposomas mixtos en presencia de la corona de proteinas, se utilizan las lineas
celulares PC3 sembradas en placas redondas de vidrio de 24mm. Para éste
estudio se utilizan liposomas mixtos marcados fluorescentemente con NBD-
DOPE (seccion 2.2.1). Una vez preparados los complejos liposoma mixto:HP
de acuerdo al protocolo descrito en la seccién 2.2.3, éstos se anaden a las
células y se dejan incubar durante 3h. Posteriormente, las células se fijan en
PBS con paraformaldehido al 4% durante 20 min. Transcurrido este tiempo,
las muestras se observan en el microscopio Leica TCS SP2 (Leica

Microsystems Heidelberg GmbH, Alemania).
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Entre los distintos métodos para transfectar material genético al interior
celular, los nanoagregados coloidales y/o supramoleculares se han revelado en
los Ultimos tiempos como una alternativa plausible a los vectores Vviricos,
habitualmente utilizados en el pasado. En esta tesis doctoral se ha llevado a
cabo una amplia caracterizacion biofisica y bioquimica de distintos vectores no
virales, con el objetivo de encontrar agentes de transfeccién que ofrezcan altos
rendimientos y bajos niveles de toxicidad. De esta forma, se han caracterizados
diversos lipidos catiénicos gémini (GCLs) constituidos por grupos cationicos de
diversa naturaleza (lisina, amonio e imidazol) unidos a cadenas hidrofdbicas de
variada longitud. De igual forma, se han caracterizado dos lipidos anidnicos
(ALs) en presencia de entidades cationicas di y/o multivalentes, asi como de
vectores supramoleculares con matriz lipidica de la familia de los calixarenos
(CXs).

Con el fin de comprender un poco mas acerca de las interacciones de los
vectores no virales con los fluidos bioldgicos, adicionalmente a |la
caracterizacién biofisica y bioquimica de dichos vectores, se ha llevado a cabo
un estudio de la evolucidn temporal de la corona de proteinas sobre un
liposoma mixto formado por el lipido catiénico DC-Chol y el lipido zwiteridnico
DOPE.

Todas las caracterizaciones se han realizado mediante las diferentes técnicas
descritas en la seccidn experimental de esta tesis, seleccionando las mas

adecuadas para cada uno de los sistemas estudiados.
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3.1 Vectores lipidicos basados en lipidos catidonicos gémini
(GCLs).

3.1.1 GCL derivado del aminoacido lisina: C¢(LL)./DOPE en ausencia y
presencia de DNA (plasmido pEGFP-C3 y/o ctDNA).

Los vectores lipidicos formados a diferentes composiciones de GCL, Ce(LL), vy
de fosfolipido zwitteriénico, DOPE, se han caracterizado en ausencia y en
presencia de dos tipos de DNA (plasmido pEGFP-C3 y ctDNA). Tal y como se ha
comentado en el capitulo previo, el C¢(LL), posee dos cadenas hidrofébicas
saturadas y dos grupos catiénicos derivados del aminoacido lisina (Figura 2.1),
mientras que el lipido coadyudante DOPE contiene dos cadenas hidrofébicas
con una insaturacion en cada una de ellas y un grupo zwitteridnico de
fosfoetanolamina (Figura 2.2). La eleccibn de los liposomas mixtos
Ce(LL),/DOPE se ha debido al interés en encontrar vectores lipidicos mas
biocompatibles, es decir, que mejoren la eficiencia de transfeccion y reduzcan
los niveles de toxicidad. De hecho, el lipido catidonico gémini Ce(LL), ofrece un
importante potencial al poseer dos grupos catidnicos derivados de lisina

altamente biocompatibles.

Con objeto de conseguir lipoplejos potencialmente aptos para transfeccion, es
necesario que presenten una carga neta positiva (es decir, que el total de
cargas del GCL sea mayor a la carga del DNA) ya que los lipoplejos deben ser
capaces de atravesar la membrana celular, también cargada negativamente.
Tal y como se ha visto en el apartado 1.2.2.2 de la introduccion, existe un
valor de L/D que define la electroneutralidad del lipoplejo, (L/D),, donde las
cargas positivas aportadas por el lipido catidnico se igualan a las cargas
negativas del DNA (p = 1). Conocer el valor de este parametro, caracteristico
de cada sistema, adquiere singular importancia dado que constituye el punto
de inflexion en el que cambian muchas propiedades de los nanoagregados vy el
lipoplejo se convierte en un potencial agente de transfeccién. El valor de
(L/D),, puede estimarse mediante las cargas y pesos moleculares de los lipidos
y del pDNA haciendo uso de la ecuacién 1.7 de la introducciéon, o bien

determinarse experimentalmente mediante diferentes técnicas, como el
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potencial zeta, la electroforesis en gel de agarosa y/o un ensayo de
intercalaciéon de bromuro de etidio. De todos ellos, el potencial zeta es la
técnica mas precisa y por ello la mas ampliamente usada para determinar los

valores de electroneutralidad.

Los valores de (L/D), para los lipoplejos Ce¢(LL),/DOPE-ctDNA y Cg(LL)./DOPE-
pDNA se han estimado mediante la ecuacion 1.7 y determinado
experimentalmente a partir de la movilidad electroforética, que permite
obtener el potencial zeta. La Figura 3.1 muestra el potencial zeta frente a
diferentes relaciones de masa, L/D, para ambos lipoplejos a diferentes
composiciones de GCL, a. Todas las graficas presentan un patrén sigmoidal y
una inversion del potencial zeta a una relacién L/D que correspondeap =1, lo
que ha permitido la determinacion del valor de la electroneutralidad (L/D), para
los lipoplejos (Tabla 3.1). A partir de (L/D), de cada lipoplejo formado con
ctDNA, a dos valores de o = 0.2 y 0.6, y haciendo uso del protocolo detallado

en la introduccion, es posible determinar con la ecuacién 1.8'? la carga efectiva

del GCL, q;. . Los resultados revelan que el lipido catiénico Ce(LL), presenta el

total de su carga nominal disponible (q;. = 2).

80

o=0.20
o =0.50
o =0.60
o =0.80
a=0.20
o =0.60

8 12

o o

£(mv)

> o >

L/D

Figura 3.1 Valores de potencial zeta, ¢, frente a la relacion L/D, para los lipoplejos
Cs(LL)>/DOPE-ctDNA (simbolos soélidos) y Cg(LL),/DOPE-pDNA (simbolos vacios) a
diferentes composiciones de GCL, a.

117



Vectores lipidicos basados en GCLs

Tabla 3.1 Valores de (L/D), ctonas (L/D), pona Y carga efectiva del pDNA, q;DNA, para los
lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA a diferentes valores de o.

a (L/D)y, ccona (L/D)y, pona Dpona
0.2 5.99 1.32 -0.45
0.25 0.84 -0.36
0.4 0.82 -0.55
0.5 0.9 -0.75
0.6 2.02 0.77 -0.77
0.8 0.37 -0.49

Los valores de electroneutralidad de los lipoplejos Cs(LL),/DOPE-pDNA son
considerable menores que los encontrados en los lipoplejos formados por
ctDNA (Tabla 3.1). Como ya se ha comentado en la introduccidn de la tesis, la
razdn de estos valores mas bajos estd relacionada con la disminucion de la
carga efectiva del pDNA, ya que cuando el pDNA es compactado por liposomas
catidnicos un porcentaje importante de sus contraiones sodio se mantiene

asociado al plasmido.? Una vez determinada la carga del GCL, el siguiente paso

ha sido la determinacion de la carga efectiva del pDNA, q,,\, . Dicha carga se

ha obtenido siguiendo el procedimiento detallado en la introduccion, haciendo
uso de los valores de electroneutralidad de los lipoplejos Cs(LL),/DOPE-pDNA y
de la ecuacién 1.9.2 Los valores de la carga efectiva del pDNA a diferentes a se

presentan en la Figura 3.2 y la Tabla 3.1. El valor promedio de la carga de
PDNA, dq,na, €S de -0.56 + 0.15 por par de bases, es decir, aproximadamente

un 25% de su carga nominal, e independientemente de a. Estos resultados
estan en concordancia con los valores del mismo pDNA en otros lipoplejos
formados por lipidos comerciales, de sintesis, que posean un solo grupo
catidnico o dos, como es el caso de otros lipidos gémini.! La baja carga
efectiva del pDNA ofrece una clara ventaja en términos de la cantidad de lipido
catidonico requerida, es decir, se necesitard mucho menos lipido para compactar
el pDNA, lo que a su vez se traducird en una reduccion de costes y sobre todo

de la toxicidad celular generada por el vector.
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Figura 3.2 Carga efectiva del pDNA de los lipoplejos mixtos Cg¢(LL),/DOPE-pDNA en
funcién de o. La linea roja punteada corresponde a la carga nominal del ctDNA

(qﬂnearDNA =-2 por par de bases).

De esta forma, podemos ver la gran importancia que tienen los estudios
fisicoquimicos, ya que antes de realizar cualquier ensayo bioldgico, es
necesario determinar la carga efectiva, tanto del GCL como del pDNA, a fin de
optimizar los protocolos de preparacion de lipoplejos, y trabajar con las

relaciones de carga efectiva, pes, correctas.

Por otro lado, es bien sabido que la estructura y morfologia de los lipoplejos
juega un papel importante en la eficiencia de transfecciéon.*® Por ello, con
objeto de obtener el tipo de estructura y la morfologia que presentan los
lipoplejos Cg(LL),/DOPE-pDNA se han realizado estudios de TEM (NS-TEM vy
Crio-TEM) y de SAXS. Los experimentos de Crio-TEM se han llevado a cabo con
lipoplejos cargados positivamente a o = 0.2 y 0.5, mientras que las
micrografias de NS-TEM se han obtenido con lipoplejos cargados positivamente
a o = 0.5. Una seleccién de las micrografias obtenidas mediante los ensayos de

crio-TEM y NS-TEM se presentan en las figuras 3.3 y 3.4.
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Figura 3.3 Seleccion de micrografias obtenidas mediante crio-TEM (paneles A-F) y NS-
TEM (G-I) donde se muestra una vision general de los lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA a
a = 0.5. En los paneles A-F, las flechas negras indican el grado de torsion, t, de las
estructuras tipo t-ribbons; las flechas blancas sélidas y punteadas indican el grado de
torsion, P, y anchura de las estructuras tipo c-ribbons respectivamente.
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50.nm . Lot + .50 nm

Figura 3.4 Seleccion de micrografias obtenidas mediante crio-TEM donde se muestra
una vision general de los lipoplejos Cg(LL),/DOPE-pDNA a o = 0.2. Se observa la
presencia de estructuras tipo ribbon type, RB, (A-E) en coexistencia con las estructuras
tipicas CT de lipoplejos (F-I). En los paneles A-F, las flechas negras indican el grado de
torsion, t, de las estructuras t-ribbons; las flechas blancas sélidas y punteadas indican
el grado de torsion, P, y anchura de las estructuras c-ribbons, respectivamente; y con
un asterisco se identifican los nanotubos.

Como se muestra en las micrografias existe un rico escenario de
nanoestructuras, de modo que el contenido de lipido zwiteribnico DOPE
desempefna un papel fundamental. Por un lado, se ha encontrado la presencia
de una gran variedad de estructuras tipo ribbon type, RB, en un exceso de
liposomas mixtos esféricos tanto a o = 0.2 como a a = 0.5. Dentro de las
estructuras tipo RB podemos encontrar tres tipos diferentes: i) twisted ribbons,

t-ribbons, ii) coiled ribbons, c-ribbons, y iii) nanotubos. Cada una de estas
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estructuras presenta parametros caracteristicos que pueden relacionarse con la
composicién (Figura 3.5). Asi, las t-ribbons presentan un grado de torsién
pitch, t, que varia ligeramente con el contenido de Cg(LL), (ver flechas negras).
Las c-ribbons estan caracterizadas por un grado de torsién, P y una anchura, &
(flechas blancas solidas para P y punteadas para &), con valores de P = (100 +
200nmyd=(40*8) nmparaa =0.2,yP=(340 £ 30) nmy s = (190 + 50)

nm para a = 0.5. Como era de esperar, la anchura de las cintas, §, es mayor

cuando el contenido de CL se incrementa, es decir, cuando el valor a« aumenta,
lo que a su vez provoca una disminucidn en la curvatura de la torsidn,
induciendo un incremento en P. Finalmente, los nanotubos presentan un

diametro promedio, w = (190 £+ 15) nm (asteriscos negros).

a) b) c) d) e)
PO o Ribbon t-Ribbon c-Ribbon Nanotubo

Figura 3.5 Representacion grafica del proceso de agregacion en nanoestructuras tipo
RB: a) Modelo para la agregacion de Cg(LL); mediante enlaces de hidrogeno que
favorecen la aparicion de estructuras tipo ribbon type, RB; b) Estructura basica de las
ribbons, mostrando una vista ampliada de su forma multilamelar con el pDNA
compactado entre las monocapas lipidicas. Esta morfologia multilamelar permanece en
el resto de nanoestructuras t-ribbons, c-ribbons y nanotubos; c) Estructura t-ribbons,
mostrando el grado de torsion, t; d) Estructura c-ribbons mostrando sus parametros
caracteristicos: torsiéon, P; anchura, 5, y el radio de la hélice, a; y e) Nanotubo con
diametro, w.

Es de resaltar, que esta no es la primera vez que se encuentran estructuras

10-13

tipo RB, ya que existen diversos trabajos en la bibliografia que documentan
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este tipo de agregacién para diferentes lipidos puros con grupos catidnicos
quirales como es el caso de este GCL derivado de lisina C4(LL),. Sin embargo,
esta si es la primera vez que estas estructuras se encuentran en una mezcla de
lipidos y en presencia de pDNA, condiciones que obviamente amplian la
variedad y morfologia de las estructuras. También se ha observado que la
unidad fundamental de cualquiera de las estructuras tipo RB (t-ribbons, c-
ribbons o nanotubos) es una multicapa formada por varias monocapas lipidicas
con el pDNA intercalado entre ellas. Esta estructura se produce debido a las
fuertes interacciones electrostaticas provocadas por las cargas del GCL y del
pDNA (Figura 3.5b). Con el fin de aclarar esta particular morfologia, se han
llevado a cabo experimentos de NS-TEM a a = 0.5 (3.3 G-I). Los resultados
muestran claramente el patréon multilamelar anteriormente mencionado, con

una separacion promedio entre las monocapas lipidicas de (5.9 = 0.5) nm.

a) b)

Figura 3.6 Representacion grafica del proceso de agregacion en nanoestructuras tipo
CT: a) Modelo para la agregacion de Cg(LL), en presencia de un contenido medio-alto
de DOPE. La presencia de DOPE entre Cg(LL), evita la formacion de enlaces de
hidrégeno haciendo que en lugar de formar las estructuras tipo RB, se formen las de
tipo CT; y b) Representacion de estructuras tipo CT mostrando, en vista ampliada, su
caracter multilamelar con el pDNA compactado entre las bicapas lipidicas.

Cuando el contenido de GCL es bajo (o = 0.2), adicionalmente a las estructuras
multilamelares tipo RB también se observa una importante poblacion de
nanoestructuras que presentan un engrosamiento y deformacion de las
paredes. Esta caracteristica apunta a la formacion de los bien conocidos
lipoplejos multilamelares tipo cluster-type, CT,'*'® constituidos por bicapas
lipidicas mixtas con pDNA superficialmente compactado e intercalado entre las

bicapas, donde los liposomas deforman su superficie sin llegar a romperse en

123



Vectores lipidicos basados en GCLs

contacto con liposomas adyacentes. La Figura 3.6 muestra un esquema del
patréon de agregacion de las mezclas C¢(LL), y DOPE, asi como la estructura de

los lipoplejos cuando esta presente el pDNA.

Adicionalmente, se ha hecho un analisis de los patrones de periodicidad de las
estructuras multilamelares tipo CT de algunas de las micrografias. Como
ejemplo, la Figura 3.7 muestra un grafico de los diferentes niveles de grises
frente a distancia obtenidos para los lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA a o = 0.2.
La presencia de varios picos en el grafico revela la existencia de una serie de
capas con un patron de periodicidad, de modo que se ha podido calcular la
distancia promedio entre picos, obteniendo un espacio promedio interlamelar
de (6.2 = 0.5) nm. Esta distancia confirma que en dicha estructura

multilamelar existe suficiente espacio para albergar el pDNA.

9%
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Figura 3.7 Detalles extraidos de las micrografias originales de crio-TEM de lipoplejos
Ce(LL),/DOPE-pDNA a o = 0.2. La figura de la derecha muestra la escala de grises en
funcion de la distancia de la region seleccionada con el recuadro negro de la figura de
la izquierda.

Los resultados de crio-TEM permiten concluir que la composicién del liposoma
mixto, es decir el contenido de DOPE, tiene un claro efecto en el proceso de
agregacion del C¢(LL), Yy en consecuencia en la estructura final del lipoplejo. En

concordancia con los datos publicados en la bibliografia'®!3

para otros lipidos
con grupos quirales, cuando la cantidad de DOPE es baja (valores medios-altos
de o para el liposoma mixto) el Cq(LL), tiende a agregarse esencialmente en
estructuras tipo RB. En tales casos, el proceso de formacién de c-ribbons o t-

ribbons estd principalmente gobernado por la presencia de enlaces de
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hidrégeno entre los grupos NH-CO presentes en las unidades de lisina, lo que

12,13

esta en concordancia con los resultados de FTIR obtenidos por Danino para

otros lipidos quirales similares (Figura 3.5).

Por otro lado, las moléculas de DOPE (a bajos o) se agregan principalmente en
forma de liposoma (en las bicapas lipidicas) si bien un pequefio porcentaje
participa en la formaciéon de estructuras tipo RB. En las estructuras tipo RB, la
presencia de DOPE junto con Ce¢(LL), evita la formacidén enlaces de hidrégeno
entre los grupos NH y CO, lo que provoca un diferente grado de torsién en las
estructuras. Sin embargo, cuando el Cg(LL), se mezcla con una cantidad
apreciable de DOPE (bajos o), se observa la formacién de liposomas mixtos y
su agregacion como lipoplejos con una estructura tipo CT, en coexistencia con
agregados tipo RB. Por tanto, se puede deducir que la mayor parte de las
moléculas de DOPE forman parte de las estructuras tipo CT. Los argumentos
antes mencionados justifican la razén por la que a bajos a se pueden encontrar
tanto estructuras tipo CT como las tipo RB, mientras que a mayores contenidos
de GCL (o = 0.5) sdlo se encuentran estructuras tipo RB. Esta informacion es
crucial para una correcta interpretacién de los resultados obtenidos mediante

SAXS que se mostraran mas adelante.

Adicionalmente tal como se observa en las figuras 3.5 y 3.6, la forma en la que
se organizan las moléculas de Cg¢(LL), dentro de la “pared” lipidica es
considerablemente diferente segun sea el tipo de estructura formada por el
lipoplejo. De hecho, en los lipoplejos que forman las estructuras tipo RB, las
moléculas de Cg(LL), se organizan con sus grupos catidénicos apuntando a
posiciones opuestas en las caras de una monocapa. Por otro lado, en los
lipoplejos que forman las estructuras tipo CT, las moléculas de Cg(LL), y DOPE
forman la clasica bicapa lipidica, donde ambos grupos cationicos de GCL se
encuentran en la misma cara de la bicapa, unas moléculas en la cara interior y
otras en la exterior. De acuerdo a esto, los espesores de la monocapa de
Ce(LL), y de la bicapa Cg(LL),/DOPE se han podido estimar en 3 y 4 nm
respectivamente. Considerando que la distancia interlamelar, d, determinada

para estos lipoplejos es de 5.9 nm para la estructura tipo RB y de 6.2 nm para
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la estructuras tipo CT, queda suficiente espacio (2.9 nm y de 2.2 nm para las

estructuras tipo RB y CT, respectivamente) para albergar al pDNA.

A fin de obtener mas informacién sobre la estructura de los lipoplejos
Ce(LL)>,/DOPE-pDNA, se ha llevado a cabo una serie de experimentos de SAXS,
cubriendo un amplio intervalo de composiciones molares, a, y de relaciones de
carga efectiva (per > 1) a partir de la cual los lipoplejos son potencialmente
activos como vectores en terapia génica. Como ejemplo, la Figura 3.8 muestra
los difractogramas (intensidad frente a factor q) a pess = 1.8, para diferentes a
(el resto de difractogramas para otros pes Se presentan en la Figura Al del
Anexo 2). La correlacién entre los maximos de difraccion indica que los
lipoplejos forman una fase lamelar, L,, caracterizada por capas alternas de
lipido mixto y pDNA, con una distancia interlamelar, d, (Figura 3.6)
directamente relacionada con el factor g de los maximos de difraccion (d =
2n/qi00). Esta distancia, d (= dn, + du) es la suma del espesor de la bicapa

lipidica, dm, y de la capa acuosa que contiene el pDNA , d,.

peff: 18 -
:_100 <
(10d) (100) g =
10
o =0.60
0.50

g (nm™)

Figura 3.8 Difractogramas de SAXS para los lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA a diferentes
composiciones de GCL, o, y a una relacién de carga efectiva, pess = 1.8.
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Como se muestra en la Figura 3.8, los maximos de difraccién son muy anchos,
no son simétricos y presentan un desplazamiento hacia la derecha cuando a
aumenta, lo que sugiere que cada pico es el resultado de al menos dos
estructuras con parametros de empaquetamiento muy similares. Por ello, el
primer maximo de difraccion de cada difractograma se ha interpretado como
dos picos con valores de q cercanos, atribuidos a las dos estructuras
multilamelares encontradas con crio-TEM y NS-TEM: estructura tipo CT para los
lipoplejos formados principalmente por Ce(LL),/DOPE-pDNA vy estructuras tipo
RB para los lipoplejos Cg(LL).-pDNA. Por consiguiente, el primer maximo de los
difractogramas ha sido deconvolucionado en dos bandas superpuestas, y para
ello se ha usado el software comercial Origin V.8 que permite aplicar un ajuste
no lineal. La Figura 3.9 presenta las deconvoluciones para todas las o a una
relacion de carga efectiva per = 1.8. Los resultados muestran que: (i) El
maximo que aparece a bajos q, se encuentra a g ~ 1.0 nm™ a todas las a y pef,
por lo que debe ser asignado a la estructura tipo CT formada por los lipoplejos
Ce(LL),/DOPE-pDNA, ya que el valor de g es muy similar al encontrado en
lipoplejos formados por una bicapa lipidica con DOPE;!”"*° mientras que (ii) el
pico encontrado a mayor g, que aparece a un valor ~ 1.17 nm™ para diferentes
o Y pefr, S€ ha asignado a la estructura tipo RB del lipoplejo Ce(LL)>-pDNA, ya
que, al estar formada por una monocapa de GCL, los valores de q deben ser
mayores (menor d) que los de la estructura tipo CT. La asignacion de ambas
estructuras es consistente con el hecho de que el drea ocupada por el primer
maximo disminuye cuando o aumenta, mientras que el segundo aumenta, es
decir, la proporcion de lipoplejos con estructura tipo CT disminuye con o

mientras que los que poseen estructura tipo RB aumenta.
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Figura 3.9 Deconvolucion en dos bandas del primer pico de cada difractograma de los
lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA a diferentes o y pess = 1.8

Una vez identificadas las dos estructuras lamelares, a partir de la ecuacién 2.9
de la seccién experimental se ha determinado la periodicidad interlamelar, d,
de cada una de ellas. En la Figura 3.10 se muestran los valores de d en funcién
de o para todos los pe. Los valores promedio de d, obtenidos para las
estructuras tipo CT (Figura 3.10a) y tipo RB (Figura 3.10b), ha sido (6.3 £ 0.2)
nmy (5.4 £ 0.2) nm, respectivamente, ambos resultados en buen acuerdo con

los determinados mediante TEM.
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Figura 3.10 Distancia interlamelar calculada para cada una de las estructuras
lamelares en funcion de o a diferentes relaciones de carga efectiva, pes, para a)
lipoplejos C¢(LL),/DOPE-pDNA que forman estructura lamelar tipo CT; y b) lipoplejos
Ces(LL),/DOPE-pDNA que forman estructura lamelar tipo RB.

El maximo de difraccion ancho que no corresponde a ninguna de las fases
lamelares, se debe a la interaccion pDNA-pDNA. El valor del factor gpona de
dicho pico permite determinar la separacidn entre las hélices pDNA intercaladas
en la monocapa acuosa (dppna = 27/Qpona). Sin embargo, como se han
encontrado dos estructuras lamelares que contienen pDNA, la indexacién de
este maximo es compleja ya que, ademas, el pico es ancho y difuso. Por esta
razon, no ha sido posible determinar la separacién entre el pDNA en cada una
de las dos estructuras lamelares de modo que se ha determinado un Unico

valor de dppna (= 3.9 £ 0.3) nm (Figura 3.11), independiente de a y de pes.

Finalmente, los resultados de los experimentos de TEM y SAXS han permitido
concluir que: (i) los valores del espaciado interlamelar, d, para las estructuras
tipo CT presentan parametros similares a los de lipoplejos formados por otros
GCLs, DOPE y pDNA;? (ii) El espaciado interlamelar en ambas estructuras es
suficiente para poder albergar el pDNA entre las monocapas (estructuras tipo
RB) y también entre las bicapas de lipidos (estructura tipo CT); y (iii) el

promedio de los valores de dppna €S similar al encontrado en otros lipoplejos.**
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Figura 3.11 Valores de correlacion DNA-DNA, d,pna, €n funcion de o, para los lipoplejos
Ce(LL)>/DOPE-pDNA.

Completada la caracterizacion biofisica experimental, se ha considerado
conveniente aplicar al lipoplejo Ce(LL),/DOPE-pDNA diversos modelos tedricos
y/0 semiempiricos, tales como los modelos de Nguyen y Sennato, también
conocidos como de agregacién-desagregacion, y/o la teoria de condensaciéon de
Manning (renormalizaciéon de cargas) usando el modelo Jellium. Estos modelos
han sido desarrollados y adaptados recientemente por nuestro grupo para su
aplicacién en lipoplejos.'**>19-2* A partir de dichos modelos, se ha determinado:
(a) la carga neta de los lipoplejos, Q., formados por una molécula de DNA con
carga, -q, y la carga positiva del liposoma mixto, Q; y (b) la carga
renormalizada, Q..,, de los lipoplejos. De igual forma, se han obtenido las
variaciones de la carga neta de los lipoplejos, AQ, en funcidén de la composicion
del liposoma mixto, asi como el valor de la carga del lipoplejo en los limites del
régimen inestable, Q". En la Tabla 3.2 se presentan los resultados para los
lipoplejos Ce(LL),/DOPE-pDNA y Cg(LL),/DOPE-ctDNA en funcién de a. Los
resultados encontrados estadn en concordancia con los obtenidos mediante las

medidas experimentales de potencial zeta.
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Tabla 3.2 Cargas renormalizadas obtenidas mediante el modelo Jellium, Qens
parametros fenomenologicos Sy y E; y valores de Q*/Q,en Y AQ. para el lipoplejo
Ce(LL),/DOPE-pDNA y Cg(LL),/DOPE-ctDNA a diferentes «, haciendo uso de la
capacitancia eléctrica, C = 4.51 x 1074 c231,

. g 1015 Qren 10-14 So 1026 E0 105 1033 AQC
Lipoplejo a *
(©) (part/1) ) Q /Qren (C I/part)
0.2 2.57 2.8 4.76 9.10 3.21
Ce(LL),/DOPE- 0.5 2.74 2.74 3.99 8.05 3.30
PDNA 0.6 2.77 2.47 4.29 8.31 3.65
0.8 2.8 1.41 2.28 6.02 6.45
15 -14 26 5 34
Lipoplejo o 10 Qren 1077 S, 10" Eg *10 10 AQc
(© (part/Il) €)) Q /Qren (C I/part)
Ce(LL),/DOPE- 0.2 2.57 12.7 1.85 3.99 3.47
CtDNA 0.6 2.77 6.40 2.80 4.69 6.40

Como anteriormente se ha demostrado, la carga efectiva del pDNA es menor
que su carga nominal y por ello para compactar el pDNA se requiere menos
liposomas catiénicos mixtos que para compactar el ctDNA.®> Con el fin de
profundizar en esta idea, el modelo de complejacion también se ha aplicado a
los lipoplejos Cg(LL),/DOPE-ctDNA a o = 0.2 y 0.6. Para ello, se ha calculado el
valor de qren del ctDNA (4.14 x 107'® C) siendo aproximadamente el doble del
obtenido para el pDNA (2.02 x 107'°). Por otro lado, los valores de Q"/Qren para
los lipoplejos formados con ctDNA (Tabla 3.2) son menores que los de los
lipoplejos con pDNA. Ademas, en dicha tabla también se observa que AQ. es
mayor con ctDNA que con pDNA. Estas caracteristicas apuntan a que el proceso
de complejacién de los liposomas mixtos Cg(LL),/DOPE con DNA depende
fuertemente de la naturaleza del DNA. En particular, el proceso de
complejacion es mas acusado con pDNA ya que la carga resultante es mucho
mayor en lipoplejos con pDNA que con ctDNA, en contraste al valor de sus
cargas renormalizadas en ausencia de liposomas (la del pDNA menor que la del
ctDNA). Estos resultados pueden explicarse en términos de la diferente
geometria que presentan ambos DNAs y de la forma en que interactuan con los
liposomas catidnicos. Asi, mientras que con el ctDNA se esperaria tener un
lipoplejo en la forma tradicional (pelota de tenis),?! para el caso del pDNA se
debe obtener una estructura mas densa. Por otra parte, las repulsiones

electroestaticas con cada tipo de DNA deberian dar lugar a diferentes
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conformaciones en los lipoplejos resultantes. En resumen, la menor carga
efectiva del pDNA, comparada con la del ctDNA, se traduce en una mejora de

los procesos de complejacion.?

Adicionalmente a la determinacién de las propiedades biofisicas de los
lipoplejos Cg(LL),/DOPE-pDNA, es necesario llevar a cabo experimentos de
transfeccion y viabilidad celular, para asi determinar su eficiencia como
potenciales vectores en terapia génica. Para ello, se han utilizado los lipoplejos
Ce(LL),/DOPE-pDNA a diferentes relaciones de o Yy pes para realizar
experimentos de transfeccién y viabilidad celular del pDNA en presencia de
suero, usando la linea celular HEK293T. Los resultados revelan que, a pesar de
que los liposomas Cg(LL)>/DOPE compactan eficientemente el pDNA y que los
lipoplejos Cg(LL),/DOPE-pDNA presentan unos niveles de viabilidad celular
comparables a los del control positivo Lipofectamina 2000 en presencia de
suero, Lipo2000* (Figura 3.12), desafortunadamente no son capaces de
producir un nivel significativo de transfecciéon y, por tanto, puede concluirse
que no son buenos candidatos como vectores no virales de pDNA. Estos
resultados hasta cierto punto no son sorprendentes, ya que estudios previos
han mostrado que los sistemas que presentan estructuras tipo RB no son los

agentes mas adecuados para transfectar el DNA.?>"%’
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Figura 3.12 Viabilidad celular de los lipoplejos Cg(LL),/DOPE-pDNA en funcion de o y
pefs Y €l control positivo Lipo2000*.
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3.1.2 Lipidos catidonicos gémini con espaciadores oligo-oxietileno como

vectores no virales.

Los lipidos catidnicos géminis (GCLs) usados en este apartado son dos series
de compuestos que presentan dos grupos catidnicos separados por un
espaciador oligo-oxietileno (Figura 2.1). La primera serie estd integrada por
tres GCLs, cada uno formado por dos grupos catiénicos amonio, dos cadenas
hidrofobicas de 16 atomos de carbono y un espaciador con diferentes numero
de oligo-oxietilenos en su estructura, referida como (C;6Am),(C,0),, donde n
indica la longitud del espaciador (n = 1, 2 6 3). En la segunda serie de GCLs,
referida como (Ci6Im).(C;0),, los dos grupos catidnicos son imidazol en lugar
de amonio, siendo idéntico el resto de componentes (dos cadenas hidrofdbicas

Ci6 Y el espaciador oligo-oxietileno (C,0),).

Por tanto, los lipoplejos estudiados en este apartado estan formados por un
liposoma mixto (integrado por una mezcla binaria de uno de los GCLs
previamente descritos y el lipido zwiterionico DOPE) y DNA (plasmido pEGFP-
C3 o ctDNA).

La hipdtesis de partida que justifica el uso de GCLs con espaciadores
hidrofilicos es que estos lipidos pueden propiciar una mejora en la interaccion
de los lipoplejos con el DNA y con la membrana celular a fin de obtener

mejores niveles de transfeccion del DNA.

3.1.2.1 Liposomas mixtos (C;,Am),(C,0),/DOPE en ausencia y
presencia de dos tipos de DNA (pDNA y ctDNA).

La serie (Ci6Am),(C,0),./DOPE en ausencia y presencia de dos tipos de DNA
(plasmido y ctDNA) se ha caracterizado electroquimicamente mediante
experimentos de potencial zeta y gel electroforesis. El primer paso para la
caracterizacidén electroquimica de estos sistemas fue la determinacion de la
carga efectiva de cada uno de los GCLs de la serie. Para ello, inicialmente se
midié el potencial zeta de los lipoplejos formados por liposomas mixtos
(C16Am),(C,0),/DOPE en presencia de ctDNA a diferentes relaciones L/D (ver

Figura 3.13). A partir de las curvas de la figura, se ha obtenido el valor de la
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electroneutralidad, (L/D),, para cada sistema, en presencia de ctDNA, a o =

0.5, recogido en la Tabla 3.3 y a partir de él y segun el protocolo detallado en
la introduccién, se ha determinado la carga efectiva de cada GCL, q,., valores
gue se recogen también en la Tabla 3.3. En promedio, la carga de los tres
GCLs de la serie es 1.8 £ 0.1, ligeramente inferior a su carga nominal (q,. =

2), si bien se ha observado un ligero incremento de la carga efectiva con la

longitud de la cadena espaciadora.

40
204
S o
5
A
_20_
-404
0 2 4 6 8
L/D

Figura 3.13 Valores del potencial zeta, {, frente L/D, a a =
(C16AmM),(C,0),,/DOPE-ctDNA, siendo n = 1 (cuadros negros); n
n = 3 (tridngulos azules).

0.5, de los lipoplejos
= 2 (circulos rojos); y

Tabla 3.3 Valores de (L/D),, cargas efectivas de los GCLs, q; , Yy del pDNA, q;DNA, para
los lipoplejos (C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA, a diferentes valores de a.

GCL n o (L/D)y, ctona (L/D)s, pona q;. Qpona
0.2 1.25 1.70 -0.37

= 1 0.4 0.88 1.70 -0.52
a 0.5 2.73 0.81 1.70 -0.59
g_h 0.7 0.76 1.70 -0.77
o 0.2 0.96 1.75 -0.29
g 5 0.4 0.59 1.75 -0.35
o) 0.5 2.74 0.57 1.75 -0.42
g 0.7 0.40 1.75 -0.40
= 0.2 0.79 1.80 -0.25
% 3 0.4 0.49 1.80 -0.30
Q 0.5 2.69 0.39 1.80 -0.30
0.7 0.21 1.80 -0.29
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Una vez obtenido q,. para cada uno de los GCLs, se procedi6 a la

determinacion de los valores de electroneutralidad, (L/D),, de los lipoplejos
formados por los liposomas mixtos (Ci6Am),(C,0)./DOPE y el pldsmido pEGFP-
C3 (pDNA) a diferentes composiciones a. La Figura 3.14 muestra las curvas de
potencial zeta para cada uno de los sistemas que permiten obtener los valores
de (L/D), para los lipoplejos mixtos (Ci6Am).(C,0),/DOPE-pDNA. Como era de
esperar, estos valores son menores que los encontrados para los lipoplejos con
ctDNA. Finalmente, a partir de estos valores de (L/D),, y siguiendo el protocolo

1-3

descrito en la introduccion,” ™ se procedié a determinar la carga efectiva del

PDNA, dq,5xa, €n lipoplejos formados con cada GCL de la serie, a diferentes

composiciones a. Dichos valores se recogen en la Tabla 3.3 y se muestran en

funcion de o en la Figura 3.14d.
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Figura 3.14. (a-c) Valores del potencial zeta, {, frente L/D, para los lipoplejos
(C16AM),(C,0),/DOPE-pDNA, donde a) n = 1; b) n = 2; y ¢) n = 3. A diferentes
composiciones: a = 0.2 (cuadros negros); o = 0.4 (circulos rojos); o = 0.5 (triangulos

verdes); y o = 0.7 (triangulos azules). d) Valores de la carga efectiva del pDNA, J,p\a,

para los lipoplejos (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA frente a o, siendo n = 1 (rombos
negros); n = 2 (rombos rojos); y n = 3 (rombos azules), la linea roja discontinua

corresponde a la carga nominal del ctDNA, J p\s =-2.
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A la vista de estos resultados, se puede concluir que la carga efectiva del pDNA

es solo un 15-30 % de su carga nominal (-2 por par de bases).!™ Para los

lipoplejos (Ci6Am)2(C,0),/DOPE-pDNA, cuando n = 1 los valores de q,pa
muestran una ligera disminucién con o, mientras que para n = 2 6 3 q,p\, €S

aproximadamente constante. Ademas, a o constante, qmn disminuye

ligeramente con la longitud del espaciador. Estos resultados apuntan a que la
carga efectiva del pDNA es dependiente de la carga del liposoma mixto, de
modo que cuando o disminuye y/o el espaciador aumenta®® la capacidad del
liposoma mixto para acceder a las cargas del pDNA se ve comprometida, y por
tanto se reduce la carga efectiva del pDNA (Figura 3.15). En cualquier caso,
como ya se ha comentado previamente, estos resultados corroboran que,
debido a la menor carga efectiva del pDNA, se requerird también una menor
cantidad de lipido catidénico para compactar el pDNA, lo que es muy beneficioso
cara a su potencial uso en terapia génica, puesto que también se reducira la

citotoxicidad provocada por el lipoplejo durante el proceso de transfeccion.

DOPE
PDNA
eOxygen

eNa"

Figura 3.15 Esquema los lipoplejos (C;sAm),(C50),/DOPE-pDNA conn =1, 2 6 3.

Con objeto de corroborar los resultados obtenidos con potencial zeta, también
se llevaron a cabo experimentos de electroforesis en gel de agarosa. A modo
de ejemplo, en la Figura 3.16a se muestran los resultados obtenidos con el
lipoplejo (Ci6Am),(C2,0)/DOPE-pDNA. Se observa que, a valores de pes = 1.5, el
pDNA se encuentra compactado de modo que la banda de pDNA se mantiene
en el pocillo superior. Sin embargo, con el lipoplejo (CieAm),(C,0)/DOPE-
ctDNA (Figura 3.16b) se requiere una mayor cantidad de lipido mixto para
compactar el ctDNA, ya que la banda en el gel aun se ve a valores de pes =
2.0.
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pDNA 0.5 1 1.5 2 25 4

Figura 3.16 Resultados de electroforesis en gel de agarosa con los lipoplejos a)
(C16AmM),(C,0)/DOPE-pDNA y b) (C;6Am),(C,0)/DOPE-ctDNA, a a = 0.7 y a diferentes
relaciones molares de carga p.« = 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 4.0.

El tamafio de los liposomas (Ci6Am),(C,0)./DOPE a diferentes composiciones o
para cada uno de los GCLs ha sido analizado por medio del equipo zetaPALS.
La Tabla 3.4 presenta los resultados del tamafo promedio y la polidispersidad
para estos liposomas. Los resultados de la Tabla 3.4 indican que, a pesar de
haber seguido el mismo protocolo de hidratacidén y extrusién para todos los
sistemas, el tamafio de los liposomas mixtos con cualquier GCL de esta serie
disminuye con o, a la vez que la polidispersidad se incrementa ligeramente.
Estos resultados pueden atribuirse al distinto parametro de empaquetamiento ,
P, de los GCLs con respecto al DOPE. ***

Tabla 3.4. Tamafo de particula y polidispersidad de los liposomas mixtos
(C16Am),(C,0),/DOPE con n = 1, 2 6 3, a diferentes composiciones, o, determinados
por medio del equipo ZetaPALS.

(C16Am),(C,0),/DOPE
n o Tamaio /nm  Polidispersidad
0.2 103 0.05
1 0.5 90 0.13
0.7 75 0.16
0.2 107 0.04
2 0. 89 0.09
0.7 72 0.26
0.2 106 0.04
3 0.5 91 0.10
0.7 79 0.21

La morfologia y estructura de los lipoplejos (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA se han
estudiado mediante SAXS y crio-TEM. Los experimentos de SAXS se llevaron a
cabo a diferentes composiciones o (0.2, 0.4, 0.5 6 0.7) y pess (1.5, 2.0, 2.5, 3.0
6 5), mientras que los experimentos de crio-TEM se llevaron a cabo a a (0.2,
0.5 6 0.7) Y pert (1.5).
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Los resultados obtenidos mediante SAXS con los lipoplejos
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA (n = 1, 2 6 3), a diferentes a (0.2, 0.4, 0.5 6 0.7)
Y pest = 1.5, se muestran en la Figura 3.17. El resto de difractogramas para los
demas valores de per se presentan en las figuras A2-A4 del anexo 2. Los
maximos de difraccidn encontrados para cada uno de los compuestos a
diferentes o y pess (Figura 3.17) indican que todos los sistemas se ajustan a una
fase lamelar (L,). La presencia de un maximo de difraccion ancho y difuso
entre los dos primeros maximos de difraccién se corresponde con la interaccién
pDNA-pDNA.

(100)
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i (200) (200)
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Figura 3.17. Difractogramas de SAXS de los lipoplejos (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA a
diferentes o y relacion de carga pess = 1.5.a) h = 1; b) n = 2; y c) n = 3. Linea negra, o
= 0.2; rosa, o = 0.4; morada, a = 0.5; y verde, a = 0.7. Los indices de Miller (hkl)
corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojo (L, rica en pore); Negro (L,

principal); Y @Zul (Lg, rica en ccL). Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.

Para algunos valores de o se observa la presencia de maximos de difraccidon
adicionales, como es el caso de lipoplejos (CieAm)»(C,0),./DOPE-pDNA con n =
l1laa=0.2,040607, yconn=2063aa=0.2y 0.7 que se corresponden
con otra fase lamelar. Por tanto, los resultados globales indican la presencia de
al menos dos fases lamelares coexistentes a dichas composiciones, de modo
que a todas las o esta presente una fase lamelar (L, principa), Y Qque en
ocasiones, cuando la cantidad de DOPE es alta (o« = 0.2 y 0.4), se observa
también la presencia de una segunda fase con alto contenido de DOPE (L, rica en
pore). Por otro lado, cuando el contenido de GCL es elevado (o = 0.7) se

observa una tercera fase lamelar formada principalmente por GCL (L, rica en ccL)-
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Esta coexistencia de fases, conocida como el fendmeno de demixing, no es
exclusiva de estos sistemas>! sino que también se ha encontrado en lipoplejos
que contienen otros GCLs y DOPE.}? Cabe destacar que al aumentar o los
maximos de difraccion de la fase lamelar L, principal S€ desplazan ligeramente a
valores mayores de g, lo que ya apunta a una disminucién de la distancia
interlamelar en el lipoplejo. A partir de dichos maximos se ha determinado la
distancia interlamelar periddica, d, para cada una de las fases. Los parametros
estructurales de las tres fases lamelares obtenidos a diferentes a y pes S€

recogen en las tablas A1-A3 del anexo 2 y se presentan en la Figura 3.18.
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Figura 3.18. Distancia periddica, d, de las distintas estructuras lamelares de lipoplejos
(C16Am);(C,0)/DOPE-pDNA, donde a) n = 1; b) n = 2; y ¢) n = 3. Ly, rica en pope (F0jO); L,,
principal (negro); Yy Lu, rica en GCL (aZUI)-

La Figura 3.18 muestra que, en todos los casos, los valores de d de la fase
lamelar principal, disminuyen ligeramente (d = 7 a 6 nm) cuando a aumenta,
lo que estd de acuerdo con lo encontrado para otros lipoplejos formados con
diferentes tipos de lipidos catidnicos.*>'3? Estos resultados pueden atribuirse a
la combinacién de dos factores: i) una disminucion del espesor de la bicapa
lipidica, dmn, cuando o aumenta debido a la menor longitud de las cadenas
hidrofobicas de los GCLs (16 C) que la de las cadenas de DOPE (18 C); y/o ii)
una disminucion de la monocapa acuosa, dy, a mayores o debido a que la
superficie cargada en el liposoma mixto aumenta, lo que provoca una mayor
compactacion del pDNA. Para las otras dos fases lamelares observadas a
ciertos valores de a se ha encontrado que la fase rica en DOPE, presenta una
mayor distancia interlamelar (L, rica en pore ® 8.7 — 7.3 nm), mientras que la
fase rica en GCL, tiene una menor distancia periddica (L, rica en ccL ® 5.5 nm). A

partir de los valores de la fase lamelar principal y del espesor de la bicapa
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lipidica, dm (= 4.0 - 4.5 nm), estimado a partir de la estructura molecular de
los GCLs y del DOPE, se ha obtenido un espesor de la monocapa acuosa, d, =
2.0 - 2.5 nm, espacio suficiente para alojar las hélices superenrrolladas de
pDNA, si bien a mayores contenidos de GCL este espacio se reduce en parte

porque la estructura se vuelve mas compacta.***"*

Por otra parte, la correlacion entre las hélices del plasmido, dpona, ha sido
determinada a partir del valor de gpona. Debido a que el maximo de difraccion
relacionado a la correlacion pDNA-pDNA en todos los difractogramas es ancho
y poco intenso, éste ha sido asignado conjuntamente a las estructuras
lamelares L, principal Y Lo, rica en ccL (flechas negras en la Figura 3.17). Los
resultados obtenidos con los lipoplejos (C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA, a todas las

a Y perr €studiadas, se presentan en la Figura 3.19 y en las tablas A1-A3 del

anexo 2.
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Figura 3.19. Valores de la correlacion DNA-DNA, d,pna, €n funcion de o, en lipoplejos
(C16AmM),(C,0)/DOPE-pDNA, donde a) n = 1; b) n = 2; y ¢c) n = 3. A diferentes
relaciones de carga efectiva pegs-

Los valores de dypna muestran una ligera disminucién (5-3 nm) con el aumento
de o, a todos los pesr, 10 que indica que la distancia entre las hélices del pDNA
se reduce cuando el contenido de GCL en el liposoma mixto aumenta. Este
hecho, que se debe al aumento del area superficial cargada en el liposoma, se
encuentra en concordancia con resultados previos de lipoplejos que contienen

otras series de GCLs no muy diferentes de las estudiadas en esta tesis.'™

A fin de tener una idea mas clara de la morfologia de los liposomas mixtos y
lipoplejos conteniendo un GCL de la serie también se han realizado estudios de

crio-TEM. Los resultados obtenidos con los liposomas  mixtos
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(C16Am),(C,0),/DOPE, que se muestran en la Figura 3.20, indican que éstos
consisten mayoritariamente en estructuras unilamelares esféricas. Los
tamafios determinados mediante crio-TEM muestran que los liposomas
disminuyen ligeramente su tamano cuando aumenta o, es decir, la proporcién
de GCL en el liposoma mixto, lo cual estd en buen acuerdo con los resultados
obtenidos mediante el equipo zetaPALS. Ademas, a partir de las micrografias
de los compuestos puros y con la ayuda del software Imagel, también se ha
determinado el espesor de la bicapa lipidica, dn, de los liposomas unilamelares
mixtos. Los valores promedio obtenidos disminuyen en un intervalo de 5.5 a

3.5 nm.

Figura 3.20. Micrografias de liposomas mixtos (C;sAm),(C,0)/DOPE: (a-b), a = 0.2; y
(c-d), a = 0.5. Escala 100 nm.

Por otra parte, en la Figura 3.21 se muestra una seleccién de micrografias de
los lipoplejos (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA, a varias composiciones de GCL (o =
0.2, 0.5 6 0.7). Los resultados revelan que los nanoagregados formados se
caracterizan por un patron de compactacion multilamelar similar a los
obtenidos en estudios previos con otros GCLs.?33 También puede observarse
que, independientemente de la longitud del espaciador del GCL, n, se pueden
distinguir dos tipos de nanoestructuras multilamelares: tipo CT y tipo FP. La
estructura tipo CT se caracteriza por la presencia de liposomas organizados y
desorganizados formando multicapas con el pDNA intercalado, mientras que la
estructura tipo FP muestra una desorganizacién completa de los liposomas que

ha dado lugar a multilamelas continuas.
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Figura 3.21. Micrografias de los lipoplejos (CisAm),(C>0),/DOPE-pDNA: (a-c), n = 1;
(d-e), n = 2; y (f-h), n = 3; a varias composiciones molares: (a,dy f), a = 0.2; (b, ey
g),a=0.5;y (cyh) a=0.7.

Las micrografias obtenidas también muestran que, en los lipoplejos
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA, un alto contenido de DOPE (o = 0.2) provoca la
formacién de nanoagregados tipo CT. Sin embargo, cuando el contenido de
GCL aumenta (a = 0.5), ademas de los nanoagregados tipo CT, también se
forma una estructura multilamelar continua tipo FP de liposomas mixtos con
pDNA intercalado. Finalmente, cuando el contenido de GCL es elevado (a =
0.7), las nanoestructuras tipo CT desaparecen y solo permanecen las de tipo
FP. En resumen, cuando el contenido de DOPE es alto, los liposomas mixtos
compactan el pDNA manteniendo esencialmente su morfologia formando las

estructuras tipo CT en las bicapas lipidicas se vuelven mas densas y se pliegan,
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si bien muchos de los lipomas conservan su estructura original. Sin embargo,
cuando se incrementa el contenido de GCL las interacciones liposoma-pDNA se
ven claramente favorecidas y los liposomas tienden a desorganizarse formando
nanoagregados tipo FP. Esta Ultima caracteristica ya ha sido encontrada en
otros lipoplejos formados por GCLs.' Estos resultados estdn en concordancia
con los obtenidos mediante SAXS en los que también se encontrd coexistencia

de fases.

A fin de determinar la fluidez de la bicapa de los lipoplejos (la cual esta
relacionada con su eficiencia de transfeccidn) también se han llevado a cabo
estudios de anisotropia de fluorescencia, r, para los lipoplejos
(C16Am),(C,0),./DOPE-pDNA. Cuando una bicapa se vuelve mas fluida, el grado
de rotacidn de la sonda fluorescente aumenta lo que provoca una disminucion

de la anisotropia.
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Figura 3.22. Resultados de anisotropia de fluorescencia para los lipoplejos
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA: (ayd)n=1; (bye)n =2y (cyf) n = 3; a diferentes
composiciones molares: (a-c) a = 0.2 y (b-f) a = 0.5 y relaciones molares de carga: pess
= 1.5 (cuadros negros); pesr = 2.0 (circulos rojos); pess = 5.0 (triangulos azules); y pess =
o (tridngulos verdes).

La Figura 3.22 muestra los resultados de anisotropia de la sonda fluorescente
DPH localizada en la bicapa de los liposomas (Ci6Am)2(C20),/DOPE (pesr = ©) Y
lipoplejos (C16Am),(C,0)./DOPE-pDNA (pess = 1.5, 2.0 6 5) a dos composiciones

diferentes (o = 0.2 6 0.5) en funcién de la temperatura. Los resultados indican
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gue la anisotropia de fluorescencia disminuye con la temperatura en todos los
casos, lo que implica que la fluidez de la membrana aumenta. La presencia de
DOPE disminuye la temperatura de transicion gel-fluido, T, y por ello, a
mayor contenido de DOPE (a = 0.2) la fluidez de los lipoplejos aumenta. Los
valores de anisotropia a temperatura fisioldgica (37 °C) determinados para los
lipoplejos formados por cada uno de los tres GCLs son muy bajos (0.07-0.15),
lo que indica que la fluidez de los nanoagreagados formados es apropiada para

considerarlos como vectores potenciales para su uso en terapia génica.!

Finalmente, la capacidad de transfeccidn de los formulaciones lipidicas de los
liposomas mixtos (Ci;6Am),(C;0),/DOPE (n = 1, 2 6 3) ha sido investigada
mediante la transfeccién del plasmido pEGFP-C3 (pDNA) en ausencia, -FBS, y
presencia (+FBS) de suero en varias lineas celulares. El plasmido pEGFP-C3
codifica la expresion de la proteina verde fluorescente GFP. La cuantificacidon de
los niveles de transfeccion se ha realizado mediante citometria de flujo, y los
resultados obtenidos han sido analizados en términos de %GFP (porcentaje de
células que expresan la proteina GFP) y mediante la intensidad media de
fluorescencia (MFI) correspondiente a los niveles de expresién de la GFP por
célula. Para este estudio, se han preparado cuatro composiciones molares del
liposoma mixto GCL/DOPE (o = 0.2, 0.4, 0.5 y 0.7) y, en cada una de ellas,
cinco relaciones de carga efectiva entre el GCL y el pDNA (pes = 1.5, 2.0, 2.5,
3.0 6 5). Todos los experimentos han sido acompafados del control comercial
Lipofectamina 2000 (referido como Lipo2000 y Lipo2000* en ausencia y

presencia de suero, respectivamente).

Como caso ilustrativo, en la Figura 3.23 se presentan los resultados de
transfeccion obtenidos, en presencia de suero, para los tres sistemas
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA a las condiciones de a Yy pes encontradas Optimas
en ausencia de suero, para el proceso de transfeccién de la linea celular
HEK293T. Cabe mencionar que aunque los niveles de transfeccion del pDNA
son mayores en ausencia de suero, los resultados aqui presentados son lo mas
interesantes ya que en condiciones fisioldgicas reales la transfeccién siempre

se realiza en presencia de suero.
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Figura 3.23. Eficiencias de transfeccion de los lipoplejos (C;sAm),(C,0),/DOPE-pDNA
en términos de %GFP y MFI para la linea celular HEK293T en presencia de suero
(+FBS).a) h=1; b) n = 2; y c) n = 3. En cada caso se encuentra el control comercial
Lipo2000*.

Los resultados de transfeccidon con los lipoplejos (Ci6Am),(C,0),./DOPE-pDNA
muestran que los maximos de transfeccion se observan para los GCLs con n =
1 y 3 a una alta composicion molar de GCL (o = 0.7) y a relaciones de carga
entre pes = 1.5-2.0. Por otro lado, para el GCL con espaciador n = 2, los
mejores resultados se tienen a o = 0.4 y per = 1.5. Aunque todas las
formulaciones de los lipoplejos (C16AM),(C,0)/DOPE-pDNA y
(C16Am),(C,0)3/DOPE-pDNA, en condiciones éptimas, presentan mejor TE que
el control Lipo2000*, es destacable que el lipoplejo con el GCL que presenta el
espaciador mas largo (Ci6Am),(C,0)3/DOPE-pDNA (n = 3) es el que ha
mostrado los mayores niveles de transfeccién. Estos resultados de transfeccidn
en células HEK293T han sido confirmados mediante estudios similares
realizados en otras 4 lineas celulares cancerigenas (CaCO-2, Hela, Hep3B y

MDA-MB321) no recogidos en esta memoria.

Los niveles de expresion de la proteina GFP, también han sido evaluados
mediante microscopia de fluorescencia. A modo ilustrativo, la Figura 3.24
presenta la expresién de GFP en la linea celular HEK293T para los lipoplejos
(C16Am),(C,0)3/DOPE-pDNA en presencia de suero en condiciones éptimas (a
= 0.7 y per = 2.0). Como puede apreciarse en la figura, las células
transfectadas con el lipoplejo (Ci6Am),(C,0)3/DOPE-pDNA presentan mayor
fluorescencia (3.24c) que las transfectadas con el control Lipo2000* (3.24b).
Estos resultados corroboran los resultados de FACS y confirman que el
lipoplejo (C16Am),(C,0)3/DOPE-pDNA a o = 0.7 y pess = 2.0 es un buen agente
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de transfeccién, y supera los niveles de transfeccién del control Lipo2000* en
la linea celular HEK293T.

Figura 3.24. Imagenes de microscopia de fluorescencia de: (a) la linea celular HEK293T
sin transfeccion; (b) transfectadas con el control comercial Lipo2000%*; y (c)
transfectadas con los lipoplejos (C;6Am),(C,0)3/DOPE-pDNA a la formulacion optima
de a =0.7 y pess = 2. Escala 50 pm.

Los estudios de microscopia de fluorescencia se han complementado con
estudios de colocalizacidn celular mediante microscopia confocal de
fluorescencia. El porcentaje de expresién de la proteina GFP y su localizacion
en las células HEK293T, se ha visualizado 48 h después de la transfeccién. En
este estudio, el nlcleo de las células se marca con yoduro de propidio (PI)
marcador fluorescente en rojo que se une al DNA enddégeno presente en las

células.

En la Figura 3.25b-c, se muestran las micrografias con los resultados de
transfeccion para control Lipo2000* y el lipoplejos (CisAm),(C,0)s/DOPE-
pDNA. Los resultados muestran que la expresion de la proteina GFP se
encuentra localizada en el interior celular y descarta que los resultados de
FACS fueran un falso positivo. También se observa que no existe ninguna
fluorescencia residual en las células sin transfectar (Figura 3.25al-a4) y se
corrobora que el % GFP es mayor para el lipoplejos (CigAm),(C,0)3/DOPE-
pDNA a las condiciones dptimas a = 0.7 y per = 2 (Figura 3.25c1-c4) que para
el control Lipo2000* (Figura 3.25b1-b4).
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Figura 3.25. Imagenes representativas de microscopia confocal de fluorescencia para
la linea celular HEK293T. (al-a4) Células sin transfectar; (b1-b4) Células transfectadas
con Lipo2000%*; y (c1-c4) Células transfectadas con (C;6Am),(C,0)3;/DOPE-pDNA a las
condiciones optimas (a = 0.7 y pess = 2) en presencia de suero (+FBS). Paneles (al-c1)
muestran la expresion de la GFP en las células; (a2-c2) campo claro; (a3-c3) tincién PI
y (a4-c4) superposicion de imagenes. Escala = 50 um.

Para su posible uso efectivo en terapia génica, la capacidad de transfeccién de
los vectores lipidicos tiene que estar complementada con bajos niveles de
toxicidad. Por ello, ademas de los estudios de transfeccidon, se han realizado
estudios de viabilidad celular de los tres GCLs (CisAm),(C,0)./DOPE-pDNA

mediante el ensayo MTT.

150

100 -
X l
O,
1 2 3

Lipo2000*

% viabilidad celular

n

Figura 3.26. Resultados de viabilidad celular de la linea celular HEK293T incubadas con
los lipoplejos (C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA (n = 1, 2 6 3) a las condiciones dptimas y el
control Lipo2000*.

La Figura 3.26 muestra los porcentajes de viabilidad celular obtenidos, en
presencia de suero, a las condiciones dptimas de transfeccion para cada uno de
los tres GCLs. Como se puede observar, los tres GCLs muestran un porcentaje
considerablemente alto de células viables después de ser tratadas con los
lipoplejos. Independientemente de la longitud del espaciador, los tres GCLs
presentan una menor inhibicion de la viabilidad celular que el control

Lipo2000*. Ademas, también es interesante destacar que estos lipoplejos
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presentan niveles de viabilidad celular considerablemente mayores que los
obtenidos para GCLs con cadenas espaciadoras alquilicas,? de forma que, la
introduccidon de oxigenos en la cadena espaciadora provoca un claro aumento

de la viabilidad celular.

3.1.2.2 Liposomas mixtos (C;sIm),(C,0),/DOPE en ausencia vy
presencia de dos tipos de DNA (plasmido y ctDNA).

Al igual que en la serie anterior, primeramente, las medidas de potencial zeta
(Figura 3.27) de los |liposomas mixtos (o = 0.5) con ctDNA
((C16Im),(C,0),/DOPE-ctDNA) con n = 1, 2 o 3, permitieron determinar los

valores de electroneutralidad, (L/D),, y a partir de ellos la carga efectiva, q.,

de cada GCL (Tabla 3.5). De la misma forma que en la serie (CisAm)>(C,0),,
los GCLs de esta serie (Ci6Im)>(C,0), ofrecen una carga promedio de 1.8
0.1, muy proéxima a su carga nominal (q,. = 2.0) y, andlogamente a la serie

anterior, esta carga efectiva aumenta ligeramente con la longitud de la cadena

espaciadora.
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Figura 3.27 Graficas de potencial zeta, ¢, frente L/D, a o =
= 1 (cuadros negros); n = 2

formados por (Ci6Im),(C,0),/DOPE-ctDNA, siendo n
(circulos rojos); y n = 3 (triangulos azules).

Las medidas de potencial zeta para los lipoplejos (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA
(n =1, 2 6 3) se presentan en la Figura 3.28a-c. Los valores de q,a,

calculados a partir de los valores (L/D), para los lipoplejos
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(C16Im),(C50)./DOPE-pDNA, recogidos en la Tabla 3.5 y Figura 3.28d, indican
que la carga disponible del plasmido q,, es solo un ~25 % de su valor
nominal (-2 por par de bases) lo cual esta en concordancia con los resultados
previos obtenidos para la carga del pDNA.' Sin embargo, a diferencia de la
serie (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA, el q,n de la serie (Ci6Im).(C,0)./DOPE-
pDNA se mantiene aproximadamente contante, siendo independiente de la

composicion del liposoma mixto y de la longitud del espaciador de cada uno de
los GCLs.
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Figura 3.28. (a-c) Graficas de potencial zeta, {, frente L/D, para los lipoplejos
(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA donde a) n = 1; b) n = 2; y ¢) n = 3. A diferentes
composiciones: a = 0.2 (cuadros negros); o = 0.4 (circulos rojos); o = 0.5 (triangulos
verdes); y a = 0.7 (triangulos azules). d) Grafico de las cargas efectivas del pDNA,

CI;DNA, para los lipoplejos (C;6Im),(C,0),,/DOPE-pDNA frente a a. Siendo n = 1 (rombos
negros); n = 2 (rombos rojos); y n = 3 (rombos azules). La linea roja discontinua
corresponde a la carga nominal del ctDNA (. =-2.
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Tabla 3.5 Valores de (L/D),, cargas efectivas del GCL, q} , Y cargas efectivas del pDNA,
q;DNA , para los lipoplejos (C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA diferentes valores de a.

GCL n o (L/D)y, ctona (L/D)s, pona q;- Qpona
0.2 2.29 1.70 -0.69

< . 0.4 1.05 1.70 -0.62
&) 0.5 2.73 0.76 1.70 -0.55
W 0.7 0.54 1.70 -0.54
% 0.2 1.47 1.80 -0.44
[a) 0.4 0.78 1.80 -0.45
a 2 0.5 2.74 0.67 1.80 -0.47
S 0.7 0.58 1.80 -0.56
,é‘i 0.2 1.34 1.90 -0.42
< 0.4 0.80 1.90 -0.49
S 3 0.5 2.71 0.74 1.90 -0.55
0.7 0.39 1.90 -0.39

Los tamafios de los liposomas mixtos (Ci6Im),(C,0),/DOPE obtenidos mediante
zetaPALS, se presentan en la Tabla 3.6. Al igual que para los liposomas
(C16AmM),(C,0),, el tamafo de los liposomas mixtos (Ci6Im),(C,0),/DOPE,
independientemente de la longitud del espaciador, disminuye cuando el
contenido de GCL en el liposoma mixto aumenta.

Tabla 3.6. Tamaiio de particula y polidispersidad de los liposomas mixtos

(C16Im),(C,0),/DOPE con n = 1, 2 6 3, a diferentes composiciones, o, determinados
por medio del equipo ZetaPALS.

(C16Im)>(C,0)./DOPE
n o Tamano /nm Polidispersidad
0.2 108 0.10
1 0.5 89 0.12
0.7 79 0.16
0.2 110 0.07
2 0.5 107 0.15
0.7 94 0.17
0.2 106 0.11
3 0.5 94 0.12
0.7 86 0.17

Los difractogramas obtenidos mediante SAXS de los lipoplejos
(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, a diferentes valores de o se presentan en la
Figura 3.29 ( a per = 1.5) y en las figuras A5-A7 del anexo 2 (para el resto de
perf). La correlacion de los maximos de difraccion indica que,

independientemente de a 0 pe, todos los lipoplejos forman una fase lamelar
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(Lo, principal). Adicionalmente, a o = 0.2 se observa la coexistencia de una
segunda fase lamelar (L, rica en ore) CON un factor q ligeramente menor y por
tanto con una mayor distancia interlamellar, d. En los difractogramas también
se ha indicado la correlacion pDNA-pDNA (flecha negra). Los valores de todos

los parametros q, d y dpona S€ recogen en las tablas A4-A6 del anexo 2.

a) b) <)

(100)

(100) (100)
(100), l (100)
(200) (200)

(200)
(300) (200 (300) (200) (200) (300)

!

Intensidad (u.a.)

1 2 3 1 2 3 1 2 3
q (nm™) q (nm™) q (nm™)

Figura 3.29. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA a
diferentes o y relacion de carga pess = 1.5. a) n = 1; b) n = 2; y c) n = 3. Linea negra
corresponde a o = 0.2; rosa a a = 0.4; morada o = 0.5; y verde a = 0.7. indices de
Miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L, rica en pore) Y
negros (L, oprincipal): Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura 3.30. Grafico de la distancia periddica, d, (simbolos negros) y correlacion DNA-
DNA, d,pna (simbolos verdes) para los lipoplejos (C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, donde a)
n=1;,b)n=2;yc)n=3.

La Figura 3.30 muestra los valores de la distancia interlamellar, d, y la
correlacién DNA-DNA, dypona, €n funcion de o, a diferentes valores de pesr, para
los tres sistemas de la serie (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA. Al igual que para la
serie (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA, en todos los casos, independientemente del

perr, l0s valores de d y dpyona Obtenidos para la fase L, principar disminuyen
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ligeramente con el aumento de o, de modo que la periodicidad d estd
comprendida en un intervalo de 6.7-5.7 nm y dyona l0 estd en el intervalo de
4.5-5.0 nm. Por otra parte, la fase L, rca en pDore S€ encuentra menos
compactada ya que presenta valores de d en el intervalo de 9.4-7.4 nm (tablas
A4-A6 del Anexo 2).

Los experimentos de crio-TEM para los lipoplejos (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA a
a = 0.2 y 0.5 se presentan en la Figura 3.31. En las micrografias se observan
resultados similares a los de la serie (CisAm),(C,0).,/DOPE-pDNA, con dos
tipos de nanoagregados multilamelares dependientes de o. De hecho, a altos
contenidos de DOPE (o = 0.2) se encuentra una estructura tipo CT, mientras
que cuando se incrementa el contenido de GCL (a = 0.5) se encuentra una
estructura tipo FP. Sin embargo, a diferencia de la serie (C;6Am),(C,0),/DOPE-
pDNA, en la serie (Ci6AmM),(C>0),/DOPE-pDNA, a oo = 0.5y valoresden =1y
3, no se observa la coexistencia de ambas estructuras, sino sélo la presencia
del tipo FP.

Figura 3.31. Micrografias de los lipoplejos (C16Im),(C,0),./DOPE-pDNA: (a-d) n = 1; (b-
e) n = 2y (c-f) n = 3; a diferentes composiciones molares: (a-c) a = 0.2 y (d-f) a = 0.5.
El recuadro superior de la figura (f) representa la FFT de la seccion seiialada con el
recuadro inferior de lineas discontinuas de la misma imagen.
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A fin de determinar la periodicidad de las estructuras, se ha realizado una
transformacion de Fourier (FFT) a una serie de micrografias. En la Figura 3.31f
se muestra, como ejemplo, la imagen de una FFT. Como era de esperar, el
patrén de difraccion corresponde a una estructura lamelar. A partir de dichas
transformadas se ha determinado la periodicidad en los dos tipos de
nanoagregados, obteniéndose valores de (6.6 + 0.4) nm y (6.4 + 0.4) nm para
las estructuras tipo CT y FP, respectivamente. Dichos valores estan en

concordancia a los obtenidos mediante la técnica de SAXS.

La anisotropia de fluorescencia, determinada para los lipoplejos
(C16Im)>(C,0),/DOPE-pDNA a o = 0.2 y 0.5 (Figura 3.32), muestra el mismo
comportamiento que para la serie (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA. De esta forma
se ha encontrado que los lipoplejos con cada uno de los 3 GCLs poseen mayor
fluidez a menores composiciones de GCL (o = 0.2) y que los valores de
anisotropia son lo suficientemente bajos (0.07-0.15), a temperaturas
fisiolégicas, como para considerar estos lipoplejos como vectores potenciales

de transfeccidn.
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Figura 3.32. Anisotropia de fluorescencia, r, para los lipoplejos (C16Im),(C,0),,/DOPE-
pDNA: (a-d) n = 1; (b-e) n = 2; y (c-f) n = 3; a diferentes composiciones molares: (a-c)
a = 0.2y (b-f) a = 0.5V pess: petf = 1.5 (cuadros negros); pesr = 2.0 (circulos rojos); pess =
5.0 (triangulos azules); y pess = © (triangulos verdes).

Los resultados de transfeccién de los lipoplejos (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA en

la linea celular HEK293T, en presencia de suero, se presentan en la Figura
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3.33. En dicha figura se observa que las maximas eficiencias de transfeccion se
obtienen a elevados contenidos de DOPE (o = 0.2), aunque también se
observan altos niveles de transfeccion a composiciones intermedias (o = 0.4 y
0.5) para cada uno de los GCLs de esta serie (n = 1, 2 6 3). En cambio,
cuando se incrementa el contenido de GCL (o = 0.7) se observa una drastica
disminucién de los niveles de transfeccién. Es destacable resefiar que a valores
de o bajos-intermedios, los lipoplejos con los 3 GCLs presentan niveles
similares de transfeccién y en todos los casos muy superiores a los observados
con el control Lipo2000*. Es de resaltar que, para estos sistemas, la eficiencia
de transfeccién a altos niveles de DOPE (o = 0.2) es mayor cuando pes €S
ligeramente superior a 1, mientras que para a > 0.4, se necesita una pes Mas
alta para alcanzar mejores niveles de transfecciéon. Este hecho podria ser
debido a que cuando o se incrementa la cantidad de lipido mixto total
disminuye, y por tanto se requiere una mayor cantidad de liposoma mixto para

transportar el pDNA.
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Figura 3.33. Eficiencias de transfeccion de los lipoplejos (C;6Im),(C,0),/DOPE-pDNA
en términos de %GFP y MFI para la linea celular HEK293T en presencia de suero
(+FBS). a) n=1; b) n = 2; y ¢) n = 3, en todos los casos comparados con el control
comercial Lipo2000*.

Si comparamos las eficiencias de transfeccion determinadas mediante
citometria de flujo de las dos series de este apartado (CisAm),(C,0),/DOPE-
pDNA y (Ci16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, podemos observar algunas diferencias: i)
para la serie (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA las maximas TE se obtienen a altos
contenidos de GCL (o = 0.7) mientras que para la serie (Ci6Im),(C,0),./DOPE-
pDNA, las maximas TE se obtienen a altos contenidos de DOPE (o = 0.2); ii)
Los niveles de transfeccién son similares para los tres sistemas de la serie
(C16Im),(C50)./DOPE-pDNA, mientras que para la serie (Ci6Am),(C,0),./DOPE-
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pDNA los mejores niveles se observan para los GCLs con espaciadores n= 1y
3; vy iii) las TE son bastante superiores para la serie (CisIm),(C,0),./DOPE-
pDNA respecto a la serie (C;6Am),(C,0),/DOPE-pDNA.

Adicionalmente a los resultados de TE obtenidos para estas dos series, se ha
realizado una comparativa con otros GCLs investigados previamente por
nuestro grupo a fin de lograr una mejor comprension del papel que desempeiia
un espaciador de tipo oligo-oxietileno en la TE.!? De esta forma, los resultados
de las 2 series de GCLs conteniendo un espaciador tipo oligo-oxietileno de
longitud variable, se han comparado con los resultados previos obtenidos para
2 series de GCLs con un espaciador tipo metilenos, a saber: i) 1,2
bis(hexadecildimetilamonio)(CH,)., (CisAm),C,, siendo n = 2, 3, 5 6 12 vy; ii)
bis(hexadecilimidazol)(CH;),, (CisIm),C,, siendon = 2, 3, 56 12 el numero de
metilenos de la cadena alquilica espaciadora. En la Figura 3.34, se presentan
los resultados a las condiciones dptimas, en presencia de suero, para cada

lipoplejo que conforma cada una de las 4 series.
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Figura 3.34 Eficiencias de transfeccion en términos de %GFP y MFI para la linea celular
HEK293T en presencia de suero (+FBS) para cuatro diferentes series GCL/DOPE-pDNA
en funcion de la longitud del espaciador, n, del GCL: a) (Ci;6Am),C,/DOPE-pDNA; b)
(C16Im),C,/DOPE-pDNA; c) (Ci6Am);(C,0),/DOPE-pDNA; y d) (Cy6Im),(C,0),/DOPE-
pPDNA. n. También se presenta los resultados obtenidos con el control positivo
Lipo2000*.
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De acuerdo a los resultados presentados en la figura se observa que al menos
un compuesto de cada serie supera la TE del control Lipo2000*. Ademas los
resultados muestran dos patrones interesantes: i) La TE mejora
considerablemente con los diferentes espaciadores cuando el grupo catidnico
amonio es sustituido por una grupo catidnico imidazol; ii) La introduccién de
oxigenos en la cadena espaciadora del GCL mejora considerablemente la
eficiencia de transfeccion (ver comparativa entre Figura 3.34a-c y 3.34b-d),
especialmente si se tiene en cuenta que la longitud del espaciador n = 1 de la
serie oligo-oxietileno es similar en longitud al espaciador n = 5 para la serie
con espaciador alquil. Por tanto, se puede concluir que la introducciéon de
oxigenos en la cadena espaciadora y grupos imidazol en el GCL (serie

(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA) conduce a los valores mas altos de transfeccion.
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Figura 3.35. Eficiencias de transfeccion para la serie (C3;6Im),(C,0)s/DOPE-pDNA en
términos de %GFP y MFI para diferentes lineas celulares (HeLa, CaCO-2 y A549) en
presencia de suero (+FBS). Para cada linea celular los resultados de transfeccién han
sido comparados con los del control Lipo2000*.

Sin embargo, los niveles de transfeccién en una sola linea celular no permiten
concluir, sin lugar a dudas, si un sistema es mejor en términos de eficiencia de
transfeccidon que un control comercial. Para ello es necesario confirmar esta TE
usando los lipoplejos (Ci6Im),(C;0),/DOPE-pDNA para transfectar el pDNA en
otras lineas celulares cancerigenas. A modo de ejemplo, en la Figura 3.35 se
presentan los niveles de transfecciéon obtenidos en diferentes lineas celulares
(HelLa, CaCO-2 y A549, etc.) con el lipoplejo (Ci6Im),(C,0)s/DOPE-pDNA a las
condiciones optimas de a y p, donde se observa claramente la mejora en la
transfeccion respecto a la Lipo2000* para las tres lineas celulares. En general,

los resultados obtenidos para las diferentes lineas celulares estan en
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concordancia con los obtenidos con la linea celular HEK293T, ya que a las
condiciones Optimas de cada lipoplejo, la TE es mejor que para el control
Lipo2000*.

A modo ilustrativo, la expresién de la proteina GFP originada por la
transfeccidn con los lipoplejos (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA, a las condiciones
optimas en la linea celular HEK293T en presencia de suero, ha sido analizada
mediante microscopia de fluorescencia (Figura 3.36). En estas imagenes se
observan altos niveles de fluorescencia para las células transfectadas con
cualquiera de los lipoplejos (Ci6Im),(C,0)./DOPE-pDNA a las condiciones
optimas (o = 0.2 y per = 2) Y que el nivel de expresiéon es muy superior al
obtenido para las células transfectadas con Lipo2000*. Estos resultados estan

en concordancia con los obtenidos mediante la técnica de citometria de flujo.

Figura 3.36. Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de la expresion
de GFP en Ila linea celular HEK293T transfectadas con: a) el Ilipoplejo
(C16Im),(C,0)/DOPE-pDNA; b) el lipoplejo (C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA; c) el lipoplejo
(C16Im),(C,0)3/DOPE-pDNA; y (d) el control Lipo2000* en presencia de suero (+FBS).
Escala = 100 uM

Por otra parte, debido a la elevada capacidad de transfeccién de los lipoplejos
(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, también se han llevado a cabo estudios de
internalizacidon celular para investigar si dicha capacidad de transfeccidon esta
ligada a una mayor internalizacion efectiva de los lipoplejos. Para dicho
estudio, el pDNA fue etiquetado con el marcador fluorescente Cy-5. Después
de 6 h de incubacién de las células con el lipoplejo en presencia de suero, las
células fueron observadas en el microscopio confocal de fluorescencia. Los
resultados presentados en la Figura 3.37, muestran que el nivel de
internalizacion de los lipoplejos (C16Im)2(C,0),/DOPE-pDNA es
considerablemente mayor que el obtenido mediante el control Lipo2000* y
confirma que la TE de estos lipoplejos esta determinada por su alto grado de

internalizacion celular.
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Figura 3.37. Imagenes representativas de microscopia confocal de fluorescencia sobre
la internalizacion celular del pDNA en la linea celular HEK293T después de 6 h de
incubacion con el lipoplejo (C16Im),(C,0)/DOPE-pDNA (a-d) y Lipo2000* (e-h) en
presencia de suero (+FBS). Las micrografias corresponden a: (a y e) plasmido
etiquetado con Cy5; (b y f) nicleos celulares teifiidos con DAPI; (c y g) superposicion
de las dos anteriores; y (d y h) campo claro. Escala = 10 uM.
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Figura 3.38. Viabilidad celular de cuatro diferentes lineas celulares transfectadas con
los lipoplejos (C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA (n = 1, 2 6 3) a las condiciones 6ptimas (o« =
0.2 a pesr = 2.0) en presencia de suero (+FBS). Usando como control positivo

Lipo2000*.

Finalmente y con objeto de analizar el grado de citotoxicidad de los lipoplejos
(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, también se han llevado a cabo estudios de
viabilidad celular de los lipoplejos de esta serie a las condiciones éptimas de
transfeccion en las diferentes lineas celulares estudiadas. Los resultados,
presentados en la Figura 3.38, muestran que todos los sistemas presentan

excelentes valores de viabilidad celular, muy superiores a los encontrados para

el control Lipo2000*.
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Una vez presentados los resultados de los sistemas (Ci;cAm),(C,0),./DOPE-
pDNA y (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA, se ha estimado necesario realizar la
correlacion entre la estructura de los nanoagregados y su actividad bioldgica.
Cuando el DNA es inicialmente compactado por los liposomas catidnicos
mixtos, es de esperar que la estructura resultante dependa de las
caracteristicas de los tres componentes del sistema (GCL, DOPE y DNA). Como
ya se ha demostrado en estudios anteriores, el tipo de nanoagregado que
forman los lipoplejos tiene una clara influencia sobre la eficiencia de la
transfeccién.?° Por ello en esta tesis, la determinacidn de la estructura de los
lipoplejos en ausencia de células ha recibido particular atencién. Los estudios
previos han mostrado que, lipoplejos que presentan una fase hexagonal
invertida, H;, se caracterizan por ofrecer mejor TE respecto a los que

L. 4634

presentan una fase lamelar, Este hecho se atribuye a dos

caracteristicas, i) las fases H, son mas fusogénicas que las fases L,, y ii) que
una vez los lipoplejos han sido endocitados, los que presentan fase H,

interactian mejor con la membrana celular liberando el DNA mas facilmente y
escapando del endosoma al citosol. Por otra parte, los estudios sistematicos de
la estructura y de la TE de varios lipoplejos que contienen GCLs han permitido
demostrar que lipoplejos que presentan polimorfismos estructurales, es decir

coexistencia de fases, ya sea una fase hexagonal invertida, H;, y una lamelar,

L.,! o incluso de dos fases lamelares,” provocan una sinergia en la TE. Uno de
los objetivos de esta tesis ha sido establecer una correlacidon entre las
estructuras del lipoplejo y su actividad biolégica, y por ello se han llevado a
cabo diferentes estudios biofisicos y bioquimicos basados en distintas técnicas

experimentales.

Ningun lipoplejo de las series (C16Am),(C,0),./DOPE-pDNA y
(C16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, analizado mediante la técnica SAXS a diferentes
composiciones, o, 0 relaciones de carga, p.f, muestra la presencia de fases
hexagonales pero si la coexistencia de dos o incluso tres fases lamelares (L, rica
en DOPE; La, principal Y La, rica en ccL). EN la serie (C16Am)2(C,0)./DOPE-pDNA se ha

encontrado coexistencia de las fases Ly, rica en bore Y Lo, principal @ bajos contenidos
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de GCL (a = 0.2) y de Ly, principal Y L, rica en ccL @ altos contenidos de GCL (a =
0.7) en todos los lipoplejos de la serie. Por otra parte, el sistema
(C16Im)>(C50)./DOPE-pDNA, presenta coexistencia de fases a bajos contenidos
de GCL (a = 0.2). Ademas, la TE es mejor a altos contenidos de GCL (o = 0.7)
para la serie (C16Am),(C,0)./DOPE-pDNA donde hay coexistencia de fases (L,
principal Y Lo, rica en gcL), Mientras que en la serie (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA la TE
es mejor a bajos contenidos de GCL (o = 0.2). En cualquier caso, los éptimos
niveles de TE se encuentran a valores de a en las que hay coexistencia de
fases. Estos resultados junto con otros previos obtenidos para otros GCLs,
estan acuerdo con el efecto sinérgico sobre la transfeccién debido a la
coexistencia de fases.'** Por otro lado, es destacable que esta es la primera
vez que se encuentran mejor TE a altos contenidos de GCL (o = 0.7),
especialmente porque la serie (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA muestra también
coexistencia de fases a o = 0.2. Este hecho parece indicar que debe haber
otros factores no considerados que también intervienen en el proceso que lo

convierten en un sistema especialmente interesante.

Los resultados de crio-TEM muestran que la estructura tipo CT, presente a baja
composicion de GCL (o = 0.2) en las dos series (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA y
(C16Im),(C,0)./DOPE-pDNA, estd formada por un menor numero de
multilamelas que la estructura tipo FP, presente a mayor composicion de GCL
(o > 0.5), y por tanto ofrece mayores posibilidades de liberar el pDNA. De esta
forma, las mayor TE no sélo estd mediada por la coexistencia de fases sino
también por el tipo de nanoagregado, siendo generalmente las estructuras tipo
CT los que muestran mayor TE, lo cual se cumple para la serie
(C16Im)2(C,0),/DOPE-pDNA pero no para no para la (CisAm),(C,0)./DOPE-
pDNA. Para poder analizar esta discrepancia se han comparado las morfologias
de ambas series encontrando varias diferencias. i) Mientras que la serie
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA con n = 1, 2 y 3, a una composicién de GCL
intermedia (o = 0.5) muestra la presencia de dos nanoestructuras, CT y FP
(Figura 3.21b, e y g), para la serie (CisIm),(C,0),/DOPE-pDNA practicamente
solo se observa una nanoestructura FP (Figura 3.31d-f). ii) El tipo de

nanoestructura FP no es igual en las dos series, es decir, para la serie
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(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA la nanoestructura FP a a = 0.7 muestra pequefios
nanoagregados (Figura 3.21c y h) mientras que la nanoestructura FP de la
serie (Ci16Im),(C,0),/DOPE-pDNA, se muestra como un gran bloque (Figura
3.31d-f), por lo que es posible que los nanoagregados tipo FP de la serie
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA posean una mayor capacidad para penetrar en las
células, lo que permite que se obtenga una mayor TE para los lipoplejos
(C16Am),(C,0)/DOPE-pDNA y (C16Am),(C,0)s/DOPE-pDNA a altos valores de «
(= 0.7).

A diferencia de lo encontrado previamente en lipoplejos conteniendo un GCL
con un espaciador alquilico (n = 2, 3, 5 6 12), otra novedad de las series
(C16Am)2(C,0),/DOPE-pDNA y (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA es que la TE no es
dependiente de Ila longitud del espaciador. De hecho, los lipoplejos
(C16Am),C,./DOPE-pDNA y (Ci6Im),C,/DOPE-pDNA muestran los mejores
niveles TE cuando la longitud del espaciador alquil del GCL es mas corto,2
mientras que para los lipoplejos (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA estudiados en
esta tesis las mejores TE se encuentran con espaciadores (n = 1 6 3) y para
los lipoplejos (Ci6Im),(C;0),/DOPE-pDNA se obtienen buenas eficiencias de
transfeccion para todos los espaciadores. Estos resultados aclaran y confirman
la gran importancia del tipo de espaciador en la TE: por una parte, el
espaciador alquilico (C,) es hidrofdbico por lo que tenderd a localizarse en el
interior de la bicapa del liposoma mixto, mientras que el espaciador oligo-
oxietileno (C,0),, es mas polar y puede permanecer en la superficie de la
bicapa del liposoma mixto y por lo tanto interaccionar con el DNA. Ademas, la
orientacion del espaciador oligo-oxietileno largo (n = 3) puede ser tal que la
distancia entre los grupos catidnicos se reduzca y termine siendo menor que
para el espaciador intermedio (n = 2) e incluso similar a la del espaciador mas
corto (n = 1). Este comportamiento es consistente con lo observado en
trabajos previos referente a la relacién entre distancias cortas entre las grupos

catidnicos y altos niveles de transfeccion.™3®

Finalmente los bajos niveles de anisotropia permiten dilucidar el alto grado de

fluidez de los seis lipoplejos que componen las dos series,
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(C16AmM),(C50),/DOPE-pDNA y (Ci6Im),(C50)./DOPE-pDNA, lo cual confirma
que estos lipoplejos son adecuados para su uso como vectores de pDNA.
Notese que el contenido de DOPE incrementa la fluidez del lipoplejo en todos
los casos, y sin embargo no siempre repercute en una mayor eficiencia de

transfeccion.

Considerando conjuntamente los resultados de transfeccién junto con los de
viabilidad celular podemos concluir que las dos series de GCLs basados en
espaciadores oligo-oxietilenos son buenos candidatos para su uso como
vectores génicos, si bien la serie que posee los grupos catidénicos de imidazol
es considerablemente mejor que la de grupos amonio, y por tanto, los
lipoplejos (CiIm),(C,0),/DOPE-pDNA son los mejores candidatos encontrados

en este estudio para futuras aplicaciones in vivo.
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3.2 Vectores lipidicos basados en lipidos anidnicos (ALs)

La transfeccién empleando liposomas anidénicos mediada por cationes ha sido
establecida como una alternativa al uso de liposomas catiénicos,®>°
encaminada a mejorar la eficiencia de transfeccién y reducir sus niveles de
citotoxicidad. Ello se debe a la biocompatibilidad caracteristica de los ALs,
derivada del hecho de estar constituidos en su mayor parte por fosfolipidos de
la misma naturaleza que los que se encuentran en las membranas celulares.
Ademads, la fagocitosis por macrofagos de lipoplejos con potenciales de
membrana negativos, es comparativamente menor que la de sus andlogos
cationicos. Es por ello que los ALs se han postulado como sistemas
potencialmente mas seguros para vectorizar y transfectar material genético a
las células.*®**° Sin embargo, esta misma carga negativa, ventajosa respecto a
la reducciéon de la tendencia a la fagocitosis, es una desventaja importante
respecto la capacidad de interaccionar, por una parte, con el DNA, a fin de
compactarlo, y, por otra parte, con las membranas celulares, cargadas también
negativamente. Con el objetivo de solventar dicho problema, es necesario
emplear cationes que permitan compactar adecuadamente el DNA, v,
posteriormente, cruzar efectivamente dicha barrera bioldgica. En la bibliografia,
se pueden encontrar ejemplos de una gran variedad de cationes divalentes
empleados como puentes catidnicos, tales como Ca**, Mg?*, Mn?*, Co?*, Cd**, y
Zn**.3%% De entre ellos, el que ha mostrado mayor eficiencia en la
compactacion del DNA y mejores prestaciones como promotor de la
internalizacion del lipoplejo por parte de las células, es el Ca®'.*®** Sin
embargo, la eficiencia de transfeccion no ha logrado superar, por el momento,
los niveles encontrados en algunos sistemas catidnicos. Es por ello que parte
de esta tesis doctoral se ha dedicado a intentar mejorar las prestaciones de
estos vectores anidnicos como potenciales agentes de transfeccidén alternativos

a los CLs.

En particular, en esta tesis se ha trabajdo con lipidos aniénicos en presencia
del cation divalente Ca®*, y, adicionalmente, como novedad, y con la hipétesis

de que una mayor carga efectiva de los puentes catidnicos puede mejorar la
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transfeccion mediada por lipoplejos anidnicos, se empled en lugar de cationes
divalentes cldsicos, el macrociclo lipidico catidnico pilar[5]areno (P!°*) (ver
Figura 2.3), con el objeto de incrementar el nimero de cargas positivas

capaces de compactar eficientemente el pDNA.

En la presente tesis doctoral se ha realizado una completa caracterizacion
biofisica y bioquimica de los lipoplejos formados por los lipidos anidnicos (DOPG
o DOPS, (ver Figura 2.2) y el lipido zwiteriénico DOPE vy el plasmido pEGFP-C3,

en presencia del catién Ca** o del macrociclo lipidico catiénico P*°*.

3.2.1 Liposomas anionicos mixtos DOPG/DOPE y DOPS/DOPE en

presencia del catién divalente Ca?* y pDNA.

Como en las secciones precedentes, la caracterizacidon de los liposomas
aniénicos mixtos DOPG/DOPE y DOPS en presencia del catién divalente Ca®* y
pDNA, comenzd con los estudios de movilidad electroforética, a fin de
determinar el potencial zeta, de los lipoplejos formados. La Figura 3.39 (a y b)
muestra el potencial zeta para los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca’"-pDNA y
DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA a una composicidn molar del liposoma mixto de a =
0.2, y a varias relaciones molares AL/pDNA en funcién de la [Ca®*]. Cada una
de estas figuras presenta, ademas, una grafica control de los sistemas
AL/DOPE-Ca®*, en ausencia de pDNA.

En contraste con los resultados tipicos de potencial zeta para lipoplejos
catidnicos, en los que se observa siempre un habito tipicamente sigmoidal con
una inversion total de carga,”*” los lipoplejos anidénicos muestran un patrén
diferente. A bajas [Ca®'], se obtienen potenciales negativos (entre -50 y -60
mV) y, conforme la [Ca’'] aumenta, los valores de potencial zeta se
incrementan hasta alcanzar la electroneutralidad (£ ~ OmV). Sin embargo, una
vez alcanzada la electroneutralidad (a [Ca®*'] entre 15-20 mM), un incremento
posterior en la [Ca®'] no resulta en un aumento del potencial zeta. Este
fendmeno ha sido observado tanto para el DOPG como para el DOPS a todas
las relaciones de AL/pDNA, lo que indica que la carga negativa de los liposomas

anionicos puede neutralizarse con la adicidon de calcio, pero una vez alcanzada
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la neutralidad, el resto del calcio permanece en disolucién sin contribuir al

potencial zeta de los nanoagregados (Figura 3.39).
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Figura 3.39. Valores de potencial zeta, ¢, en funcion de la [Ca?*] para los sistemas: (a
DOPG/DOPE-Ca’*-pDNA; y (b) DOPS/DOPE-Ca’*-pDNA a o = 0.20 y diferentes
relaciones molares AL/pDNA: 10 (cuadros negros); 15 (circulos rojos); y 20
(triangulos azules). La grafica con los rombos verdes corresponde a los controles
DOPG/DOPE-Ca%* y DOPS/DOPE-Ca?* en ausencia de pDNA.

Por otra parte, el aumento de la relacién molar AL/pDNA, para una [Ca’']
dada, produce un ligero efecto sobre el potencial zeta del sistema y el punto en
el que se alcanza la electroneutralidad, dicho efecto es mas notorio cuando se
incrementa la [Ca®']. Este comportamiento puede explicarse en base a que
cuando el contenido de AL se incrementa en el sistema, una mayor cantidad de
calcio puede asociarse entre la superficie negativa de los liposomas anidnicos y

del pDNA, lo que produciria un incremento en los valores de potencial zeta.

Por otra parte, los resultados de potencial zeta para los complejos AL/DOPE-
Ca®* (sin pDNA) no presentan diferencias significativas respecto a las muestras
que contienen pDNA. Dichos resultados eran de esperar, ya que el potencial
zeta es una propiedad interfacial, por lo que con estos experimentos, se mide
el potencial (o carga neta) de las particulas en el plano de corte cuando se
mueven por la acciéon de un campo eléctrico. Cuando los liposomas mixtos (en
exceso), Ca’*, y pDNA estdn juntos, el pDNA es compactado dentro de
estructuras que presentan una superficie formada principalmente de liposomas
anidnicos mixtos y calcio; por ello se obtienen valores muy similares de

potencial zeta en los sistemas tanto en ausencia como en presencia de pDNA.
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Con el fin de obtener las condiciones 6ptimas de compactacion del pDNA, como
complemento a los estudios de potencial £, se han realizado experimentos de
gel electroforesis, para los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca®"-pDNA y DOPS/DOPE-
Ca®*-pDNA a diferentes composiciones molares o = 0.20, 0.25 y 0.50, cada
uno de ellos a tres relaciones AL/pDNA = 10, 15 y 20, y un intervalo de [Ca®*]
de entre 10 y 100 mM (Figura A8 del anexo 2). A partir de éstos estudios se
encontrdé que para valores intermedios de composiciones molares (o = 0.5) el

pDNA se compacta sélo a altas [Ca®*]

(= 100 mM) a todas las relaciones de
carga. Por otra parte, a un a = 0.25 el pDNA era compactado Unicamente a
una relaciéon AL/pDNA = 20 y una [Ca?'] = 100 mM. Las condiciones éptimas
se encontraron a un a = 0.20 y una relacion molar AL/pDNA de 20 donde el
pDNA es compactado a partir de una [Ca?*] = 25 mM. Una vez optimizadas la
composicion molar y la relacion AL/pDNA, se procedid a las repetir los
experimentos a diferentes concentraciones de Ca®* (5-75 mM), los resultados

se presentan en la Figura 3.40.

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Figura 3.40. Gel electroforesis para los sistemas (a) DOPG/DOPE-Ca?*-pDNA y (b)
DOPS/DOPE-Ca2*-pDNA a o = 0.20 y una relacion molar AL/pDNA de 20. Linea 1:
pDNA. Linea 2-6: lipoplejos en presencia de diferentes [Ca?*]: 5 mM (linea 2); 10 mM
(linea 3); 25 mM (linea 4); 50 mM (linea 5); y 75 mM (linea 6).

Para concentraciones de calcio entre 5 y 10 mM, gran parte del pDNA
permanece sin compactar (ya que se mueve a lo largo del carril). Cuando se
incrementa la [Ca®*], la cantidad de pDNA libre va disminuyendo hasta lograr
que todo el pDNA se mantenga en el pocillo a [Ca®*] = 25 mM (lineas 4-6), lo
que indica que el pDNA se encuentra completamente compactado. Esto
muestra como era de esperar, que la compactacion del pDNA, se realiza por el

sistema AL/DOPE via puentes de Ca®*, es decir, los cationes Ca?* hacen posible
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la interaccién entre las dos entidades cargadas negativamente (plasmido vy
liposomas anidnicos mixtos), favoreciendo la compactacion del pDNA y dejando
al sistema AL/DOPE-Ca®*-pDNA eléctricamente neutro, lo que implica su baja o
nula movilidad electroforética. Estos resultados, corroboran lo determinado
mediante potencial zeta, confirmando que la electroneutralidad se alcanza a
[Ca’*] de entre 20-25 mM. Como es sabido para tener una eficiente
transfeccion, el pDNA debe estar protegido y compactado por el vector, de ésta
forma, para el resto de caracterizaciones se trabajo en las condiciones donde el

se observo que el pDNA se encontraba completamente compactado.

El tamafio determinado mediante el equipo ZetaPALS para los liposomas mixtos
AL/DOPE, indica que los liposomas presentan didametros hidrodinamicos
promedio de (119 £ 10) nm vy (117 £ 9) nm para el sistema DOPG/DOPE y
DOPS/DOPE respectivamente, siendo dichos tamafios consistentes con el

protocolo de extrusion utilizado.

Con el objeto de conocer el tipo de estructura que presentan los lipoplejos
formados a partir de los liposomas anidnicos mixtos AL/DOPE, se llevaron a
cabo una serie de estudios mediante SAXS. La Figura 3.41 muestra los
difractogramas de los liposomas mixtos, tanto en ausencia como en presencia
de pDNA. Cada uno de los difractogramas presenta los indices de Miller que
corresponden a cada maximo de difraccion. El patrén de difraccion encontrado
para el sistema DOPG/DOPE-Ca®*, tanto en presencia como en ausencia de
pDNA, muestra un ordenamiento que se corresponde a una fase hexagonal de
micelas cilindricas inversas, HS. Por otra parte, para el sistema DOPS/DOPE-
Ca’*, tanto en presencia como ausencia de pDNA, se observa una coexistencia

de dos fases, una fase lamelar, L,, y otra a una H;,. En ambos sistemas, se

observa que la [Ca®**] no parece tener ningln efecto significativo en el tipo de
fase encontrada. Los maximos de difraccién de cada fase se pueden observar
mas claramente en la Figura 3.42, que presenta en escala logaritmica, los
difractogramas para los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca®*-pDNA y DOPS/DOPE-Ca**-
pDNA, a una composicién molar o = 0.20, una relacién AL/pDNA = 20 y [Ca®*]
= 25 mM.
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Figura 3.41. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (a) DOPG/DOPE-Ca%*-pDNA y
(b) DOPS/DOPE-Ca2*-pDNA a o = 0.20, una relacion molar AL/pDNA = 20 y diferentes
concentraciones de [Ca2?*]. Controles de los sistemas en ausencia de pDNA: (c)
DOPG/DOPE-Ca** y (d) DOPS/DOPE-Ca?*.

La razén por la que los lipoplejos formados por DOPG/DOPE-Ca?*-pDNA sdlo
presenten una fase HS y los formados por DOPS/DOPE-Ca*"-pDNA presenten
una mezcla de fases (H y L,), estd directamente relacionado con el parametro
de empaquetamiento de los lipidos, P. Debido a que los tres lipidos (DOPG,
DOPS y DOPE) presenten una region hidrofébica idéntica, la diferencia en el P
debe estar gobernada por una diferencia en el drea ocupada por el grupo polar,
aop. A este respecto, el DOPG al igual que el DOPE, presentan un grupo polar
ligeramente mas pequefio que el del DOPS (P > 1), por lo que presentan una
mayor tendencia a formar agregados con fases hexagonales inversas. En
consecuencia, el sistema mixto DOPG/DOPE-Ca?* presentan solo una fase HS,
mientras que el sistema mixto DOPS/DOPE-Ca®* presentan una coexistencia de

fases: una fase H, como de una L,. Cabe destacar que la coexistencia de fases
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(Figura 3.41), se presenta tanto en el liposoma mixto (en ausencia de DNA)
como en el lipoplejos (en presencia de pDNA), lo que indica que el tipo de fase

encontrada depende solamente de la composicion lipidica y el calcio.
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Figura 3.42. Difractogramas de los lipoplejos (a) DOPG/DOPE-Ca?*'-pDNA y (b)
DOPS/DOPE-Ca?*-pDNA a o = 0.20, una relacion molar AL/pDNA = 20 y [Ca?*] = 25
mM, a) El patron de difraccion muestran la presencia de una fase hexagonal

invertidaHS,; b) El patron de difraccion muestra la presencia de una coexistencia fases:

una fase hexagonal invertida Hf (indices Miller en negro) y una fase lamelar L,
(Indices de Miller en azul).

Una vez distinguidas las fases, el siguiente paso ha sido determinar la distancia
interlamelar a partir de los difractogramas de SAXS, tanto para la fase L, como

para la fase H;. La distancia interlamelar, d, en la fase H{ para ambos
lipoplejos DOPG/DOPE-Ca*-pDNA y DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA en funcién de la
[Ca’*] (Tabla 3.7 y Figura 3.43) es muy similar (7.6 - 7.7) nm, mientras que la
distancia calculada para la fase lamelar del sistema DOPS/DOPE-Ca**-pDNA es
tan solo de 5.5 nm. De acuerdo a la Figura 3.43 se muestra que la d en cada
sistema se mantiene practicamente constante a las diferentes [Ca®*].

Tabla 3.7. Valores de las distancias interlamelares, d, encontrados en los sistemas
DOPG/DOPE-Ca?* en presencia y ausencia de pDNA.

Sistema Fase d (nm)
DOPG/DOPE/Ca®"-pDNA  Hy 7.6
HL 7.7
DOPS/DOPE/Ca?*-pDNA L, 5.5
DOPG/DOPE/Ca%* HL 7.1
HL 7.0
DOPS/DOPE/Ca?* L, 5.2
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Figura 3.43. Valores de la distancia interlamelar, d, en funciéon de la concentracion de
calcio para los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca2*-pDNA (fase HS,, cuadros negros) y para los

lipoplejos DOPS/DOPE-Ca%*-pDNA (fase HS,, circulos rojos; fase L,, tridngulos azules) a

un o = 0.20 y una relacion molar AL/pDNA = 20. De igual forma, se incluyen los valores
de las distancias determinadas en los controles formados por liposomas mixtos en
presencia de calcio y ausencia de pDNA (simbolos abiertos).

Con relacién a las distancias determinadas para la fase hexagonal invertida, los

valores encontrados (d . = 7.6 - 7.7 nm) son similares a los obtenidos para
11

otros sistemas formados por lipidos catidnicos (ya sean lipidos con una cabeza
polar y dos colas hidrofdobicas o un GCL) en presencia de DOPE y DNA (tanto
DNA lineal como circular pDNA).***7# En ausencia de pDNA, se observa una

ligera disminucion de la dHﬁ, en ambos sistemas (DOPG o DOPS), siendo para
el sistema DOPG/DOPE—Caz‘L,dHﬁz 7.1 nm, y para el sistema DOPS/DOPE-
Ca2+,dHﬁz 7.0 nm. Por otra parte, la distancia interlamelar del sistema

DOPS/DOPE-Ca?*, tanto en presencia como ausencia de pDNA para la fase L,,
es practicamente idéntica (dL“ =~ 5.5 nm). Es de resaltar que este valor es
consistente con el encontrado por el grupo de Raviv et al. (= 5.14 nm), para el
DOPS en presencia de Ca®*,* asi como el encontrado para el lipido neutro DPPC
en presencia de calcio (= 5.6 nm).* A fin de explicar estos comportamientos se
han tomado en cuenta varias consideraciones. Tal como se expresa en la
ecuacion 2.8, la distancia interlamelar, d, puede ser expresada como la suma
del espesor de la region lipidica, dn, Yy la regidn acuosa, d,. Para este tipo de

sistemas, en la regidon acuosa deberia estar contenido tanto el pDNA
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superenrollado como los cationes Ca®*. Considerando que los tres lipidos
(DOPG, DOPS y DOPE) muestran una region hidrofébica idéntica (Figura 2.2
seccion experimental), se puede estimar que el valor de d., tiene que estar en
torno a los 4.5 nm para todos los sistemas, lo que significa que para las fases

H;, donde la d es aproximadamente 7.6 nm, el diametro interno de los

cilindros es de = 3.1 nm, mientras que para las fases L, (d = 5.5 nm) la region
acuosa es de =® 1 nm de espesor. Considerando, por otra parte, que el cation
Ca?" tiene un radio idnico de 0.4 nm,* la regién acuosa de la fase hexagonal es
capaz de albergar tanto el pDNA superenrollado como los cationes Ca®*, que
mediarian la interaccién y compactacién del pDNA con la superficie lipidica
negativa. Esto podria explicar por qué los valores de la distancia interlamelar
en la fase hexagonal invertida, son ligeramente mayores en presencia de pDNA
para ambos lipoplejos (AL/DOPE-Ca®*-pDNA). De esta forma y asumiendo que
dn es constante, se espera que el incremento total de la d, esté provocado por
un ligero incremento en el didmetro interno del cilindro de las micelas

invertidas que conforman la fase H;, provocado por la presencia del pDNA. Por

otra parte, la distancia d, estimada para la fase L, de los lipoplejos
DOPS/DOPE-Ca’*-pDNA (= 1 nm) no es lo suficientemente grande para
albergar tanto las hélices de pDNA y los iones calcio. Tomando en cuenta que
el valor de, d, determinado para la fase L, en el liposoma mixto DOPS/DOPE-
Ca’* es practicamente igual al determinado para los lipoplejos DOPS/DOPE-
Ca®"-pDNA y que valores de d = 5.5 nm son caracteristicos de membranas
anionicas y neutras apiladas por la presencia de cationes divalentes en
ausencia de DNA,*** se sugieren que la fase lamelar formada en el sistema no
presenta pDNA entre las bicapas lipidicas. Es decir, que esta fase lamelar, a
diferencia de las que encontramos en los sistemas CLs-pDNA, estad formada por
bicapas lipidicas unidas solamente por puentes de Ca’'. Otra evidencia que
confirma que el pDNA no estd presente en la estructura lamelar, es que a
través de un cuidadoso andlisis de los difractogramas de los lipoplejos
DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA (Figura 3.42b) no se ha observado la presencia del
maximo de difraccion correspondiente a la interaccién pDNA-pDNA de la fase

L,. Esto permite concluir que los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca®*-pDNA se agregan
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dentro de fases hexagonales, mientras que los lipoplejos DOPS/DOPE-Ca®*-

pDNA presentan la coexistencia de dos fases, una fase H;, la cual contienen

todo o parte del pDNA y otra fase L, que no presenta pDNA (Figura 3.44).

C
HII

(+] AL (DOPG or DOPS)

8 oona e ca”

Figura 3.44. Esquema de las vistas 2D y 3D de la fase H; y L, de los lipoplejos

AL/DOPE-Ca%*-pDNA y DOPS/DOPE-Ca?*, respectivamente. Donde AL es puede ser el
lipido anionico DOPG o DOPS.

La correlacion entre las hélices de pDNA, dyona, para las fases hexagonales, es
igual a la distancia interlamelar, d (7.6 - 7.7) nm, ya que el pDNA se encuentra
contenido en el interior de las micelas invertidas.'*'° Por lo que se obtienen

conclusiones similares.

Una vez hecho el estudio electroquimico y estructural de los lipoplejos, se
procedid a determinar su capacidad de transfeccion en las células humanas, asi
como sus niveles de citotoxicidad. Para ello, se ha llevado acabo estudios de
transfeccion y viabilidad celular en presencia de suero en las lineas celulares
HEK293T y Hela, a las condiciones optimas de compactacion del pDNA
encontrados en los estudios electroquimicos, (o = 0.20 y 0.25, relaciones
AL/pDNA = 15y 20, y diferentes [Ca**] = 10, 25, 50 y 75 mM).

172



Capitulo 3. Resultados

Figura 3.45. Micrografias de fluorescencia que muestran la expresion de la proteina
GFP en las lineas celulares HEK293T (paneles a-d y f) y HeLa (paneles e, g y h)
mediante la transfeccién con los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca2*-pDNA a una [Ca?*] = 25
mM (a y e) y 50 mM (panel b); asi como para los lipoplejos DOPS/DOPE-Ca%*-pDNA a
una [Ca?*] = 25 mM (cy g) y 50 mM (d). A un o = 0.2 y una relaciéon AL/pDNA = 20.
Los paneles f y h corresponden a los resultados del control positivo (Lipofectamina
2000%) para las lineas celulares HEK2983T y HelLa respectivamente.

La Figura 3.45 muestra las micrografias de fluorescencia de los resultados de
transfeccion encontrados en las lineas celulares HEK293T y Hela a las
formulaciones optimas (o = 0.20 y AL/pDNA = 20 y [Ca®*] = 25 y 50) para los
lipoplejos DOPG/DOPE-Ca**-pDNA y DOPS/DOPE-Ca**-pDNA, asi como para el
control positivo Lipo2000*, en presencia de suero (+FBS). A simple vista, las
micrografias revelan que los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca®*-pDNA y DOPS/DOPE-
Ca®*-pDNA son capaces de transfectar el pldsmido pEGFP-C3 en las dos lineas
celulares empleadas. Un analisis mas detallado en la linea celular HEK293T,
permite observar que los mejores resultados de transfeccion se obtienen a una
[Ca’*] = 50 mM (paneles b y d) para los dos sistemas de lipoplejos (DOPG y
DOPS). Comparando los niveles de expresion de los paneles b y d, también se
puede concluir que el lipoplejos formado por el lipido aniénico DOPG presenta
resultados de transfeccion ligeramente mejores respecto al DOPS. Sin
embargo, en ninguno de los casos los resultados de transfeccidon superan a los
obtenidos por el control comercial Lipofectamina 2000* (panel f). Aunque los
resultados obtenidos en la linea celular HeLa (paneles e y g) fueron peores que
los obtenidos en HEK293T, se pueden obtener conclusiones similares respecto

a las tendencias de los dos tipos de lipidos.
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Los resultados de FACS (Figura 3.46) indican que el % de proteina GFP
expresada presenta, en todos los casos, valores bajos-moderados (siempre
menores a un 20%), y por debajo de los obtenidos por el control Lipo2000%*,
corroborando los resultados obtenidos por microscopia confocal. De nuevo, se
puede observar que las eficiencias de transfeccidon son ligeramente mejores
para la linea celular HEK293T que para Hela, y que los lipoplejos DOPG/DOPE-
Ca**-pDNA son sutilmente mejores que los lipoplejos DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA.
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Figura 3.46. Eficiencias de transfecciéon en términos de %GFP y MFI de los lipoplejos 1)
DOPG/DOPE-Ca**-pDNA [Ca?*] = 25 mM; 2) DOPG/DOPE-Ca?*-pDNA [Ca’*] = 50 mM;
3) DOPS/DOPE-Ca?*-pDNA [Ca?*] = 25 mM; 4) DOPS/DOPE-Ca%?*-pDNA [Ca?*] = 50
mM, en presencia de suero (+FBS). Para las lineas celulares (a) HEK293T y (b) Hela.
Control comercial Lipo2000*.

Los resultados de transfeccion encontrados en esta tesis para el sistema
DOPG/DOPE en presencia de Ca’*, difieren de los obtenidos por el grupo de
Burgess et al. para la linea celular CHO-K1 (en el que emplean el plasmido
pCMV-GFP o PpEGFP-N3)*¢%%3°  Burgess y col. encuentran niveles de
transfeccion comparables a los encontrados por el control Lipo2000 para
sistemas DOPG/DOPE en presencia de Ca®', tanto en presencia como en
ausencia de suero. Un factor importante que puede estar entre las posibles
causas de tales diferencias, puede ser el hecho de que los estudios de
transfeccidon se han realizado con lineas celulares diferentes y con plasmidos
diferentes. Como ya se ha visto anteriormente el nivel de transfeccién varia de
una linea celular a otra, debido a la variabilidad intrinseca de los sistemas

bioldgicos.

Por otra parte, en la Figura 3.47 se presentan los resultados del ensayo de

viabilidad celular para ambas lineas celulares para los lipoplejos DOPG/DOPE-
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Ca®"-pDNA y DOPS/DOPE-Ca**-pDNA a las formulaciones optimas (o = 0.20 y
AL/pDNA = 20) y diferentes [Ca®*]. Los resultados muestran que los lipoplejos
DOPG/DOPE-Ca**-pDNA son ligeramente mads toxicos para la linea celular
HEK293T que el control Lipo2000*, sobre todo a una [Ca**] = 50 mM, donde
se ha obtenido las mejores eficiencias de transfeccién. Para el caso de los
lipoplejos DOPS/DOPE-Ca®*-pDNA, los resultados de viabilidad celular son
comparables a los del control y en algunos casos ([Ca’*]= 15 mM), incluso se
encuentran mejores resultados de viabilidad celular. Sin embargo, a mayores
concentraciones de calcio los niveles de viabilidad celular se reducen a un 80 y
75 % para una [Ca’*] de 25 y 50 Mm, respectivamente. Ambos lipoplejos

presentan niveles de toxicidad similares en las dos lineas ensayadas.

1201 3 I DOPG/DOPE-Ca”-pDNA | b I DOPG/DOPE-Ca”-pDNA
[ DOPS/DOPE-Ca”-pDNA ] DOPS/DOPE-Ca**-pDNA
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Figura 3.47. Viabilidad celular en las lineas celulares a) HEK293T y b) Hela;
transfectadas con los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca%*-pDNA y DOPS/DOPE-Ca%*-pDNA a un
a = 0.20, una relacién AL/pDNA = 20 y diferentes [Ca?*]. Se ha usado como control
positivo Lipo2000*.

En cualquier caso, a pesar de que los niveles de viabilidad celular son
moderados para las [Ca®**] en las que se consiguid transfeccion, es de resaltar
que dichas concentraciones de calcio son muy superiores a los niveles
intracelulares encontrados de forma natural “in vivo”, lo que hace poco viable
su aplicacion como vectores de terapia génica en seres humanos. Ademas,
ninguna de las formulaciones estudiadas en este apartado, han mostrado
niveles comparables de transfeccion a los encontrados en los vectores lipidicos
formados por GCLs, como los presentados anteriormente. Estos resultados,

junto con la observacién de que, desde del primer estudio realizado por
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Burgess et al. en 2004, el nimero de publicaciones sobre ALs como vectores
de transfeccion es muy reducido (menos del 1 % de las encontradas para CLs),
hace pensar que la via de la transfeccidn con ALs mediada por cationes
divalentes, siendo una opcién viable con ciertas ventajas potenciales, necesita
todavia optimizar y mejorar sus protocolos y los parametros que afectan de

forma directa en los niveles de transfeccion celular.
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3.2.2 Liposoma anionico mixto DOPG/DOPE en presencia del

macrociclo catiénico multivalente P'°* y pDNA.

Una nueva aproximacion en el uso de ALs podria consistir en utilizar como
entidad catiénica una molécula multivalente de mayor tamafio que el Ca**,
como es el caso de un pilarareno. El pilar[5]areno empleado en esta tesis para
evaluar dicha hipétesis (Figura 2.3) es un macrociclo muy soluble en agua, que
presenta 5 cargas positivas en cada extremo de la molécula (es decir un total
de 10 cargas). Dado que se tratan de grupos trimetilamonio, es plausible
admitir que las cargas efectivas se pueden aproximar sin cometer
practicamente error a las cargas nominales.? De hecho, es esta gran cantidad
de cargas la responsable de que esta molécula no forme agregados
supramoleculares en medio acuoso, sino que tienda a disolverse con gran
facilidad, lo que permite que pueda usarse como sustituyente del cation
divalente Ca®* en los lipoplejos formados por liposomas anidnicos. Asi, en este
apartado, se han caracterizado los liposomas aniénicos mixtos conformados
por DOPG/DOPE en presencia del macrociclo pilar[5]areno, P!°*, y pDNA, a
diferentes composiciones molares DOPG/DOPE (o = 0.2, 0.5 1.0), a una

relacion AL/pDNA = 1 y a diferentes concentraciones de P°*,

Respecto a la caracterizacién electroquimica, los resultados de potencial zeta
obtenidos para los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA y DOPG/DOPE-P°*-ctDNA
en funcidn de la concentracién de P'°*, presentan un comportamiento similar al
obtenido con los lipoplejos formados por CL (Figura 3.48). Es decir, en

contraste con los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca**-pDNA, donde nunca se observa

P10+

una inversion clara de carga, la sustitucién de Ca®* por como entidad

catidnica provoca en el sistema una fuerte inversiéon de carga a determinada

P10+.

concentracién de Esto es sumamente interesante, ya que, al tener

lipoplejos cargados positivamente, la interaccion lipoplejo-membrana celular

podria verse favorecida. La razén por la que los lipoplejos mediados por P°*

presenten una inversion a diferencia de los mediados por Ca’*, puede deberse

P10+

al exceso de cargas positivas del unidas al liposoma anidnico, que
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contrarrestarian las cargas negativas tanto del liposoma anidénico como del
pDNA (Figura 3.48).
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Figura 3.48. Valores de potencial { frente a concentracion de pilar[5]areno para los
lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA (simbolos abiertos) y DOPG/DOPE-P!°*-ctDNA
(simbolos sdlidos) a diferentes composiciones de lipido DOPG/DOPE, a: Cuadros (a =
0.2); circulos (a = 0.5) y tridngulos (o = 1.0). Relacion AL/pDNA = 1.

Ademas, puede observarse en la Figura 3.48 que las curvas de potencial zeta
del lipoplejo DOPG/DOPE-P°*-pDNA se encuentran desplazadas a la izquierda
de las curvas del lipoplejo formado a partir del ctDNA. Es decir que la
electroneutralidad se alcanza a menores [P'°*] para el pDNA, corroborando que
en este tipo de sistemas la carga efectiva del plasmido es menor que la del

ctDNA, como se ha encontrado también para los vectores lipidicos catiénicos.

Por otra parte, los resultados de gel electroforesis (Figura 4.49) muestran que
el pDNA es completamente compactado a una composicion de AL o = 0.2 y

una concentracién de [P°*

1= 30 uM, mientras que a mayores contenidos de AL
a = 0.5 y 1.0, se necesita una menor concentracién de [P°*] > 15 uM para
compactar el pDNA. Es de resaltar que a diferencia de los vectores lipidicos
anidénicos mediados por Ca®*, donde se requiere una alta relacidon AL/pDNA
para tener compactado el pDNA, para el sistema DOPG/DOPE-P°*-pDNA, una
relacion de AL/pDNA = 1 es suficiente para lograr condiciones de

compactacion.
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Figura 3.49. Gel electroforesis de los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA a diferentes
composiciones molares AL/DOPE: (lineas 4-7) a = 0.2; (lineas 8-11) a = 0.5; (lineas
12-15) a = 1.0. Concentraciones de pilar[5]areno: [P'°*] = 8 uM (lineas 4, 8 y 12);
[P1°*] = 15 uM (lineas 5, 9 y 13); [P1°*] = 30 uM (lineas 6, 10 y 14) y [P!°*] = 60 uM
(lineas 7, 11 y 15).

Sin embargo, los resultados de gel electroforesis (Figura 3.49) contrastan con
los obtenidos a partir de potencial zeta, ya que apuntan a que la compactacion
total del pDNA ocurre a [P°*] superiores a las que se alcanza la
electroneutralidad (Figura 3.48). Esto puede deberse a que, a pesar de tener
lipoplejos electroneutros a esas concentraciones de P!°*, parte del pDNA puede
no estar totalmente compactado. Es por ello que la aplicacion conjunta de la
técnica de potencial zeta y gel electroforesis nos ha permitido dilucidar la
interaccion electroquimica de los lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA, vy
establecer las condiciones éptimas de compactacién de pDNA para el resto de
caracterizaciones (dos composiciones molares o = 0.2 y 0.5; relacion AL/pDNA
=1y [P%*] > 15 uM).

El tipo de estructura y morfologia de los lipoplejos DOPG/DOPE-P'®*-pDNA se
evalué mediante las técnicas de SAXS y crio-TEM. Los estudios de SAXS para
los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA se realizaron a dos composiciones
molares (a = 0.2 y 0.5) y diferentes concentraciones de P'°* (15, 30 y 60 uM).
Los difractogramas muestran un patréon diferente, dependiente de la
composicién molar, o (Figura 3.50). Cuando el contenido de DOPE es mayor (a
= 0.2), los maximos de difraccién muestran un ordenamiento correspondiente

a una fase hexagonal invertida, H; (Figura 3.50a), mientras que cuando se
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incrementa el contenido de DOPG en la composicién (o = 0.5), los maximos se
corresponden a una fase lamelar, L, (Figura 3.50b). En ninguno de los casos se
observa que la [P!°*] influya en el tipo de fase encontrada ya que a todas las
[P!%*] estudiadas la fase se mantiene para cada composicién. Cabe destacar

que la presencia de la fase H;,, a bajas composiciones de AL ya fue observada

ms

para los lipoplejos DOPG/DOPE-Ca**-pDNA, lo que nos permite confirmar que
el tipo de fase encontrada depende Unicamente del parametro de
empaquetamiento de los lipidos presentes en el liposoma mixto, y no del tipo

“cation” utilizado ni de la concentracion de éste.
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Figura 3.50. Difractogramas correspondientes a los lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA
a dos composiciones molares: a) a = 0.20; y b) « = 0.50. A una relacion molar
AL/pDNA = 20 y diferentes [P'°*]: 15, 30 y 60 uM.

Las distancia interlamelar, d, tanto para la fase H como la L, (Figura 3.51),

muestran que los valores se mantienen practicamente constantes a diferentes
[P!°*]. En el caso de la fase hexagonal, la d estd en torno a (7.5 £ 0.2) nm,
siendo estos valores similares a los determinados para el sistema DOPG/DOPE-
Ca®*-pDNA (7.6 nm) y otros sistemas formados por CL.***"** por otra parte, la
d para la fase lamelar L, estd en torno a los (6.2 £ 0.1) nm. Tomando en
cuenta que el espesor de la bicapa lipidica es d., es aproximadamente 4.5 nm,
se puede obtener la dy, donde se alberga tanto el pDNA como el P*°*: i) para la

fase H; ,dy = (3.0 £ 0.2) nm, y ii) para la fase L, , dw = (1.7 £ 0.1) nm.
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Figura 3.51. Distancia periédica, d, en funcién de la [P!°*] para los lipoplejos
DOPG/DOPE-P'°*-pDNA: fase HS (cuadros negros); y fase L, (circulos rojos).
Correlacion DNA-DNA, d,pna (tridngulos azules).

Es de destacar que el valor obtenido para el espesor de la regién acuosa, dy,
en la fase L, resulta intermedio entre el encontrado cuando el pDNA estd
compactado por liposomas catiénicos (dy = 2.0-2.5 nm),? y el obtenido para
las fases lamelares de AL en presencia de Ca’* y ausencia de pDNA (d.
~1.0).*! Este hecho, junto con que el valor de d, para la fase HS sea el mismo

que para el sistema DOPG/DOPE-Ca®*-pDNA (3.0 + 0.1) nm, podria indicar

P10+

que el se encuentra ligeramente intercalado en la bicapa lipidica como se

muestra en la Figura 3.52
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Figura 3.52. Esquema 2D de las fases HS, y L, de los lipoplejos AL/DOPE-P'°*-pDNA.

Donde el P°* se organiza de tal forma que queda ligeramente intercalado en la bicapa
con las cargas positivas expuestas a la superficie.

181



Vectores lipidicos basados en ALs

En relacion a la correlacion pDNA-pDNA, d,ona, S€ ha encontrado que para la

fase Hj, el valor es el mismo que la distancia, d (7.3-7.7 nm), ya que el pDNA

se encuentra en el interior de las micelas cilindricas inversas (Figura 3.52),
mientras que para la fase lamelar se ha obtenido una distancia de 5.5 nm
entre las hélices de pDNA a todas las concentraciones de P'°*, lo cual estd en

concordancia a lo encontrado para lipoplejos formados por CLs.

El estudio estructural se completd con experimentos de crio-TEM, tanto de los
liposomas aniénicos mixtos en presencia de P!°* (DOPG/DOPE-P!’*), como de
los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA. La morfologia de los sistemas en
ausencia de pDNA se estudid a una composicién molar de o = 0.5, mientras
que para los sistemas en presencia de pDNA se analizaron dos composiciones
diferentes, o = 0.2 y 0.5. En ambos casos, los estudios se llevaron a cabo a
una [P*] = 30 uM, concentracién a la que el pDNA se encuentra

completamente compactado (Figura 3.49).

Las micrografias de crio-TEM de liposomas mixtos DOPG/DOPE-P!°* (Figura
3.53) muestran la presencia de nanoagregados multilamelares muy
compactos. Dicha estructura multilamelar ha sido confirmada a través del
patron de difraccion determinado mediante FFT (Figura 3.53c). Estas
estructuras parecen indicar que los liposomas anidénicos mixtos DOPG/DOPE
interaccionan electrostaticamente con la molécula catiénica multivalente P°*,
provocando la aparicién de este tipo caracteristico de nanoagregados. De esta
forma, al contrario de los lipoplejos de CL y pDNA para los que una de las fases
mas encontradas se caracteriza por el apilamiento de bicapas lipidicas
cationicas con el pDNA anidnico en una disposicién tipo “sandwich”, este
sistema se encuentra organizado por bicapas anidnicas apiladas por la accién
mediadora del P'°* (Figura 3.54).
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Figura 3.53. Micrografias de crio-TEM para liposomas mixtos DOPG/DOPE en presencia
de P!°* a una composicién molar a = 0.5 y una [P!°*] = 30 pM (a-c). El recuadro
superior de la figura (c) representa la FFT de la seccion seifialada con el recuadro
inferior de lineas discontinuas de la misma imagen.
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Figura 3.54. Esquema 2D de los agregados multilamelares encontrados para el sistema
DOPG/DOPE-P10+ en ausencia de pDNA.

Ademads, se ha hecho un andlisis de los patrones de periodicidad de los
nanoagregados multilamelares del sistema DOPG/DOPE-P!°*. Como ejemplo, la
Figura 3.55 muestra un grafico de los diferentes niveles de grises, indicativos
de los distintos niveles de densidad electrénica, frente a la distancia a lo largo
de una linea perpendicular a las multilamelas. A partir de los maximos
encontrados se ha podido calcular la distancia promedio entre picos,
obteniendo un espaciado interlamelar promedio de (5.2 £ 0.2) nm. Teniendo
en cuenta que la distancia interlamelar es ligeramente menor a la encontrada
para el sistema DOPG/DOPE-Ca’* (= 5.5 nm), y que el P** es una molécula de
mayor volumen que el catién divalente Ca®*, se confirma que el P%* se

encuentra ligeramente intercalado en la bicapa lipidica (Figura 3.54).
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Figura 3.55. (a) Detalles extraidos de las micrografias originales de crio-TEM del
sistema DOPG/DOPE-P'%* en ausencia de pDNA. (b) Escala de grises en funcién de la
distancia de la region seleccionada con el recuadro negro de la figura (a).

Los resultados de crio-TEM encontrados para los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-
pDNA se presentan en la Figura 3.56 y 3.57 para las composiciones molares o
= 0.2 y a = 0.5, respectivamente. A simple vista, resulta dificil determinar el
tipo de nanoagregado presente en las micrografias para los lipoplejos a una
composiciéon o = 0.2 (Figura 3.56); sin embargo, sometiendo ciertas zonas de
las imagenes (ver recuadro blanco en panel a de la Figura 3.56, a modo de
ejemplo) a un proceso de optimizacion de la imagen y célculo FFT, puede
observarse la aparicion (dentro del ruido de la sefial) de seis spots de
difraccién (ver recuadro negro en la esquina superior derecha del panel a) que
apuntan inequivocamente a la existencia de fases hexagonales, en

concordancia con los resultados de SAXS.

I
100 nm

Figura 3.56. Micrografias de crio-TEM de los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA a una
composicién molar o = 0.2 y una [P!°*] = 30 pM. El recuadro superior del panel a
representa el calculo FFT de la seccion seiialada con el recuadro de lineas discontinuas.

Por otra parte, a una composicién molar de a = 0.5, se observa la presencia de

nanoagregados multilamelares tipo CT (Figura 3.57), comunmente encontrados
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en lipoplejos formados por lipidos catidnicos.!?*® Estos resultados, de nuevo,
estan en concordancia con los obtenidos mediante la técnica de SAXS, en los
gue, a una composicion o = 0.5, se encontrd la existencia de una fase lamelar
L.

Figura 3.57. Micrografias de crio-TEM de los lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA a una
composicién molar o = 0.5 y una [P1°*] = 30 uM.

Es destacable que la morfologia del nanoagregado multilamelar encontrado en
los lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA no tiene nada que ver con el tipo de
nanoagregado observado en ausencia de pDNA: en ausencia de pDNA, la
nanoestructura presentan multilamelas delgadas y mucho mas compactas,
mientras que en presencia de pDNA se observa un engrosamiento de las
paredes de las bicapas, asi como multilamelas menos compactas. Para verificar
esta diferencia, se ha llevado a cabo un analisis de patrones de periodicidad a
fin de obtener los valores de distancia interlamelar (Figura 3.58), aplicando el
procedimiento explicado anteriormente a las micrografias de lipoplejos. Los
valores de d = (6.4 £ 0.3) nm resultantes, estdn en muy buen acuerdo con lo
obtenido mediante SAXS. El incremento en la distancia interlamelar de los

sistemas que presentan pDNA (d = 6.4 £ 0.3 nm) respecto a los que no lo
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presentan (d = 5.2 £ 0.2 nm), indica que el pDNA debe encontrarse

compactado entre las bicapas, como se muestra en la Figura 3.58.
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Figura 3.58. Detalles extraidos de las micrografias originales de crio-TEM de los
lipoplejos DOPG/DOPE-P°*-pDNA o = 0.5 y una [P!°*] = 30 pM. La figura de abajo
muestra una representacion de la escala de grises (niveles de densidad electrénica) en
funcion de la distancia en la region seleccionada con el recuadro blanco de la
micrografia.

Una vez hecha la caracterizacion biofisica, se llevaron a cabo experimentos de
transfeccion y viabilidad celular en las lineas celulares HEK293T, a dos
relaciones molares a = 0.2 y 0.5, asi como a diferentes [P!°*] = 15, 30 y 60
uM, en presencia de suero (+FBS). Los resultados de transfeccion analizados
mediante microscopia de fluorescencia no mostraron niveles significativos de
transfeccion (datos no mostrados). Por otra parte, los resultados de
citotoxicidad, indican que los lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA presentan
bueno niveles de viabilidad celular, comparables al control positivo Lipo2000*

(Figura 3.59).

A pesar de que la caracterizacion biofisica ha aportado evidencias de que los
lipoplejos DOPG/DOPE-P!°*-pDNA presentan propiedades supramoleculares
consideradas positivas o incluso determinantes de potenciales altas

capacidades de transfeccidon (inversion de carga, compactaciéon efectiva del
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pDNA, formacion de fases hexagonales, etc.), su nula capacidad de
transfeccion nos lleva a pensar que algun otro factor no considerado, que
pueda intervenir en el complejo proceso de la internalizacién celular, ha
impedido que este sistema haya sido capaz de introducir, liberar 6 expresar el
plasmido pEGFP-C3.
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Figura 3.59 Viabilidad celular de las lineas celulares HEK273T con los lipoplejos
DOPG/DOPE-P°*-pDNA a o = 0.2 y 0.5; y diferentes [P!°*] en presencia de suero,
+FBS. Control positivo Lipo2000*.

En conclusién, los resultados de transfeccidon obtenidos con los ALs mediados
tanto con el catidn divalente Ca?', como el macrociclo multivalente P!°F,
indican que su potencial como vectores no virales de transfeccién, como
alternativa a los vectores basados en CLs no es aun tan exitosa como prometia
inicialmente. De hecho, el niumero de publicaciones en la actualidad, relativas
al uso de ALs como vectores no virales es muy reducido, comparado con la
cantidad total de publicaciones generadas cada afo basadas en el uso de CLs.
De las publicaciones sobre ALs, destacan las del grupo de Burgess et al., donde
se demuestra que el sistema DOPG/DOPE-Ca’* es capaz de transfectar
eficientemente el plasmido pCMV-GFP o pEGFP-N3 en la linea celular CHO-K1,
con resultados de TE vy vialidad celular comparables a los del control comercial
Lipofectamina 2000. Sin embargo, estos estudios se han realizado sélo para
una linea celular, y, de acuerdo a nuestros resultados, no son extrapolables si
se utiliza otra linea celular u otro plasmido. Ciertamente, a pesar de que una
primera aproximacion era que los ALs podrian ser Optimos agentes de

transfeccion debido a su baja toxicidad, lo cierto es el avance en el disefio de
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CLs ha permitido obtener compuestos que presentan altos niveles de
transfeccion y vialidad celular, en mas de una linea celular, como los GCL
presentados previamente y otros publicados por nuestro grupo. Por todo ello,
aunque se podria entender que la linea de investigacion de los ALs como
vectores génicos no virales haya sido practicamente abandonada por algunos
grupos de investigacion, en nuestro entendimiento, sigue siendo una potencial
via alternativa a la lipofeccidén catidnica, que, obviamente, necesita un rodaje

en tiempo y experimentos aln mayor.
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3.4. Lipoplejos basados en lipidos cationicos multivalentes con

estructura macrociclica.

Otro enfoque diferente supone trabajar con vectores catidnicos multivalentes
que contienen macrociclos supramoleculares en su estructura. Ciertamente,
este tipo de compuestos incorporan también en su molécula cadenas
hidrofébicas de mayor o menor longitud, por lo que, a la postre, se espera que
se auto-organicen con esquemas analogos a los vectores lipidicos antes
descritos y utilizados en esta tesis doctoral. Dentro de este apartado
especifico, han despertado gran interés los vectores catidnicos tipo calixareno
(CxCLs), caracterizados, como se ha descrito previamente en esta memoria,
por una anfifilicidad facial que les convierte en vectores génicos alternativos
potencialmente eficientes. En este apartado, se presenta la caracterizacion
biofisica y bioquimica de los lipoplejos formados por el calixareno TMAC4 (con
4 cargas positivas por molécula, ver Figura 2.3), el lipido zwiteridonico DOPE, y
DNA (pDNA y ctDNA).

Estos sistemas han sido caracterizados electroquimicamente mediante
experimentos de potencial zeta y gel electroforesis. La Figura 3.60 muestra las
medidas de potencial zeta en funcién de la composicién de lipoplejo, para los
sistemas TMAC4/DOPE-ctDNA y TMAC4/DOPE-pDNA a diferentes
composiciones molares de la mezcla CxCL/DOPE (o = 0.2, 0.5 6 0.7). La
composicion de los lipoplejos se expresa en términos de relaciones de masa

Mg/ Mpna, donde mgy (= M-t mLU) corresponde a la masa total de vector
génico cationico (suma de la masa del vector lipidico calixareno, M. Y la
masa del lipido zwitterionico DOPE, m,) y la masa total del DNA, mpya. Como

usualmente se ha observado, lipoplejos constituidos por plasmidos alcanzan los
valores de electroneutralidad a menores relaciones mgy/mpna que para los
lipoplejos constituidos por DNA lineal (ctDNA). A partir de los valores de
electroneutralidad obtenidos para los lipoplejos TMAC4/DOPE-ctDNA (o = 0.5y

0.7), y siguiendo el protocolo anteriormente descrito, se ha determinado que la

carga efectiva del TMAC4 es q;. = 4 (con una incertidumbre experimental de
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menos del 10%), mientras que la carga efectiva del plasmido es

aproximadamente un 10% de la carga nominal (q,,xa = -0.25 £ 0.03), lo cual

esta en concordancia con los resultados previamente obtenidos para lipoplejos

formados por lipidos catioénicos (CLs) y DOPE.

¢ (mv)

Figura 3.60 Valores de potencial zeta, {, frente mgy/mpna, para los lipoplejos formados
por TMAC4/DOPE-ctDNA (simbolos sélidos) y TMAC4/DOPE-pDNA (simbolos abiertos),
a diferentes composiciones molares de la mezcla CxCL/DOPE: o = 0.2 (cuadros
negros); a = 0.5 (circulos rojos) y o = 0.7 (triangulos azules).

Como se ha comentado anteriormente, este comportamiento tiene
consecuencias muy importantes sobre el potencial de estos sistemas como
vectores no virales mas seguros y eficientes, ya que si la carga disponible del
pDNA es menor, se requiere una menor cantidad de vector, lo que se traduce

en una reduccion de la citotoxicidad.

A partir del conocimiento de las cargas efectivas de los componentes del
lipoplejo, se determinaron las relaciones de carga efectivas, pes, segun la

ecuacion 1.6, particularizada para este sistema.

El nivel de compactacion del pDNA por el sistema CxCL/DOPE, ha sido
evaluado mediante experimentos de electroforesis en gel. Los estudios se
llevaron a cabo a diferentes composiciones molares de la mezcla CxCL/DOPE (a
= 0.2, 0.5, 0.7 y 1) y relaciones molares de carga efectiva (pers = 2, 5 y 20).
Los resultados mostrados en Figura 3.61 revelan que el pDNA es compactado
eficientemente por los vectores catidonicos mixtos TMAC4/DOPE, ya que las

bandas fluorescentes correspondientes al pDNA, desaparecen a medida que se
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incrementa tanto el pes cOmMo o. A bajas composiciones de CxCL (o = 0.2), el
pDNA no es completamente compactado hasta valores de pes > 5, mientras
que para altas composiciones de CxCL (a = 0.7), el pDNA se compacta a partir
de pesr = 2, lo cual indica que a mayores contenidos de CxCL, se requiere una
menor cantidad total de vector para compactar el pDNA. Este comportamiento
es consistente con el reportado por Rodik et al. para lipoplejos similares
formados por calixareno y pDNA,*” donde el pDNA es compactado por el CxCL
a una relacion de carga alrededor de 0.5. Nétese que dicha relaciéon de carga

ha sido calculada con la carga nominal del pDNA (-2 por bp) en lugar de la

carga efectiva, la cual es alrededor de 8 veces menos negativa (q,pna = -0.25);

por consiguiente, la relacion de carga usada por Rodik et al. para la
compactacion del pDNA es, en realidad, un orden de magnitud mayor a lo
reportado en gel electroforesis, lo cual es consistente con nuestros resultados.
Los resultados de gel electroforesis indican que: (i) un mayor contenido del
vector catidnico en la mezcla (un incremento de o 0 pe), provoca una
compactacion mas eficiente del pDNA, en concordancia con los resultados
obtenidos mediante potencial zeta; y (ii) a pesar de que el lipoplejo presente
una carga total positiva (pesf > 1), un cierto porcentaje de pDNA permanece sin
compactar, ya que, aunque con una intensidad de emision mucho menor, se

pueden observar bandas de fluorescencia a lo largo de algunos carriles del gel.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3.61. Gel electroforesis de los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA a diferentes
composiciones molares: (2-4) a = 0.2; (5-7) a = 0.5; (8-10) o = 0.7 y (11-13) o = 1.0,
y a diferentes relaciones molares de carga efectiva: (2, 5, 8 y 11) pes = 2.0; (3, 6,9y
12) pess = 5.0y (4,7, 10 y 13) pess = 20.

Como ya se ha comentado, el patron de agregacidon, tamafo y estructura del
vector juegan un papel importante en el proceso de compactacion del pDNA.

Por esta razdén, se ha llevado a cabo la caracterizacion estructural de estos
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sistemas. Estd documentado en la literatura por Rodik et al. que los vectores
lipidicos con macrociclos tipo calixareno en su estructura forman micelas en
medios acuosos.*” Sin embargo, en no hay ninguna informacién sobre el tipo
de agregacion de sistemas mixtos, como el estudiado en esta tesis doctoral, en
donde el calixareno se mezcla con el lipido zwitterionico DOPE, habitualmente
incluido en nuestros lipoplejos por su caracter fusogénico y coadyuvante de la
transfeccion celular. Curiosamente, Rodik et al. concluyen en esta misma
publicacién que la presencia de DOPE en la mezcla mejora sustancialmente los
niveles de transfeccion del vector catiénico tipo CxCL utilizado.*” Por ello, es
interesante y necesario caracterizar estructuralmente los agregados mixtos
TMAC4/DOPE.
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Figura 3.62. Distribucion de poblaciones y de los tres tipos de nanoagregados
TMAC4/DOPE a o = 0.5 obtenidos mediante el equipo zetaPALS.

En este sentido, el primer paso ha sido la determinacion del tamafio de los
vectores catidnicos mixtos TMAC4/DOPE mediante el equipo zetaPALS a
diferentes composiciones de la mezcla TMAC4/DOPE (o = 0.2, 0.5 6 0.7). La
Figura 3.62 muestra, como ejemplo, la distribucion de tamafios obtenidos a a
= 0.5. Como se muestra en dicha figura, la mezcla TMAC4/DOPE presenta una
poblacion mayoritaria de agregados con diametros alrededor de 100 nm, y
otras dos poblaciones minoritarias con diametros de 20 y 6 nm. Estos tamanos
son compatibles con la presencia de tres tipos de nanoagregados: liposomas

esféricos mixtos (~ 100 nm); micelas tipo oblate (~ 20 nm); y micelas esféricas
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(~ 6 nm), los cuales se encuentran representados esquematicamente en la

misma figura.

Los valores de los didmetros promedio de estos nanoagregados a diferentes
composiciones (o = 0.2, 0.5 y 0.7) se resumen en la Tabla 3.8. Es destacable
que las dos poblaciones de micelas desaparecen a bajas composiciones, a,
donde el DOPE es el componente mayoritario (e = 0.2), mientras que cuando
el contenido de TMAC4 se incrementa (o = 0.7), la proporcién de éstas se
vuelve mas relevante, lo cual esta en buen acuerdo con lo encontrado en la

47-50

bibliografia.

Tabla 3.8. Diametro hidrodinamico de los tres tipos de nanoagregados TMAC4/DOPE a
diferentes composiciones, o, determinados por medio del equipo ZetaPALS.

a ¢1 (Nnm) ¢2 (nm) ¢z (nm)

0.2 - - 120
0.5 6-7 16-17 100
0.7 7 20-25 150-160

Por otra parte, a fin de conocer la morfologia de los nanoagregados
TMAC4/DOPE, se llevaron a cabo experimentos de crio-TEM a un o = 0.5. En la
Figura 3.63 se muestran tres micrografias representativas, escogidas entre las
obtenidas para este sistema. Estas micrografias indican que, cuando el CxCL
TMAC4 se mezcla con DOPE, tiende a agregarse esencialmente en forma de
liposomas unilamelares esféricos (paneles a y b), con didmetros promedio de
(90 £ 8) nm. Sin embargo, algunas micrografias (Figura 3.63c) muestran una
poblacion de pequefos agregados con tamafios cercanos a los 20 nm, que
corresponderian a la presencia de micelas tipo oblate (ver flechas blancas de la
Figura 3.63c). Los paneles de la derecha de la Figura 3.63 muestran un
esquema 2D de ambos tipos de nanoagregados mixtos: liposomas y micelas
tipo oblate. La presencia de ambos nanoagregados en las micrografias y sus
tamafios son consistentes con lo encontrado mediante el equipo zetaPALS,
sobre todo teniendo en cuenta que esta técnica suministra informacidon de
tamafos hidrodindmicos. Sin embargo, las micelas esféricas (con diametros de

alrededor de 6 nm) caracterizadas mediante zetaPALS, no han sido detectadas
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mediante crio-TEM. Todos estos tamafos son consistentes con el protocolo de
extrusion utilizado, ampliamente descrito en una seccién anterior de esta tesis
doctoral (extrusién secuencial con membranas de policarbonato con tamafio de
poro de 400, 200 y 100 nm).

m; TMAC4

Figura 3.63. Seleccion de micrografias de nanoagregados TMAC4/DOPE a o = 0.5
correspondientes a: (a-b) liposomas mixtos; y (c) micelas tipo oblate (seiialadas con
flechas blancas). Se adjunta dibujo 2D de estos nanoagregados.

Una vez determinada el tipo de agregacion del vector catiénico TMAC4/DOPE,
se procedid a estudiar la morfologia y estructura de estos nanoagregados en
presencia de pDNA. De esta forma, los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA fueron
caracterizados estructuralmente mediante SAXS y crio-TEM, a diferentes
relaciones de carga efectiva, perr, donde los lipoplejos son vectores génicos

potencialmente efectivos (pe > 1), y a diferentes composiciones molares, a.

Los resultados obtenidos mediante SAXS para los lipoplejos TMAC4/DOPE-
pDNA a diferentes relaciones de carga (pss = 1.5, 2.0 y 4), y diferentes
composiciones molares de la mezcla TMAC4/DOPE (o = 0.2, 0.4, 0.5 6 0.7), se

presentan en la Figura 3.64.
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Figura 3.64. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA a
diferentes composiciones molares (o = 0.2, 0.4, 0.5 6 0.7) y diferentes relaciones
molares de carga efectiva (pess = 1.5; 2.0 y 4.0).

Los indices de Miller asignados a los maximos de difraccién encontrados en los
difractogramas (Figura 3.64), indican que el sistema se ajusta a una fase tipo
lamelar, L,, en cada una de las composiciones estudiadas. La fase L, de cristal
liquido liotrépico ya ha sido descrita y comentada en anteriores secciones de
esta tesis. No obstante, la Figura 3.65 muestra de nuevo un corte 2D de esta
estructura, particularizada para el sistema TMAC4/DOPE-pDNA, presentado en
esta seccidén. Sin embargo, es destacable que a bajas composiciones de CxCL
(o = 0.2), los difractogramas presentan maximos de difraccién muy anchos y
de muy baja intensidad. La formacién de una fase lamelar en lugar de la fase

hexagonal H:, habitualmente encontrada en composiciones donde el DOPE es

mayoritario, puede estar justificada por el hecho de que los parametros de
empaquetamiento del TMAC4 y del DOPE son complementarios, ya que por un
lado el TMAC4 presenta un P < 1/3, mientras que el DOPE tiene un P > 1. Por

otra parte, en los difractogramas se observa la presencia de un pico ancho y
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difuso entre los maximos qio0 Y q200, COrrespondiente a la correlacion DNA-DNA
(gdpona); este maximo se puede observar mas claramente en la Figura 3.65a
donde se ha representado, a modo de ejemplo, un difractograma en escala
logaritmica (o = 0.4 y per = 1.5). También se perciben con mas claridad los
picos de menor intensidad de la fase L,. Es destacable que ésta es la primera
vez que se realizan estudios estructurales de este tipo en lipoplejos, formados
por un CxCL. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que los lipoplejos
formados por un CxCL, DOPE y pDNA presentan un comportamiento muy

similar al encontrado en los lipoplejos formados por CLs.
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Figura 3.65. (Izquierda) Difractograma para el lipoplejo TMAC4/DOPE-pDNA a o = 0.4
Y pei = 1.5 en escala logaritmica. (Centro) Esquema 2D de una fase lamelar, L,
mostrando las distancias caracteristicas. (Derecha) Grafica de la distancia interlamelar
de la fase lamelar, d, y de la correlacion pDNA-pDNA, dpDNA, en funcion de la
composicion de la mezcla TMAC4/DOPE, o, para los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA a
diferentes pe; : 1.5 (cuadros); 2.0 (circulos); y 4 (triangulos).

A fin de conocer la periodicidad de las bicapas en el lipoplejo, se ha
determinado la distancia interlamelar, d (d = 2rn/gi00), asi como la distancia
entre las hélices de pDNA en la monocapa, dpona (Figura 3.65b). Los resultados
de la periodicidad d y dppona respecto a la composicion o, se presentan en la
Figura 3.65c. Cuando el contenido de CxCL se incrementa, la distancia
interlamelar, d, disminuye de 7 a 5.5 nm, lo cual es provocado principalmente
por el incremento en la densidad de carga superficial, lo que conduce a un
mayor nivel de compactacién para el pDNA, es decir una disminucion de la d,.
Otro factor que influye en la disminucién de la d se puede deber a que la
regién hidrofébica del TMAC4 es mas corta que la del DOPE, por lo que cuando
o aumenta, el espesor de la bicapa, dm, puede experimentar una ligera

disminucion.

196



Capitulo 3. Resultados

Por otra parte, la distancia entre las hélices de pDNA en la monocapa acuosa,
dpona, S€ hace menor cuando o se incrementa, disminuyendo de 4.5 a 4 nm
(Figura 3.65c). Este hecho, al igual que la disminucién de d,, esta
directamente relacionado con el aumento de la densidad de carga superficial
de la bicapa, y corrobora que el nivel de compactaciéon del pDNA mejora con el

incremento de CxCL en la bicapa.

Los experimentos de crio-TEM para los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA se
llevaron a cabo a dos composiciones diferentes, a = 0.2 y 0.5. Una seleccién
de los resultados se presentan en las micrografias de la Figura 3.66, donde se
pueden distinguir dos patrones de compactacion diferentes: (i)
nanoestructuras con un perfil multilamelar bien definido tipo cluster type, CT
(paneles a-b) y (ii) regiones con un patron multilamelar continuo tipo
fingerprint FP (paneles e-f). Ambos escenarios ya han sido encontrados para
otros lipoplejos tanto en la literatura como los presentados previamente.!?
Como ya se ha descrito anteriormente, los lipoplejos tipo CT se caracterizan
por presentar una serie de bicapas lipidicas catidnicas con pDNA compactado
entre ellas, este tipo de estructura se encuentra usualmente a altos contenidos
de DOPE (bajos o). Lo que indica que cuando el contenido de DOPE es alto, los
lipoplejos tienden a agregarse en nanoestructuras tipo CT, donde las bicapas
lipidicas a pesar de presentar cierta deformacién provocada por la
compactacion del pDNA con otras bicapas adyacentes, esencialmente
mantienen su morfologia. En efecto se puede observar como las bicapas se
pliegan y deforman pero no se rompen. En contraste con los nanoagregados
tipo CT, en los nanoagregados tipo FP los liposomas tienden a romperse,
probablemente debido a que la interaccion liposoma-pDNA es claramente mas

favorable.

Analizando la Figura 3.66, se puede concluir que a a = 0.2 principalmente se
encuentran nanoagregados tipo CT (Figura 3.66a-b), mientras que a o = 0.5
esencialmente se observa la presencia de nanoagregados tipo FP (Figura
3.66e-f). Sin embargo, a a = 0.2, se advierte la coexistencia de

nanoagregados tipo CT con ciertas poblaciones de nanoagregados tipo FP (c-
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d). Esta coexistencia de fases, encontrada ya en lipoplejos formados por GCLs
ha demostrado tener un efecto sinérgico sobre la transfeccién.!? Por otra
parte, la coexistencia de fases es probablemente la responsable de que los
difractogramas de SAXS a o = 0.2 presenten maximos de difraccion muy
anchos, los cuales, mediante un proceso de deconvolucién podria demostrar la
presencia de otro componente (un demixing).? En cualquier caso, los valores
promedio de la distancia interlamelar tanto de la estructura tipo CT como tipo
FP indican que, a pesar de que los nanoagregados tipo FP presente una mayor
cantidad de lamelas respecto a los nanoagregados tipo CT, no se aprecia
ningln cambio apreciable en el grado de compactacion del pDNA en ninguno

de los dos patrones multilamelares.

Figura 3.66. Seleccion de micrografias de nanoagregados TMAC4/DOPE-pDNA a dos
composiciones o = 0.2 (a-d) y a = 0.5 (e-f).

A fin de determinar la potencialidad de los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA como
vectores de transfeccidon, ademas del estudio electroquimico y estructural, es
necesario realizar una completa evaluacién bioquimica que permita determinar
tanto su capacidad de transfeccion como su grado de toxicidad. Un vector
génico 6ptimo, como se ha ido viendo a lo largo de esta tesis doctoral, es aquel

que presenta altos niveles de transfeccién, conjugados con bajos niveles de
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citotoxicidad. Los estudios de transfeccidn se llevaron a cabo en la linea celular
HEK293T, en presencia de suero (+FBS), a diferentes composiciones de la
mezcla CxCL/DOPE, «, y relaciones de carga efectiva, pe. La eficiencia de
transfeccion fue evaluada mediante microscopia de fluorescencia a dos
composiciones de CxCL (a = 0.2 y 0.5) y diferentes relaciones de carga
efectiva (pess = 10, 20, 40 y 80). La Figura 3.67 muestra, a modo de ejemplo,
la expresion de la proteina GFP a las condiciones en las que se encontraron los
mejores niveles de transfeccion a = 0.2 y per = 20 y 40. La figura incluye
también, a modo de comparacion, los resultados obtenidos para el control
positivo Lipo2000*. Cabe destacar que a otras composiciones no se
encontraron niveles significativos de transfeccion. De acuerdo a las
micrografias presentadas, se deduce que el lipoplejo TMAC4/DOPE es capaz de
compactar, proteger y transfectar el plasmido pEGFP-C3 en la linea celular
HEK293T, en presencia de suero (+FBS), con eficiencias de transfeccidn
comparables en dos valores de pes (20 y 40), siendo un per = 20 el que
presenta sutilmente mejores niveles de transfeccidon. En ambos casos los

niveles de transfeccion son ligeramente menores a los encontrados para el

control Lipofectamina 2000* (Figura 3.67c).

Figure 3.67. Micrografias de microscopia de fluorescencia donde se muestra la
expresion de la proteina GFP en la linea celular HEK293T transfectadas con los
lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA a o = 0.2 y una relacién de carga: (@) pest = 20; Yy (b) pesr
= 40. (c) Control positivo Lipo2000*. Estudio realizado en presencia de suero (+FBS).

Tomando en cuenta que en el presente estudio se ha encontrado que el pDNA
presenta una carga efectiva de -0.25 por par de bases, se puede concluir que
los valores de pes = 20 y 40 son equivalentes a un p = 2.5 y 5, obtenidos en

otras publicaciones donde se asumen una carga de -2 por par de bases para el
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pDNA. Por consiguiente, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral estan

en consistencia o algo inferiores a los reportados para sistemas similares.>%>!

Es remarcable que los mejores niveles de transfeccion se han encontrado a
composiciones donde el DOPE es mayoritario (o« = 0.2) y, ademas, se ha
observado una coexistencia de fases multilamelares tipo CT y FP. A esta misma
conclusién se ha llegado previamente en lipoplejos constituidos por GCLs con
espaciadores oligo-oxietilenos, asi como otros sistemas presentes en la
bibliografia.}? Por otra parte, resultados similares han sido encontrados por el
grupo de Rodik et al,*” donde un CxCL similar al estudiado en este apartado,
sOlo es capaz de transfectar en presencia del lipido coadyudante DOPE, como
ya se ha comentado anteriormente. De esta forma, se puede concluir que, al
igual que para la mayoria de los sistemas estudiados en esta tesis doctoral, el
lipido DOPE tiene un papel fundamental en la capacidad de transfeccion de los

vectores lipidicos.

Por ultimo, la Figura 3.68 muestra los resultados del ensayo MTT (viabilidad
celular) llevado a cabo para los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA a una
composiciéon o = 0.2 y diferentes relaciones de carga (pes = 10, 20, 40 y 80).
La figura incluye también los valores de viabilidad celular medidos para el
control Lipofectamina 2000*. Se puede concluir, a la vista de la figura, que la
viabilidad celular en presencia de los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA es
comparable, en términos generales, a la observada en presencia del control,
siendo, las condiciones de a = 0.2 y per = 20 las que mostraron una mayor
viabilidad celular. No obstante, un analisis mas detallado de la figura pone de
manifiesto que la viabilidad celular decrece a mayores relaciones de carga
efectiva, lo que a su vez puede estar provocando la disminucién de la
expresion de la proteina GFP (pesr > 40), debido a que hay un menor numero de
células viables capaces de ser transfectadas. Por lo tanto, en términos de
eficiencia de transfeccion asi como de vialidad celular la formulacién optima es
un o = 0.2 y una pes = 20, ya se obtienen niveles moderados de transfeccion

con buenos niveles de viabilidad celular.
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Figura 3.68. Viabilidad celular de la linea celular HEK293T incubadas con los lipoplejos
TMAC4/DOPE-pDNA a las condiciones optimas (o = 0.2) y el control Lipo2000*.

En cualquier caso, comparando tanto los niveles de transfeccidon como de
viabilidad celular de las formulaciones lipidicas basadas en el CxCL TMAC4, con
respecto al control positivo Lipofectamina 2000*, es posible concluir que, a
pesar de que los lipoplejos TMAC4/DOPE-pDNA puedan transfectar
moderadamente el plasmido pEGFP-C3, en ningun caso logran superar los
niveles de transfeccion y viabilidad celular del control positivo Lipofectamina
2000* basado en CLs. Sin embargo, el hecho de haber detectado cierta
eficiencia de transfeccién en este vector macrociclico y en otros similares

47,5055 hos permiten concluir que los CxCLs pueden

reportados por otros grupos,
ser una posible via alternativa de transfeccion en la que queda mucho camino
por recorrer. Posiblemente sea en la etapa de sintesis donde hay que insistir,
con el objeto de conseguir CxCLs con diferentes funcionalizaciones mas

biocompatibles.
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3.5 Interacciones de liposomas cationicos mixtos DC-Chol/DOPE
con las proteinas presentes en el suero humano: Formacion de la

corona de proteinas.

Durante el proceso de transfeccion ocurren una serie de eventos que
determinan la eficiencia de ésta. Uno de esos procesos es la interaccion de los
nanovectores con las proteinas presentes en los fluidos bioldgicos. Una vez
administrados los nanovectores, éstos quedan expuestos a los fluidos
biolédgicos de los que adsorben proteinas y otras biomoléculas, para formar la
corona de proteinas. Como ya se comentd en la introduccién, la corona de
proteinas juega un papel importante en el reconocimiento celular y el tiempo
de circulacién del nanovector en la sangre. De igual forma, se ha visto que la
composicién de la corona de proteinas es dependiente del tiempo, debido a los
diversos eventos de adsorcidn y desorcidon que se tienen lugar en la superficie
del nanovector.”®™>® Como se sefiala en la literatura, la adsorcién competitiva
de las proteinas presentes en el suero sobre el nanovector puede durar desde
unos pocos minutos hasta varias horas. Por esto, la comprension de la
evolucién de la corona de proteinas en el tiempo es fundamental para hacer

frente a los desafios del uso de vectores no virales en estudios in vivo.

Debido a la gran importancia de los liposomas catiénicos mixtos como vectores
no virales, en esta tesis doctoral se ha llevado a cabo una primera
aproximacién para determinar la composicién de su corona de proteinas en
funcion del tiempo, en un sistema modelo ampliamente utilizado como vector
de transfeccion y en estudios de la corona de proteinas: los liposomas
cationicos mixtos formados por el lipido catidnico derivado del colesterol 3p-
[N(N",N"-dimetilaminoetano) carbamoil]-colesterol, DC-Chol, y DOPE, usando

suero humano (HP) como medio fisioldgico.

Teniendo en cuenta que unos pocos minutos de incubacidn son suficientes para
imitar las interacciones que tienen lugar entre los componentes de la sangre y
los liposomas cuando éstos son administrados localmente en tumores, un

maximo de 60 min de exposicion es un tiempo razonable para estudiar el
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efecto de dichas interacciones en el tratamiento de una enfermedad. De
acuerdo a estas indicaciones, en este estudio investigamos la evolucion
temporal de la corona de proteinas formada alrededor de los liposomas mixtos
DC-Chol/DOPE incubados en suero humano al 10%, durante 1, 30 y 60 min.

Como se ha dicho en la introduccién, la corona de proteinas esta formada tanto
por proteinas asociadas fuertemente al nanovector (hard corona), como por
proteinas que interaccionan con la hard corona (soft corona). Debido a que
antes de llevar a cabo cualquier caracterizacion es necesario someter la
muestra a un proceso de lavados y centrifugados a fin de eliminar el exceso de
suero, sélo permanece unida al nanovector la hard corona, mientras que la soft
corona se pierde en el sobrenadante. De esta forma, todos los resultados que

se presentan a continuacién sélo son representativos de la hard corona.

Los resultados de potencial zeta a los diferentes tiempos de incubacién (1, 30y
60 min), asi como el potencial de la muestra control (liposoma catiénico mixto
en ausencia de suero, t = 0) se presentan en la figura 3.69a. Los valores de
potencial zeta para los complejos DC-Chol/DOPE-HP muestran que hay una
fuerte inversidon de carga desde +55 mV a t = 0 hasta aproximadamente -14
mV a t = 1 min. Esto ocurre incluso a tiempos de incubaciones cortos, lo que
sugiere que el recubrimiento por parte de las proteinas del suero sobre la
superficie del nanovector tiene lugar muy rapidamente. Estos resultados
indican que el tiempo de incubacidon mas corto (t = 1 min) es suficiente para

962 a5 decir, una capa de proteinas fuertemente unida

formar la hard corona,
que no se remueve del liposoma durante el lavado de la muestra y que se

mantiene a los diferentes tiempo de incubacién.
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Figura 3.69. a) Resultados de potencial zeta, {; y b) Tamano de los liposomas DC-
Chol/DOPE (t=0) y complejos DC-Chol/DOPE-HP en funcion del tiempo de incubacién.

Se sabe que el tamano de los nanovectores ejerce una importante influencia
en las aplicaciones in vivo. Por ejemplo, las células reconocen y eliminan mas
rapidamente nanovectores con tamanos mayores a ~ 300 nm, mientras que
cuanto éstos son mas pequefios, permanecen durante mas tiempo en el
torrente sanguineo y son capaces de cruzar las barreras bioldgicas. Ademas, es
sabido que el tamafo del nanovector determina fuertemente la via de
internalizacion a las células.®® Cuando existe una interaccidon superficial de los
liposomas catidnicos mixtos con las proteinas del suero, es muy probable que
el tamafio de los liposomas se vea afectado. A fin de corroborar dicho efecto,
se determinaron los tamafos de los liposomas DC-Chol/DOPE en ausencia
(control) y presencia de suero (HP) a distintos tiempos de incubaciéon a partir
de medidas de DLS, como se describid en la Seccion Experimental. Los
resultados presentados en la figura 3.69b muestran que los liposomas
presentan un tamafio proximo a los 100 nm a t = 0, y que al tiempo de
incubacion mas corto (t = 1 min) la formacion inicial de la hard corona conduce
a un didmetro hidrodinamico significativamente mayor (~ 250 nm). Este
incremento se mantiene hasta alcanzar los ~ 470 nm a los 60 min de
incubacion. De acuerdo con medidas puntuales realizadas por medio de un
estudio hecho a 24 h de incubacién de los liposomas con el HP, se encontrd
que el que el tamano de los complejos se mantenia aproximadamente a partir
de 1 h.
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La evolucion temporal del tamafio y del potencial zeta de los complejos DC-
Chol/DOPE-HP son consistentes con la agregacién de los liposomas inducida
por las proteinas presentes en el suero. En efecto, cuando la corona de
proteinas se adsorbe sobre la superficie del liposoma provoca una disminucién
en el potencial zeta lo que a su vez debilita las repulsiones electroestaticas,
dando como resultado la agregaciéon del complejo, y por lo tanto mayores
tamanos de particula. Estos resultados confirman que cuando los liposomas
estan en presencia de suero, se producen interacciones liposoma-proteina que

conducen a la formacidn de la corona de proteinas.®*

Una vez realizados los estudios de potencial zeta y DLS, los cuales han
confirmado la formacion de una corona de proteinas sobre los liposomas
cationicos mixtos, se ha llevado a cabo una caracterizacién protedmica,
mediante las técnicas de gel electroforesis 1D SDS-PAGE y nanocromatografia
de liquidos acoplada a espectrometria de masas tandem (nanoLC-MS/MS) con
el fin de determinar la composicién la corona de proteinas formada sobre los

liposomas DC-Chol/DOPE a diferentes tiempos de incubacién con el HP.
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Figura 3.70. a) Gel 1D SDS-PAGE donde los diferentes carriles corresponden a (1)
Marcador de peso molecular (MW); y a los complejos DC-Chol/DOPE-HP a diferentes
tiempos de incubacion (2) 1 min; (3) 30 min; y (4) 60 min. b) Histograma de
intensidades totales de bandas de las proteinas recuperadas a los distintos tiempos de
incubacion (1, 30 y 60 min).
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Los resultados de 1D SDS-PAGE se muestran en la figura 3.70a, donde los
carriles 2, 3 y 4 corresponden a los tiempos de incubacién 1, 30 y 60 min
respectivamente, mientras que el carril 1 corresponde al marcador de peso
molecular (MW). Los resultados indican que existe una diferencia significativa
entre las muestras incubadas a 30 y 60 min, respecto a la que se incubd por 1
min. La posicion de las bandas en el carril, permite diferenciar el peso
molecular de las diferentes proteinas presentes, mientras que la intensidad y
anchura de las bandas informan de la concentraciéon en la que se encuentran
dichas proteinas. Por ello, a fin de poder estimar de una manera
semicuantitativa la cantidad total de proteinas a los diferentes tiempos de
incubacion, se calculé la intensidad total del carril del gel con el software
Kodak y el control de peso molecular (figura 3.70.b).°* Esta metodologia de
semicuantificacion presenta el inconveniente de subestimar la cantidad de
proteina de las bandas que presentan mayor abundancia de proteinas
(caracterizadas por una mayor intensidad), debido a la saturacién de la tincién.
A pesar de ello, la determinacidn de la intensidad total de banda es una buena
forma de comparar el contenido aproximado de las proteinas presentes. De
acuerdo a esta semicuantificacién, la cantidad total de proteinas en 1 min de
exposicion es mayor que la encontrada a 30 y 60 min de tiempo de incubacion.
En general, las intensidades totales de carril proporcionan una buena
estimacion del espesor de la corona de proteinas; sin embargo, éstos
resultados parecen contradecir lo obtenido mediante DLS, ya que al menor
tiempo de incubacion t = 1 min (donde los complejos presentan el menor
tamafio) la intensidad de linea es mucho mayor que para t = 60 min (donde
los complejos presentan el mayor tamafio). Esta aparente contradiccion puede
ser explicada si se tiene en cuenta que el tamafio de los complejos no sélo
depende de la formacién de la corona de proteinas, sino que es un fendmeno
colectivo de agregacién. Desde este punto de vista, se sugiere que los
complejos que presentan mayores tamano (a tiempos mas largos de
incubacion) son agregados de liposomas cubiertos de una corona de proteinas

de pequefio espesor.®*
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Figura 3.71. Intensidad total de banda de las proteinas recuperadas para los complejos
DC-Chol/DOPE-HP a los diferentes tiempos de incubacion. Las proteinas estan
agrupadas por rangos del peso molecular.

Por otra parte, la evolucién temporal de las bandas individuales no sigue
exactamente la misma tendencia general. Por ello, se decidid realizar una
comparacion de la intensidad relativa de las bandas en base a sus pesos
moleculares. En la figura 3.71 se muestra los resultados de la intensidad total
de las bandas mas relevantes del gel de la figura 3.70a. A fin de obtener un
mejor analisis, la intensidad total de las proteinas recobradas se dividié en tres
grupos de acuerdo a su peso molecular, 0-100, 100-200 y 200-300 kDa. De
acuerdo a este analisis, independientemente del tiempo de incubacién, la
abundancia de las proteinas es la siguiente 1-100 KDa > 200-300 kDa > 200-
100 kDa. Estos resultados sugieren que los complejos DC-Chol-DOPE/HP son
ricos en proteinas de bajo peso molecular. Por otra parte, el primer grupo de
proteinas (0-100 kDa) muestra una disminucién de intensidad a 30 min de
incubacion seguido por un ligero incremento a los 60 min de incubacion. Este
comportamiento en el tiempo es tipico de este tipo de proteinas, ya que son
las mas abundantes en el suero. De hecho, cuando los nanovectores son
expuestos a fluidos bioldgicos, las proteinas mas abundantes y con mayor
movilidad son las primeras en cubrir la superficie del liposoma, pero
posteriormente son reemplazadas por proteinas con menor movilidad pero

mayor afinidad superficial (efecto Vroman).®®
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Por otro lado, las proteinas con peso molecular entre 200-300 kDa mostraron
un ligero aumento en la intensidad de banda, en funcién del tiempo. Este
comportamiento se encuentra, generalmente, para proteinas que son poco
abundantes en los fluidos biolégicos, con bajas movilidades, pero que
presentan gran afinidad por la superficie del nanovector. Por ello, al aumentar
el tiempo de incubacién estas proteinas van desplazando a las proteinas con

menor afinidad pero mas abundantes.

En resumen, la combinacion de resultados de tamano, potencial zeta y geles
de 1D SDS-PAGE pone de manifiesto que: i) la adsorcion de las proteinas del
suero dan como resultado la inmediata formacion de una corona de proteinas
en la superficie del liposoma, cuyo espesor disminuye con el tiempo de
incubacion; ii) los complejos DC-Chol/DOPE-HP se van agregando para formar
nanoagregados cuyo tamano alcanza su equilibrio a partir de 1 h de
incubacion; iii) el patrén de las proteinas cambia cuando se incrementa el
tiempo de incubacién, lo que sugiere que las proteinas menos abundantes pero
con mayor afinidad por la superficie del liposoma, facilitan la desorciéon de las

que, siendo mas abundantes, presentan menores afinidades.

Los resultados mostrados hasta el momento son un buen indicador de que la
adsorcion de las proteinas presentes en los fluidos bioldgicos sobre los
nanovectores es dependiente del tiempo. Seria, por tanto, interesante realizar
un anadlisis mas preciso a fin de identificar las proteinas presentes a los
diferentes tiempos, y asi descifrar el papel de la composicidon de la corona de
proteinas a nivel bioldgico. Por ello, se decididé realizar un estudio mediante
nanoLC-MS/MS, una técnica altamente sensible que permite realizar una
identificacién y cuantificacion precisa de las proteinas del suero adsorbidas en
la superficie del nanovector y que estd ampliamente descrita en la Seccidn
Experimental. Se encontré que el niumero total de proteinas identificadas fue
de 160, 200 y 134 para 1, 30 y 60 min de incubacidon de los liposomas
cationicos mixtos con HP, respectivamente. Estos datos resultan un tanto
sorprendentes teniendo en cuenta que es un numero bastante reducido en

comparacion con la cantidad total de proteinas presentes en el suero. En la
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tabla A7 del anexo 2 se muestra un listado exhaustivo de todas las proteinas
gue conforman la corona de proteinas de los liposomas DC-Chol/DOPE,

identificadas a los diferentes tiempos de incubacién.

A fin de aclarar la evolucién en el tiempo de la corona de proteinas, se
considerd el numero de proteinas comunes y las que solo estaban presentes en
uno de los tiempo de incubacidn. Esto se puede observar mejor en el diagrama
de Venn de la figura 3.72, donde se muestra que la mayor cantidad de
proteinas que conforman la corona de proteinas del complejo DC-Chol/DOPE-
HP (127) se une a la superficie del liposoma de manera inmediata, ya que se
encuentran desde el primer minuto de incubacién. Después, a los 30 min de
incubacion, 46 nuevas proteinas son adsorbidas, cinco de las cuales

permanecen después de 30 min mas de incubaciéon (t = 60 min).

1 min 30 min

60 min

Figura 3.72. Diagrama de Venn del nimero total de proteinas identificadas por nanoLC-
MS/MS en la superficie de los liposomas DC-Chol/DOPE a los diferentes tiempos de
incubacion.

Después de tener una visidn general de la cantidad total de proteinas
presentes a los diferentes tiempos de incubacién, se procedidé a determinar la
abundancia relativa (RPA) de cada una de ellas mediante la ecuacién 2.9 de la
seccion experimental (tabla A7 del anexo 2). Una vez calculada la RPA de cada
una de las proteinas identificadas mediante nanoLC-MS/MS, se estimo la carga
aproximada de la corona de proteinas. Dicho calculo consta de tres partes: i)
primero se determina la carga de todas las proteinas asociadas, a pH 7.4,

mediante el software de la pagina web:
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http://protcalc.sourceforge.net/; ii) segundo, se calcula la carga relativa de
cada proteina, multiplicando la carga total de la proteina k, gk, por su RPA;®®
iii) tercero, la carga total de la corona de proteinas se calcula con la ecuacién
5.1 donde N es el numero de proteinas identificadas. Los valores de carga
calculados (tabla A8 del anexo 2) muestran una evolucidon temporal similar a la

encontrada mediante los experimentos de potencial zeta.

Q=Y gk (5.1)
Del total de proteinas identificadas y a fin de simplificar el anadlisis, este estudio
se restringid a algunas clases de proteinas como son las apoliproteinas,
inmunoglobulinas y proteinas del complemento (siendo las proteinas con
mayores RPA), asi como a proteinas individuales que presentan una RPA > 1
en al menos uno de los tiempos de incubacion (tabla 3.9). Se encontrd que las
proteinas mas abundantes presentes en la corona formada en los liposomas
DC-Chol/DOPE son la apoliproteinas, imnunoglobulinas, Ig, proteinas del
complemento, fibrindgeno, serum albimina, HSA, y vitronectina (figura 3.73).
En particular, las apoliproteinas son la clase mas abundante de proteinas

presentes en la corona de proteinas a todos los tiempos de incubacién.
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Figura 3.73. Abundancia relativa de las proteinas (RPA) mas abundantes encontradas a
los diferentes tiempos de incubacién (1, 30 y 60 min).
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Tabla 3.9. Proteinas representativas de la corona de proteinas asociada a los liposomas
DC-Chol/DOPE a los diferentes tiempo de incubacién con suero humano (1, 30, 60 min)
identificadas por nanoLC-MS/MS.

- - . RPA
Proteinas identificadas Tmin 30 min__ 60 min

Apolipoproteina A-I GN=APOA1 PE=1 SV=1 3.08 3.35 4.09
Apolipoproteina A-II GN=APOA2 PE=1 SV=1 1.55 1.12 2.97
Apolipoproteina A-IV GN=APOA4 PE=1 SV=3 0.98 1.13 1.24
Apolipoproteina B-100 GN=APOB PE=1 SV=2 1.25 1.21 1.61
Apolipoproteina C-I GN=APOC1 PE=1 SV=1 0.33 1.62 2.73
Apolipoproteina C-II GN=APOC2 PE=1 SV=1 2.37 1.33 2.85
Apolipoproteina C-III GN=APOC3 PE=1 SV=1 2.10 2.37 3.10
Apolipoproteina C-IV GN=APOC4 PE=1 SV=1 0.27 0.36 0.36
Apolipoproteina D GN=APOD PE=1 SV=1 2.77 2.16 2.73
Apolipoproteina E GN=APOE PE=1 SV=1 1.95 2.20 2.69
Apolipoproteina F GN=APOF PE=1 SV=2 0.06 0.31 0.35
Apolipoproteina L1 GN=APOL1 PE=1 SV=5 0.34 0.26 0.37
Apoliproteina M GN=APOM PE=1 SV=2 0.19 0.07 0.00
Apolipoproteina (a) GN=LPA PE=1 SV=1 0.14 0.12 0.15
17.39 17.59 25.24

Complemento C1q subcomponente subunidad A GN=C1QA PE=1 SV=2 0.15 0.00 0.00
Complemento C1q subcomponente subunidad B GN=C1QB PE=1 SV=3 0.22 0.23 0.00
Complemento C1q subcomponente subunidad C GN=C1QC PE=1 SV=3 0.23 0.30 0.10
Complemento C1r subcomponente subunidad GN=C1R PE=1 SV=2 0.06 0.07 0.00
Complemento Cls subcomponente subunidad GN=C1S PE=1 SV=3 0.03 0.02 0.00
Complemento C3 GN=C3 PE=1 SV=2 2.27 1.77 2.30
Complemento C4-B GN=C4B PE=1 SV=1 0.91 0.72 0.56
Complemento C5 GN=C5 PE=1 SV=4 0.36 0.42 0.41
Complemento componente C6 GN=C6 PE=1 SV=3 0.19 0.16 0.18
Complemento componente C7 GN=C7 PE=1 SV=2 0.13 0.17 0.14
Complemento componente C8 cadena alfa GN=C8A PE=1 SV=2 0.06 0.17 0.15
Complemento componente C8 cadena beta GN=C8B PE=1 SV=3 0.16 0.07 0.10
Complemento componente C8 cadena gamma GN=C8G PE=1 SV=3 0.96 0.66 0.56
Complemento componente C9 GN=C9 PE=1 SV=2 0.67 0.50 0.61
Complemento factor B GN=CFB PE=1 SV=2 0.06 0.16 0.06
Complemento factor H GN=CFH PE=1 SV=4 0.07 0.14 0.05
Complemento factor I GN=CFI PE=1 SV=2 0.06 0.02 0.00
6.59 5.58 5.23

Fibrinogeno cadena alfa GN=FGA PE=1 SV=2 0.89 1.11 1.12
Fibrinogeno cadena beta GN=FGB PE=1 SV=2 1.88 1.89 1.58
Fibrinogeno cadena gamma GN=FGG PE=1 SV=3 1.49 1.62 1.94
4.26 4.63 4.64

Ig alfa-1 cadena C region GN=IGHA1 PE=1 SV=2 0.74 0.59 0.47
Ig gamma-1 cadena C region GN=IGHG1 PE=1 SV=1 1.48 1.62 1.86
Ig gamma-2 cadena C region GN=IGHG2 PE=1 SV=2 0.64 1.22 0.76
Ig cadena pesada V-III region VH26 PE=1 SV=1 0.54 0.65 0.42
Ig kappa cadena C region GN=IGKC PE=1 SV=1 2.43 2.75 2.39
Ig kappa cadena V-I region AG PE=1 SV=1 0.50 0.13 0.00
Ig kappa cadena V-II region GM607 (fragmento) PE=4 SV=1 0.00 0.41 0.21
Ig kappa cadena V-III region HAH PE=2 SV=1 0.72 0.77 0.58
Ig kappa cadena V-1V region B17 PE=2 SV=1 0.33 0.26 0.00
Ig lambda cadena V-I region AH PE=1 SV=1 0.00 0.13 0.00
Ig lambda cadena V-III region LOI PE=1 SV=1 0.17 0.00 0.00
Ig lambda-2 cadena C regions GN=IGLC2 PE=1 SV=1 2.92 2.65 2.23
Ig mu cadena C region GN=IGHM PE=1 SV=3 1.11 0.91 0.72
Ig lambda-like polipeptido 5 GN=IGLL5 PE=2 SV=2 0.52 0.87 0.30
12.09 12.96 9.93

Albumina GN=ALB PE=1 SV=2 4.61 6.19 5.55
Seritransferrina GN=TF PE=1 SV=3 0.77 1.36 0.97
Vitronectina GN=VTN PE=1 SV=1 2.60 1.55 1.79
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Estos resultados sugieren que la disminucion de la intensidad de bandas de las
proteinas de 0-100 kDa (figura 3.71) a los 30 minutos de incubacién es
producida por una disminucion en el contenido tanto de Apo C-II y Apo D, asi
como de las proteinas de unién C4-b, protrombina, vitronectina y vitamina K.
Por otro parte, el ligero aumento en la intensidad de las bandas que
corresponden a proteinas con un peso molecular entre 200-300 kDA (figura
3.71) con el tiempo de incubacidon se debe esencialmente a un aumento en el
contenido de Apo B. Como se muestra en la tabla 3.9 y figura 3.73, se
encontré que el contenido total de apoliproteinas es relevante (siendo Apo Al,
Apo C-II, Apo D, y Apo-E las mas abundantes) y que aumenta con el tiempo
de incubacién (RPA = 18 y 25 % para 1 y 60 min de incubacion
respectivamente). De la misma forma, el contenido de HSA también
incrementa ligeramente su contenido con el tiempo de incubacion. Por otra
parte, la RPA de la IgG y proteinas del complemento disminuye ligeramente en
funcion del tiempo de incubacidon, mientras que la RPA del fibrindgeno se
mantiene aproximadamente constante en el tiempo. Es notable que aunque el
fibrindgeno es una de las proteinas mas abundantes en el suero (10-27 mol/L),
su adsorcion se ve menos favorecida que la de otras proteinas presentes en
concentraciones significativamente menores. Un claro ejemplo es el caso de la
vitronectina, cuya concentracién en el suero humano es de aproximadamente
5.3 mmol/L y en el t = 1 min presenta mayor abundancia (~ 2.6 %) que

cualquier cadena de fibrindgeno (< 1.9 %).

De acuerdo a los resultados de nanoLC-MS/MS, el porcentaje de proteinas del
tipo de las dis-opsoninas tales como HSA y apoliproteinas aumenta con el
tiempo, mientras el de opsoninas, tales como las inmunoglobulinas y proteinas
complemento, disminuye. Este hallazgo puede ofrecer una serie de ventajas
para el disefio racional de nanovectores, a fin de incrementar su tiempo de
circulacion en la sangre diminuyendo su capacidad de eliminacién por parte del
sistema inmunoldgico, asi como mejorar la captacion celular a través de

interacciones especificas ligando-receptor.
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Dado que la formacidon de la corona de proteinas sobre las superficies de los
liposomas es inevitable, recientemente se ha planteado que la corona de
proteinas pueda ser explotada a fin de mejorar las propiedades de captacién
celular de cualquier tipo de nanovector. Esta idea se basa en utilizar las
proteinas del suero que se asocian a los nanovectores como ligandos que se
unen a receptores especificos en las células.®”®® Esta nueva estrategia requiere
trabajar en los siguientes aspectos: i) la determinacidn cuantitativa de la
composicion de la corona de proteinas, ii) la identificacidon de las proteinas con
mayor afinidad por las superficies de los liposomas con diferentes
composiciones o caracteristicas de superficie; iii) la comprension de qué
proteinas presentes en el suero son las que participan en el direccionamiento y
la eficiente liberacion de los nanovectores en las células. De esta forma, se
podrian utilizar nanovectores con una corona de proteinas que favoreciera la
endocitosis mediada por receptores, lo cual permitiria obtener mejores
resultados de transfeccion. Por ejemplo, una corona rica en apoliproteinas
puede afectar la interaccién de los nanovectores con las células, ya que las
apoliproteinas desempefian un papel clave en el metabolismo celular del
colesterol; de hecho, notese que las células presentan una gran cantidad de
receptores de apoliproteinas en sus superficies. De acuerdo a este hecho y a
diversos trabajos publicados, las apoliproteinas pueden favorecer la interaccion
de los liposomas a las células.®%®’° Las apoliproteinas se unen selectivamente
a receptores expresados en 6rganos y células. El receptor mas comun es el
receptor scavenger clase B tipo 1 (SR-BI), el cual se encarga de mediar la
transferencia bidireccional de lipidos entre las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y las proteinas de alta densidad (HDL).”*’? EI SR-BI se expresa
principalmente en el higado y glandulas andrégenas, pero también en cerebro,
intestino, y placenta, y en células tales como macréofagos y células

endoteliales.

De esta forma, nanovectores recubiertos con un porcentaje considerable de
apoliproteinas puede interaccionar con los receptores de lipoproteinas situados
en las membranas plasmaticas de las células de interés. Dado que el contenido

total de apoliproteinas en la corona formada en el complejo DC-Chol/DOPE-HP

214



Capitulo 3. Resultados

(Tabla 3.9) es significativo (17 - 25%), se ha realizado un estudio sobre la
forma en que la corona de proteinas interviene en el reconocimiento celular de
las células PC3 (células de cancer de préstata) que expresan altos niveles de
receptor SR-BI.”>’* Para ello, se llevaron a cabo experimentos de
internalizacién celular de los liposomas DC-Chol/DOPE en ausencia y presencia
de corona de proteinas (usando los complejos DC-Chol/DOPE-HP formados a 1
y 60 min de incubacién). Los resultados de internalizacién fueron analizados
mediante microscopia confocal y, como se detalla en la secciéon experimental,
se utilizd la sonda fluorescente NBD-DOPE para poder seguir la ubicacién de los

liposomas en la célula.

Los resultados de internalizacién celular de los liposomas DC-Chol/DOPE
(figura 3.74) indican que existen marcadas diferencias entre los liposomas que
no presentan corona de proteinas, y los que si la presentan. Como puede
observarse en las micrografias de la figura 3.74A, la fluorescencia proveniente
de los liposomas DC-Chol/DOPE marcados en ausencia de HP pone de
manifiesto que éstos se encuentran mayoritariamente en la superficie apical de
las células, aunque se observa cierta emision fluorescente en el citoplasma de
algunas células. Nétese que, en cualquier caso, nunca se ve fluorescencia en
los nucleos. Estas evidencias sugieren que los liposomas DC-Chol/DOPE se
fusionan mayoritariamente a la membrana plasmatica, mientras que sélo una
pequeiia proporcion de ellos entra a través de la via endocitica, ya que cuando
ocurre la endocitosis (explicada en la seccidn experimental) los liposomas
catidnicos son internalizados por las células provocando que las moléculas

fluorescentes se difundan y observen en el citoplasma.
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DC-Chol /DOPE DC-Chol-D

‘ Human Plasma

OPE/Corona

£

Figura 3.74. Imagenes de microscopia confocal de la captacion celular en la linea
celular PC3 de (A) liposomas DC-Chol/DOPE en ausencia de corona de proteinas; (B)
complejo DC-Chol/DOPE-HP formado en 1 min; y (C) complejo DC-Chol/DOPE-HP
formado en 60 min. La escala corresponde a 50 gyM. Una magnificaciéon de las areas
marcadas con las flechas blancas se presentan a la derecha de cada imagen (escala 10
HM).

En contraste, los complejos DC-Chol/DOPE-HP entran a la célula PC3 como
liposomas intactos (figura 3.74B y C). Estas micrografias indican que la
adsorcion de la corona de proteinas en la superficie del nanovector, induce una
alta actividad de internalizacion de los complejos. Sin embargo, estos
resultados son aparentemente contradictorios debido a dos factores: i) Los
complejos que presentan carga positiva como los liposomas cationicos mixtos
en ausencia de HP (+55 mV) deberian presentar mejores propiedades de
captacion celular en comparacion con los complejos cargados negativamente
como los obtenidos después de ser incubados con el HP (-14 mV); ii) La
pérdida de especificidad de los complejos causada por la adsorcion de
proteinas podria provocar que los liposomas fueran reconocidos por el sistema
inmune, provocando su rapida degradacién.”>’® Por ello, se esperaba que el
potencial negativo de los complejos NP-HP dieran como resultado una directa
reduccion de la interaccién del nanovector con la membrana plasmatica y
posiblemente una inhibicidn en la captacién celular. Particularmente y, en
oposicion a esta suposicién, como se observa en la figura 3.74, los niveles de

captacion celular de los complejos DC-Chol/DOPE-HP en las lineas celulares
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PC3 han mejorado respecto a los liposomas DC-Chol/DOPE, es decir en
ausencia de corona de proteinas. Sin embargo, no se puede distinguir si: i) la
corona de proteinas se une a otros receptores a parte de los SR-BI o ii) la
corona de proteinas en su conjunto puede alterar algunos factores de
complejos (por ejemplo el tamano) regulando sus interacciones con la célula
(figura 3.69b). No obstante, dada la gran abundancia de apoliproteinas que
conforman la corona de proteinas del complejo DC-Chol/DOPE-HP, y su gran
captacion celular en células que presentan el receptor SR-BI, lo mas probable
es que la unién de los complejos a las células, esté favorecido por la existencia

de interacciones especificas corona-receptor.

De los experimentos de microscopia confocal se desprenden las siguientes
conclusiones: i) en ausencia de la corona de proteinas, los liposomas quedan
fusionados principalmente en la membrana plasmatica permaneciendo asi
incluso después de haber sido internalizados; ii) cuando los liposomas
presentan una corona de proteinas, son captados como vesiculas intactas v iii)
la captacion celular parece ser independiente del tiempo de incubacion de los

liposomas con el suero humano.

Una de las cuestiones aun por responder es si la capa de proteinas en la
superficie del liposoma media la unién a las células a través de un mecanismo
activo especifico, o a través de interacciones no especificas con la superficie
celular, comportandose como un simple recubrimiento. A fin de responder esta
pregunta, nuestra estrategia fue encontrar una correlacién entre el RPA de las
apoliproteinas y el nivel de captaciéon celular en las células PC3 usando la
técnica de citometria de flujo. Para este fin, se ha utilizado el complejo DC-
Chol/HP como referencia (liposoma catiénico en ausencia de DOPE), ya que
exhiben propiedades como tamano, potencial zeta y composicidon de la corona
de proteinas practicamente iguales que los complejos DC-Chol/DOPE-HP, pero
con un constante nivel bajo de apoliproteinas (RPA < 8%). Los resultados
muestran que el nivel de captacion celular en las células PC3 es mayor para los
complejos DC-Chol/DOPE-HP, en comparacion con los complejos DC-Chol-HP

(figura 3.75 a y b). Ademas la intensidad media de fluorescencia (figura 3.75b)
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del complejo DC-Chol/DOPE-HP mostré un incremento de aproximadamente un
44 % en la intensidad con respecto al complejo DC-Chol-HP. Esta evidencia
confirma que la internalizacién de los complejos DC-Chol/DOPE-HP esta
mediada esencialmente por la corona de proteinas compuesta principalmente

por Apoliproteinas.

500

Control
a) 50 b) -
4001 DC-Chol/HP
DC-Chol-DOPE/HP
300 =
g —
3 LL
o ]
200+ S 25
100
0 1 2 B 4 0 T T T
10 10 10 10 10 Control DC-Chol/HP DC-Chol-DOPE/HP

FL1Log

Figura 3.75. a) Numero de cuentas de citometria de flujo para la captacién celular PC3
de los complejos DC-Chol-HP y DC-Chol/DOPE-HP en la linea celular PC3; b) Intensidad
de fluorescencia media en cada sistema. Control se refieres a las células sin tratar.

Los resultados indican que, en efecto, la capacidad de internalizacién de un
nanovector puede ser modificada por la corona de proteinas que se forma en
su superficie cuando entra en un medio fisioldgico. Ello pone de manifiesto que
la corona de proteinas puede y debe ser explotada adecuadamente a fin de

conseguir mejores eficiencias de transfeccidon en los vectores no virales.
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Relevant aspects and Conclusions

The promise of gene therapy for future medical applications is reflected in the
large amount of research in this field. Cationic lipids (CLs) are common non
viral gene vectors used to compact and introduce nucleic acids into the
mammalian cell in order to express specific proteins. Although CLs are less
effective transfecting DNA than viral vectors, they have biocompatibility
characteristics that make them the preferred option for gene delivery.
Therefore, efforts have been focused on the improvement of their transfection
efficiency. Regarding this improvement, it is important to understand the
different complex steps involved in the transfection process. During the
development of this PhD thesis, several potential non-viral vectors formed
from different lipidic building blocks have been characterized from the
biophysical and biochemical perspectives to improve our understanding of the
transfection process. Morphological and structural properties of supramolecular
nanoaggregates formed between the lipidic vectors and DNA have been
characterized with the objective of finding an adequate relationship between
lipoplex structure and biological activity. This ultimately allows finding and
designing better candidate compounds to improve the transfection efficiency

and reduce cytotoxicity of non-viral gene delivery systems.

Biophysical and biochemical studies of lipoplexes Cg(LL)>/DOPE-ctDNA and
Cs(LL),/DOPE-pDNA. It has been found that mixed liposomes consisting of
Ce(LL)> (a chiral lysine based gemini cationic lipid) and the helper lipid DOPE
properly condense and compact both plasmid DNA pEGFP-C3 (pDNA), or linear
double-stranded calf thymus DNA (ctDNA). Furthermore, liposome and lipoplex
compositions seem to be key factors in the properties and structure of the
resulting lipoplexes. The electrochemical study has confirmed our previous
results: when plasmid DNA is compacted, it retains a significant number of Na*

counterions in its vicinity. This evidence contrasts with what is usually found
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for linear DNA, and results in a lower effective negative charge (d,na = -0.56

per bp) than ctDNA (0d.ona = 2 per bp). This finding is potentially significant for

both in vitro and in vivo transfection studies because, for a DNA transfection
process to be effective, CL is needed, and the smaller the amount of the CL the
lower the cytotoxicity. TEM experiments, both cryo-TEM and NS-TEM, have
revealed a complex scenario of multilamellar nano-aggregates, from ribbon-
type (RB, typically present for chiral lipids) to cluster-type structures (CT,
usually found in cationic lipid/DOPE systems). It has been found that the
composition of the mixed liposome, a, plays a key role in the final morphology
of the lipoplex. Twisted ribbons, coiled ribbons, and nanotubes, together with
cluster-type lipoplex structures, are found at low o values, while only the
ribbon-type structures are present at higher o values. SAXS diffractograms
have confirmed the existence of these two types of multilamellar structures
through a deconvolution process of the first peak of diffractograms into two
overlapping bands, that yield interlamellar separation values of around 6.3 and
5.4 nm for cluster-type and ribbon-type structures, respectively. The
theoretical complexation model, working with the renormalized charges of
liposomes, plasmid DNA, linear DNA and lipoplexes, indicates that when the
surface charge of a liposome is large enough, an increase in the
cationic/zwitterionic lipid ratio does not imply an enhancement in the DNA
complexation, which confirms the crucial role played by the zwitterionic helper
lipid. The analysis of the electrochemical behaviour of lipoplexes containing
linear DNA and/or supercoiled pDNA, based on the theoretical model, indicates
that, although the effective charge of plasmid DNA is smaller than that of
linear DNA, the former enhances the complexation process, which has been
attributed to the dissimilar geometry of both DNAs (a “tennis ball”
conformation for linear DNA lipoplexes, or a more dense structure for plasmid
DNA lipoplexes). Regarding the final biochemical characteristics of the
Ce(LL),/DOPE-pDNA nanoaggregates, despite these lipoplexes have good cell
viability levels, they has not shown any significant level of transfection. This
may suggest that liposomes that promote the formation of ribbon-type

structures are not adequate DNA vectors for gene therapy.
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Biophysical and biochemical studies of lipoplexes formed by GCL with oligo-
oxiethylene spacer, DOPE and either ctDNA and pDNA. The biophysical and
biological experiments have confirmed that lipoplex nano-aggregates of DOPE
and a gemini cationic lipid (GCL) with two ammonium head groups separated
by a polyoxyethylene spacer ((CisAm),(C,0),/DOPE) compact and transfect
pEGFP-C3 plasmid DNA efficiently. The spacer length between the two head
groups, the mixed lipid compositions, and the lipoplex effective charge ratio
hold the key that determines the properties, structure, and transfection

efficiency of the resulting nano-aggregates. The three gemini lipids
(C16AmM)2(C0), with n = 1, 2 or 3 have a lower effective charge q;. = (1.75 +
0.05) than its nominal one (+2), while pDNA is compacted yielding only a 10-
30% effective negative charge (d,ona ) than that of the linear DNA (-2 per bp).

Cryo-TEM micrographs have shown two types of lamellar packing (cluster-type
CT, and fingerprint-type FP). The cluster-type are observed at low o = 0.2;
both, cluster and fingerprint type, coexist at a = 0.5; and only the fingerprint-
type is present at high o = 0.7. SAXS diffractograms of the
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes reveal the presence of three lamellar
structures, two of them coexisting at low and high GCL compositions, a. At all
the lipid compositions, a lamellar structure, L, main, iS present. At the DOPE rich
region (o = 0.2 and 0.4), a second structure, L, pore rich, COeEXists with the L,
main- At higher GCL compositions (o = 0.7), a third structure (L., cv ricn),
coexisting with the L,, main, is found. The optimized transfection efficiency of
pDNA was higher for lipoplexes containing GCLs with longer (n = 3) or shorter
(n = 1) polyoxyethylene spacer, at high GCL composition (o« = 0.7) and low
charge ratio (per = 2) in all cancer cell lines studied. Their transfection
efficiency was much better than both Lipo2000* and lipoplexes with GCLs of
the 1,2-bis(hexadecyl dimethyl ammnoniun) alkane series, previously reported
by our group. As a cause of the improvement, we hypothesized that, (a) the
coexistence of two lamellar structures at high GCL composition synergizes the
TE of these lipidic vectors, (b) the orientation of polyoxyethylene region in
(C16Am),(C,0)3s/DOPE may occurs in such a way that distance between two

cationic heads becomes lesser than that in (C;6Am),(C,0),/DOPE, which is poor

225



Relevant aspects and conclusions

in terms of TE, and (c) the synergistic interactions between serum proteins and
(C16Am),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes containing a polyoxyethylene spacer
improve TE, especially at high GCL content. Finally, lipoplexes have shown
very low levels of toxicity in vitro, confirming them as improved vectors for

pDNA, and, in turn, potentially adequate for gene therapy studies in vivo.

On the other hand, the mixed liposome nano-aggregates of DOPE and GCLs
with two cationic imidazolium groups separated by an oligo-oxyethylene spacer
(C16Im),(C50),/DOPE with n = 1, 2 or 3, compact and transfect pEGFP-C3
plasmid DNA significantly. The GCL composition and the lipoplex effective
charge ratio (pesr) are shown to be important factors that determine their

properties, structure, and transfection efficiency. The three GCLs yield a lower
effective charge (d,. = 1.8) than its nominal one (2 per bp), while pDNA is
compacted yielding an effective negative charge which is only 25% of its
nominal one (Ad,ona = -0.5 per bp). SAXS studies have revealed the presence of

two lamellar structures, one (L, main) in the whole GCL composition range, and
another one (L, pore rich) that coexists with the previous one at low GCL
composition (o = 0.2). The cryo-TEM analysis for the three
(C16Im)2(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes have shown a multilamellar pattern
consisting of series of cationic lipidic bilayers with pDNA sandwiched between
them, with two types of lamellar packing: CT-type and a FP-type, both with
similar interlamellar spacing. These evidences are consistent with the L, main
structure revealed by SAXS. Only CT-type is observed at low a = 0.2, while the
FP-type is present at moderate to high (e« = 0.5) values. However, in the
(C16Im)2(C,0),/DOPE-pDNA lipoplex at o = 0.5, both lamellar patterns coexist.
The in vitro transfection studies and cytotoxicity analysis revealed that the
three lipoplex nano-aggregates reported in this section ((Ci6Im),(C,0),/DOPE-
pDNA with n = 1, 2 or 3) are efficient gene transfection vectors, even better
than the standard Lipo2000*, and superior than (C;sAm),(C,0), series and
others previously studied containing other cationic head groups or spacers. The
optimum formulations for all the four cell lines tested are those with lower GCL

composition (o = 0.2), and at low effective charge ratio pes = 2.0. Additionally,
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the length of the spacer in the GCL seems to have lesser importance in the
present case than in previous studies, although the (Ci6Im),(C,0),/DOPE-pDNA
lipoplex with n = 1 or 3 shows slightly higher GFP expression than the
formulation with n = 2. These features for the optimized formulations, have
been attributed to the combination of several factors, as follows: (a) the
fusogenic character of DOPE, which is predominant at o = 0.2, (b) the higher
fluidity of the lipoplexes at a = 0.2 and at physiological temperature, (c) the
coexistence of two lamellar structures at o = 0.2 that synergizes the TE of
these lipidic vectors, and (d) the higher biocompatibility of the GCLs reported
in this work due the presence of both, two imidazolium cationic groups
together with an oligo-oxyethylene spacer of short-to-medium length. In any
case, all the optimum formulations reported here are highly efficient with
negligible levels of toxicity, and thus, they may be considered promising gene

transfection vectors for further biological applications.

Characterization of lipoplexes formed by anionic lipids (DOPG or DOPS), DOPE,
divalent cation Ca®", and pDNA. Several general conclusions can be drawn
regarding lipofection using AL vectors for plasmid DNA, in the presence of
Ca®*, from both the physicochemical and biochemical results reported in this
section. DOPG/DOPE and DOPS/DOPE anionic liposomes are able to compact
pDNA by means of Ca®*-bridges. This compaction is fulfiled at a Ca**
concentration ~ 15-20 mM, as confirmed by both zeta potential and agarose
gel electrophoresis. Zeta potential profiles are quite different from those of CL
based lipoplexes, characterized by a typical sigmoidal fit. In the present case,
lipoplexes are never positively charged, the net charge of the complex being
around zero when pDNA is totally compacted. An excess of Ca** remains in the
bulk and does not contribute to zeta potential of the nanoaggregates. From a
structural view-point, when pDNA is compacted, it is allocated together with
the divalent cations inside the inverted micellar cylinders that characterize the
HS phases found in both DOPG/DOPE-Ca**-pDNA and DOPS/DOPE-Ca**-pDNA

lipoplexes. In addition, a lamellar L, phase, without pDNA sandwiched in
between the lipidic lamellae, has been also found in the DOPS/DOPE-Ca**-
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pDNA lipoplex. It is remarkable that this phase does not have an analogue in
the CL based lipoplexes. The Ca®* mediated lipoplexes reported in this work
show low-to-moderate transfection levels combined with moderate-to-high cell
viability, comparable with those of the control Lipofectamine2000", which is a
cationic lipid standard formulation. However, none of the AL-Ca’*-pDNA
lipoplexes studied in this work improve the output of recently synthesized CLs
gen vectors, specially considering that the Ca®' concentrations at which AL
based vectors yields best performances are significantly higher than in vivo
cellular levels. It may indicate that, lipofection via anionic lipids and divalent
cations as mediators, still needs to enhance transfection levels to be
considered as a plausible general alternative to lipofection through improved

CLs based lipoplexes.

Characterization of lipoplexes formed by anionic lipids DOPG, DOPE,
multivalent cation P*°*, and pDNA. The ¢ potential studies of DOPG/DOPE-P*°*-
pDNA lipoplexes shows a typical sigmoidal profile, as that usually found for
lipoplexes formed by CLs. It means that at a certain [P!°*], the negative
charge of lipoplexes is inverted. Accordingly, it can be concluded that
multivalent cationic entities P!°* are better that Ca?* as mediators, because
they allow reaching positive lipoplexes. Gel electrophoresis results are in good
agreement with ¢ potential, indicating that pDNA is efficiently compacted by
DOPG/DOPE lipoplexes with P!°* cations acting as effective bridges, at
concentration = 15-30 uM. SAXS difractograms and cryo-TEM micrographs of
DOPG/DOPE-P'°*-pDNA lipoplexes show two kinds of structures depending on

AL composition: H; at a = 0.2 and L, structure at o = 0.5. The micrographs

also reveal that lipoplexes at o = 0.5 are organized in CT-type
nanoaggregates, with an aggregation pattern completely different than that
one found in the absence of pDNA, confirming that pDNA is compacted
between DOPG/DOPE-P!°* multilayers. However, transfection efficiency values
were not significant in HEK293T cell lines. On the other hand, the lipoplexes
present cell viability values similar to those of the positive control Lipo2000*.
Accordingly, it can be concluded that DOPG/DOPE-P!°*-pDNA lipoplexes show
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very interesting biophysical results; however, these results do not seem to be

correlated with an appreciable performance on transfection.

Characterization of lipoplexes formed by calixarene cationic lipid, DOPE, and
either ctDNA or pDNA. The characterization of TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes
confirm that the CxCL is able to compact and transfect pEGFP-C3 plasmid
efficiently. The ¢ potential study of TMAC4/DOPE-ctDNA shows that TMAC4 has

100% of its nominal charge available (q;. = 4), while pDNA for TMAC4/DOPE-

pDNA lipoplexes presents an effective negative charge that is only 10 % of its
nominal one, all this data being confirmed by gel electrophoresis experiments.
PALS studies indicate the presence of three populations of nanoagregates for
TMAC4/DOPE lipid mixtures without pDNA, with size around ~100 nm, ~ 20 nm
and ~ 6 nm, compatible with liposomes, oblate micelles, and spherical micelles,
respectively. The presence of liposomes and oblate micelles was confirmed by
cryo-TEM studies, as well. SAXS difractograms show that TMAC4/DOPE-pDNA
lipoplexes are organized in lamellar structures at all CxCL compositions. Cryo-
TEM micrographs show two types of multilamellar nanoagreggates (CT-type
and FP-type). At low CxCL compositions (o = 0.2), the coexistence of both
nanostrucutures is observed, while at the intermediate composition (o = 0.5),
only CT-type nanoagreggates are found. The best transfection efficienty of
pDNA has been obtained for lipoplexes formed at low CxCL compositions (a =
0.2) and pesr = 20. Probably, the coexistence of two lamellar phases is the
responsible of this better TE performance at low a, as also found in other GCL
based lipoplexes. TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes show good percentage of cell
viability at the optimized transfection conditions. Nonetheless, the transfection
efficiencies of TMAC4/DOPE-pDNA lipoplexes is lower than that of the control
Lipo2000* and also lower than those of some of the GCL formulations studied
in the thesis. However, the fact that some transfection capacity has been
observed and also the promising cell viabilities measured for TMAC4/DOPE-
pDNA lipoplexes open the way for improvement of this new kind of non-viral

gene vectors involving macrocyclic policationic lipid based molecules.
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Time evolution of DC-Chol/DOPE-protein corona in human plasma. Finally, in
this thesis it has been undertaken a first insight to the emerging idea that the
protein corona formed around gene vectors in contact with biological fluids
may be linked to its biological impacts and properties. For this reason, the time
evolution of nanovectors—protein corona in human plasma, together with its
resulting effects on the targeting of nanovectors to overexpressed receptors in
cancer cells have been investigated. Upon interaction with human plasma,
positively charged lipid nanoaggregates with a lipid envelope made of DC-Chol
and DOPE are covered by a protein corona resulting in negatively charged
aggregates. Identification and quantification of human plasma proteins
associated with the protein corona has allowed us to demonstrate that the
nanovectors—protein corona around DC-Chol-DOPE liposomes is extremely
rich in apolipoproteins that are major ligands for the lipoproteins cell receptors.
These results suggest that, in the presence of the protein corona,
apolipoproteins direct a receptor-mediated uptake of DC-Chol-DOPE liposomes
into PC3 prostate carcinoma target cells expressing high levels of the SR-BI
receptor. In addition, the relative abundance of opsonin proteins (e.g.,
immunoglobulins and complement proteins) decreases with time, while that of
typical dysopsonins, such as serum albumin, is found to increase. The specific
role played by other biologically relevant proteins, such as intrinsically
disordered proteins, ferritin, fibrinogen, and amyloidogenic proteins, etc. is not
clear so far. This aspect of nanovectors research needs further investigation to
predict the actual biological identity of nanovector—protein complex as far as
the protein layer is built up. These results set the basis for a rational

exploitation of the protein corona formation for targeted drug/gene delivery.

In summary, the present thesis is focused on the rational biophysical and
biochemical characterization of a wide variety of lipid formulations in order to
find improved non-viral gene vectors. The selection of the studied lipidic
vectors was based on their expected capacity for compacting pDNA by
electrostatic interactions, and their expected biocompatibility, based on the
introduction of “bio friendly groups” such: gemini lipids lysine derived, gemini

lipids with oligo-oxiethylene groups, anionic lipids and macrocyclic policationic
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lipids. The combined information resulting from this thesis allows us to find
important correlations between biophysical aspects and biochemical results.
Electrochemical characterizations identify the available charge of pDNA,
allowing to perform subsequent studies at effective molar charge ratios and to
rationally optimize the amount of gene cationic vectors used to compact the
pDNA. This resulted in a subsequent improvement of cell viabilities. The
structural studies by cryo-TEM and SAXS let us understand that the
transfection efficiency is improved by the coexistence of different structures
(such as two different lamellar structures). Similarly, it seems that, in general,
CT-type nanoaggregates structures are better than FP-type ones, and that RB-
type nanoaggregates are not able to transfect cells. In general, biochemical
studies reveal that the presence of DOPE improves the transfection capacities
of gene vectors, in agreement with previous literature. In addition, they show
that GCL based on imidazolium head groups and oxyethylene spacers are the
best gene vectors studied. This family of compounds result in significantly
higher TE than that of control Lipo2000*. This is true even for several cancer
cell lines that are historically difficult to transfect. Finally, advance biochemical
studies shows that protein corona has significant impacts on the cellular uptake
of nanoaggregates and the transfection process. These results suggest that it
should be taken into account as a consistent research line in which
understanding of main processes and drivers may result in significant
improvements in gene delivery efforts. Therefore, this PhD thesis can be
understood as a compendium of systematic analysis of several relevant non-
viral gene vector families which provide significant information in support of

future rational strategies for gene therapy development.
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Conclusions

In the present thesis, a complete physicochemical and biochemical
characterization of a new generation of non-viral gene vectors has been
performed. The work undertaken has allowed establishing empirical
correlations among electrochemical and structural properties, and the resulting

transfection capacities of the different non-viral gene vectors.
The following specific conclusions can be remarked:

1. The electrochemical studies allow finding the optimized formulations of
the non-viral vectors at which they are able to compact efficiently pDNA.
In all the cases, pDNA presents a much lower effective negative charge,

only 10 - 25 % of its nominal one (-2 per bp).

2. These results confirm that it is absolutely necessary to work with
effective charges of both the vector and the plasmid, and, accordingly,
with effective charge ratios, which can be determined from the
physicochemical experiments, and not directly with nominal ones as

normally appears in the literature.

3. Structural and morphological studies of the different non-viral vectors
has revealed a rich scenario of nanoagregate types, ranging from
ribbon-type (RB) structures of chiral lipids (such lysine derived), to the
typical cluster-type (CT) and fingerprint-type (FP) structures usually
reported for CL-formed lipoplexes. These structures are formed by the
supramolecular self-organization of lipids and pDNA in lamellar or
inverted hexagonal lyotropic liquid crystal phases depending on the

system and/or DOPE content.

4. It is remarkable that in some cases a coexistence of phases has been
found, and that the resulting demixing phases are linked to empirical

improvement of transfection levels.

5. Among the studied non-viral vectors, it can be concluded that gemini
cationic lipids are the best ones in terms of transfection efficiency and

cell viability. Among them, the imidazolium heads and oxyethylene
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spacers has revealed as a quite adequate structural combination in what
regards to the biological outcomes of the lipidic vector. The helper lipid
DOPE, of known fusogenic character, also plays a key role in the

resulting transfection capacity of the studied gene vectors.

. The introduction of “bio-friendly” groups in the lipidic molecules of GCLs,
such as oligo-oxyethylene spacers, has demonstrated to improve the
performances of the non-viral gene vectors, increasing both transfection

efficiency levels and cell viability values for several cancer cell lines.

. The lipofection via anionic lipids with divalent or polivalent cations as
mediators, still needs to enhance transfection levels to be considered as
a plausible general alternative to lipofection through improved CLs based
lipoplexes, specially considering the high amount of Ca®" required to

transfect cells.

. The use of non-viral gene vectors involving macrocyclic policationic lipid
based molecules may be considered as a new transfection methodology
using preorganized scaffolds as a promising biomimetic alternative for
gene vectors design. This is because of their interesting properties, such
as their facial amphiphilicity, and their capacity to incorporate a variety
of functional elements. However, transfection efficiencies of lipoplexes
consisting on a calixarene based policationic lipidic vector, studied in this
thesis, is lower than that of the universal control Lipo2000* and the
GCLs. Accordingly, this interesting and promising new way of lipofection

needs further improvement.

. A first insight in the nanovectors-biological fluid complex interactions
and the protein corona formation has been performed by applying
physicochemical, biological and last-generation instrumental techniques
(such as nanoCL-MS/MS). A complete picture of nanovectors-biological
fluid interaction has been drawn depending on different external
parameters. The presence of serum and the incubation time of the

vector with the biological fluids were found to be critical parameters
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which modified the composition of the formed protein corona and the

final transfection efficiencies of DC-Chol/DOPE liposomes.

10. These results point to the study of protein corona of non-viral gene
vectors and its dynamic evolution as a promising research line in which
understanding of main processes and drivers may result in a rational
exploitation of the protein corona formation for targeted gene delivery,
and, in turn, in significant improvements in cell transfection in vitro and,

finally, in vivo.
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Anexo 1

5.1 Materiales

GelRed. El GelRed se utiliza para analizar las interacciones entre el DNA y los
liposomas mixtos por medio de ensayos de intercalaciéon tanto por espectroscopia
de fluorescencia como por electroforesis en gel de agarosa. La sonda fue

suministrada por Biotium.

1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH). Suministrada por Sigma-Aldrich Inc. (EE.UU.)
con una pureza superior al 97,5 %. Con esta sonda se puede obtener informacion
acerca de la viscosidad y fluidez de la membrana lipidica, del empaquetamiento
de las cadenas hidrocarbonadas en la parte mas interna de la bicapa, y de su

temperatura de transicion gel-fluido (Tn).

Azul de comassi G-350. ElI azul de comassi es un derivado del
trimetilfenilmetano. Este colorante se usa en bioquimica principalmente para el
analisis y determinacion de proteinas tanto en la tinciéon de geles de acrilamida

como en el ensayo de bradford.

1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina - 7 Nitrobenzofurazan. (NBD-
DOPE). Este |lipido etiquetado con el compuesto fluorescente 7-

nitrobenzofurazan fue adquirido en Sigma Aldrich.

Cloroformo y etanol. Utilizado como disolvente de los lipidos. Posee una

pureza superior al 99,8% y procede de Sigma-Aldrich, Inc. (EE.UU.).

Agua desionizada. Todas las disoluciones se han preparado con agua destilada
y desionizada haciendo uso de un sistema Super-Q Millipore (conductividad

inferior a 18 puS-cm™).
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Acido 4-(2-hidroxietil)-piperacina-1-etanosulfénico (HEPES-H) (pK.,=7.66) y 4-
(2-hidroxietil)-piperacina-1-etanosulfonato sodico (HEPES-Na). Se han
utilizado para preparar las disoluciones reguladoras a pH=7.4 con el fin de
mantener los lipidos zwitteridénicos con carga neta nula. Los dos reactivos con
purezas minimas de 99,5% y 99,0%, respectivamente, fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich Inc. (EE.UU.).

Cloruro calcico dihidratado (CaCl,-2H,0). En adelante CaCl,, ha sido
suministrado por Sigma-Aldrich Inc. (EE.UU.), con una pureza superior al
99,5%. Se ha utilizado junto con los liposomas anidénicos mixtos como puente

entre las cargas negativas de los liposomas y las cargas negativas del DNA.

DTT Sirve para abrir los enlaces s-s en la desnaturalizacion de proteinas y el
iodo acetamida elimina los enlaces s-s para facilitar su desnaturalizacion.

Ambos compuestos han sido suministrados por promega.

DMEM (Dulbecco”s Modified Eagle Medium). Es un medio de cultivo celular que
permite mantener diferentes tipos de lineas celulares. Contiene una variedad de
elementos como son aminoacidos, sales, glucosa y vitaminas. (Sigma Ref.
D6546)

FBS (Suero Fetal bovino). EIl suero es la fracciéon de la sangre que no contiene
globulos rojos y que se obtiene después de la centrifugaciéon de la sangre
coagulada. El FBS es el principal sustituto de suero en el cultivo in vitro de células
eucariotas. Contiene una gran cantidad de factores de crecimiento como

proteinas. (Sigma Ref F7524)
5.2 Disoluciones

HEPES pH=7.4 10mM. Para prepara 500 mL de dicha disolucién se pesa 0.0026
mol del componente acido (HEPES-H) y 0.0023 mol del componente basico (HEPES-Na).

HEPES pH=7.4 40mM. Para preparar 500 mL de dicha disolucion se pesa
0.0103mol del componente acido (HEPES-H) y 0.0096mol del componente basico
(HEPES-Na).
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Tris-Acetato-EDTA 50X (TAE 50X): Para prepara un 1 L de disolucién, disolver en
600 mL de agua destilada 242 g de Tris Base (M = 121 g/mol), 57.1 mL de acido
acético glacial y 100 mL de EDTA 0.5 M (pH = 8.0), aforar a 1 L con agua

destilada.

Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE 1X) (Tris 40 mM, acido acetico 20 mM y EDTA 1 mM).
Se ha utilizado como disolucién reguladora a pH 7.6, para usar como medio de
preparacion de geles de agarosa y como disolucion en el proceso de
electroforesis. Esta disolucién se prepara por dilucion a partir de la disolucion TAE
50X.

PBS (disolucion reguladora de fosfatos). Para preparar 1 L de disolucién, pesar

81.8 g de NaCl, 20.1 g de KCI, 14.2 g Na,HPO, y 2.45 KH,PO,. pH = 8.0.

Running buffer. Para prepara 1 L de disolucion, pesar 3 g de Tris, 14.4 g de
Glicerinay 1 g de SDS y disolver en agua destilada.

Solucién fijadora. Esta disolucién se prepara con 10 % de acido acético. Para 1 L

de disolucién se afiade 100 mL de &cido acético y 900 mL de agua destilada.

Disolucién reguladora de carga (loading buffer, LB 10X) para geles de agarosa.
Esta disolucién se prepara con 50 % de glicerol, 0.25% de azul de bromofenol
y 0.25% de Xileno cianol en agua miliQ. Se usa para hacer las muestras de
lipoplejos mas densas para lograr que se hunda en el fondo del pocillo al
momento de cargarlas en el gel, por otra parte permite evaluar de forma

rapida la velocidad con la que se esta ejecutando el gel.

Disoluciéon reguladora de carga (loading buffer, LB 2X) para geles de
poliacrilamida. Para prepara esta disolucion se usa 2.5 mL de una disolucion
de TAE-HCI 0.5 M (pH=6.8), 4 mL de Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%o,
2.3 mL de glicerol, 0.5 mL de Beta-mercaptoetanol y 0.1 mL de azul de
bromofenol, se mezcla todo perfectamente y se lleva a un volumen final de 10

mL con agua miliQ.
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UREA 8 mM para la desnaturalizacion de proteinas. Disolver 1.37 g en
(NH4)2HCO3; (50mM).

Disolucién reguladora de carga (loading buffer, LB 1X) para geles de
poliacrilamida. Esta disolucidon se prepara a partir de la disolucién reguladora

de carga 2X.
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Figura Al. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos Cg(LL)>/DOPE-pDNA a diferentes
a (a = 0.20, 0.25, 0.30, 0.40, 0.50 6 0.80) y relaciénes molares de carga efectiva (pes =
3.6, 5.3, 8.9 6 10.7). Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Tabla Al y A2. Valores de (igo, dico, dponaY dpona de las diferentes fases lamelares encontradas para los lipoplejos
(C16AM),(C,0),/DOPE-pDNA (Tabla A1) y (C16AmM),(C,0),/DOPE-pDNA (Tabla A2) a diferentes composiciones de GCL (a) en la
mezcla de lipidos y a diferentes relaciones de carga efectiva (pesr)-

Tabla Al. (C;6Am),(C,0)/DOPE-pDNA Tabla A2. (C1Am),(C,0),/DOPE-pDNA
o o
out 0.2 0.4 0.5 0.7 put 0.2 0.4 0.5 0.7
Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lq L, Lq L, L Lq
ricaen DOPE | principal | ricaen DOPE | principal | principal | principal | ricaen GCL ricaen DOPE principal principal principal principal ricaen GCL
Q100 076 | 094 | 075 1.01 | 1.03 | 1.05 | 1.15 G100 0.74 093 | 101 | 1.05 | 1.11 1.16
15| %o 8.27 6.68 8.38 6.22 | 6.10 | 598 | 5.46 15 digo 8.49 6.76 6.22 | 598 | 5.66 5.42
OoDNA 1.3 1.4 15 | 1.7 ' JoonA 1.3 1.4 15 1.7
doona 4.9 47 | 43 | 38 doona 4.8 4.5 4.0 3.7
Q100 075 | 094 | 075 101 | 1.04 | 105 | 116 Q100 0.73 094 | 102 | 105 | 1.11 1.16
2 0 |00 8.38 6.68 8.38 622 | 6.04 | 598 | 542 20 0100 8.61 6.68 6.16 | 598 | 5.66 5.42
JooNA 1.3 1.4 15 | 1.7 Joona 1.3 1.4 1.6 1.7
doona 49 47 43 | 38 doona 4.7 45 4.0 3.7
Q100 0.76 0.94 0.75 101 | 1.04 | 1.05 | 1.15 Q100 0.74 0.94 1.01 1.05 1.09 1.16
o5 |G 8.27 6.68 8.38 6.22 | 6.04 | 598 | 546 25 0100 8.49 6.68 6.22 | 598 | 576 5.42
JoDNA 1.3 1.4 15 | 1.7 ' Upona 1.3 1.4 1.6 1.7
doona 4.9 47 | 43 | 38 doona 47 4.5 4.0 3.7
Q100 0.75 0.94 0.75 101 | 1.04 | 1.05 | 1.15 0100 0.72 0.94 1 1.06 1.11 1.16
3.0 |0 8.38 6.68 8.38 622 | 604 | 598 | 546 3.0 0100 8.73 6.68 6.28 | 593 | 5.66 5.42
OoDNA 1.3 1.4 15 | 1.7 ' Upona 1.3 1.4 16 1.7
doona 4.9 4.7 43 | 38 doona 4.7 45 4.0 3.7
Q100 0.73 0.94 0.73 101 | 1.04 | 1.06 | 1.16 Q100 0.72 0.94 1.01 1.06 1.1 1.16
5.0 |0 8.61 6.68 8.61 622 | 604 | 593 | 542 50 0100 8.73 6.68 622 | 593 | 571 5.42
OoDNA 1.3 1.4 15 | 1.7 ' Upona 1.3 1.4 16 1.7
doona 49 47 | 43 | 38 doona 4.7 45 4.0 3.7
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Tabla A3 y A4. Valores de (igo, dico, dponaY dpona de las diferentes fases lamelares encontradas para los lipoplejos
(C16AM),(C,0)3/DOPE-pDNA (Tabla A3) y (Ci61m),(C,0)/DOPE-pDNA (Tabla A4)a diferentes composiciones de GCL (a) en la
mezcla de lipidos y a diferentes relaciones de carga efectiva (pesr)-

Tabla A3. (C;sAm),(C,0):/DOPE-pDNA Tabla A4. (C151m),(C,0)/DOPE-pDNA
a o
Pt 0.2 0.4 0.5 0.7 0.2 0.4 0.5 0.7
Ly Lo Lo Lo Lo Lo Lq L, Ly L, Lo
rica en DOPE principal principal principal principal ricaen GCL Peft rica en DOPE principal principal principal principal
100 0.86 0.94 1.01 1.04 1.06 1.16 Qo 0.79 0.92 0.96 0.96 0.95
15— Gioo 731 6'731 6'235 6.06 | 594 | 542 dioy | 7.95 6.83 6.54 6.54 6.61
CobnA 1 1. 1.4 1.7 OoDNA 13 13 14 14
LA 4.9 4.7 4.4 3.7 15| d 4.8 4.7 4.6 4.6
Q100 0.85 0.94 1.01 1.03 1.05 1.16 : BDNA : ' : :
20 |10 7.37 6.71 6.24 6.08 5.97 5.42 100 0.79 0.92 0.97 0.97 0.95
' JoDNA 1.3 1.4 1.4 1.7 d100 7.95 6.83 6.48 6.48 6.61
doona 4.9 4.7 4.4 3.7 OpDNA 1.3 1.4 1.4 1.4
100 0.87 0.93 1.01 1.04 1.05 1.16 2 | dopna 4.7 4.7 4.6 4.5
25| 1o 7.25 6.74 6.23 6.03 6.00 5.42 Q100 0.79 0.92 0.97 0.96 0.95
' OoDNA 1.3 1.4 1.4 1.7 d100 7.95 6.83 6.48 6.54 6.61
doona 4.9 4.7 4.4 3.7 Joona 1.3 1.4 1.4 1.4
G100 0.87 0.93 1.01 1.04 1.05 1.16 25| dyona 48 47 16 16
3.0 Gio 7.24 61.734 61.232 61.(113 61.070 5.42 oo 08 0.92 0.97 0.97 0.95
gDDN’* w % v -7 dioo 7.85 6.83 6.48 6.48 6.61
pDNA . . . .
Qa0 0.86 0.94 1.01 1.04 1.05 1.16 5 gDDNA Llli i.;l L11.4 i.4
5 o |10 7.31 6.71 6.21 6.03 6.00 5.42 pDNA - : 6 6
| Goona 13 1.3 14 17
doona 49 47 4.4 3.7
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Tabla A5 y A6. Valores de (igo, dico, dponaY dpona de las diferentes fases lamelares encontradas para los lipoplejos
(C161M)>(C,0)./DOPE-pDNA (Tabla A5) y (C161m),(C,0)3/DOPE-pDNA (Tabla A6)a diferentes composiciones de GCL (a) en la
mezcla de lipidos y a diferentes relaciones de carga efectiva (pesr)-

Tabla A5 (C151m),(C,0),/DOPE-pDNA Tabla A6. (C161m),(C,0)/DOPE-PDNA
o

0.2 oj 0.5 0.7 0.2 0.4 0.5 0.7

Lo Lo Lo Lo Le Lo La Lo Lo Lo
Peft rica en DOPE principal principal principal principal Pef ricaen DOPE | principal principal principal principal
000 0.7 0.93 0.99 1.03 1.08 O100 0.78 0.92 0.96 0.96 0.96

digo 8.98 6.76 6.35 6.10 5.82 dioo 8.06 6.83 6.54 6.54 6.54

OoDNA 1.2 1.3 1.4 1.6 Joona 11 13 1.3 15

1.5 | dona 5.2 48 4.6 4.1 1.5 | dyona 5.6 4.8 4.7 43
0100 0.69 0.93 1 1.03 1.09 J100 0.78 0.92 0.96 0.96 0.97

0100 9.11 6.76 6.28 6.10 5.76 dioo 8.06 6.83 6.54 6.54 6.48

oDNA 1.2 1.3 1.4 1.6 JpDNA 1.1 1.3 1.3 1.5

2 | dona 5.3 4.8 4.6 4.1 2| dyona 5.7 4.8 4.7 4.3
Q100 0.69 0.94 0.99 1.03 1.09 Q100 0.8 0.93 0.96 0.97 0.97

digo 9.11 6.68 6.35 6.10 5.76 dioo 7.85 6.76 6.54 6.48 6.48

QuDNA 1.2 1.3 1.4 1.6 JooNA 1.1 1.3 14 15

2.5 | doona 5.2 4.8 4.6 4.0 2.5 | dyona 5.6 438 4.7 43
Q100 0.67 0.94 1 1.02 1.09 Q100 0.78 0.92 0.97 0.96 0.97

dioo 9.38 6.68 6.28 6.16 5.76 dioo 8.06 6.83 6.48 6.54 6.48

OoDNA 1.3 1.4 1.6 JoDNA 1.1 1.3 1.3 1.5

3 | diona 4.8 4.6 4.0 3 | dyona 5.6 48 47 43

242




Anexo 2

(100) a (100) b
(100) (100)
— [
« <
; S
) = |
ge)
B I
S S
S I @)
2 c |
) )
+—
< £ (100)
- —~
g g
=) =)
=] §o]
S S
‘» (abo) ‘N
c c
Q Q
+ —
= c
T

Figura A2. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C16AmM),>(C>,0)/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacidon de carga: a) pess = 2.0; b) pers = 2.5; €) petsr = 3.0 Y d) pessr = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.
Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,
poPE rich); Negros (Lq, main) Y azul (Ly, ccL rich)- Las flechas indican la posicion del maximo

de difraccién correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A3. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C1:6AM),(C>0)>,/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacidon de carga: a) pes = 2.0; b) pets = 2.5; €) petst = 3.0 Y d) pessr = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.
Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,
poPE rich); Negros (Lq, main) Y azul (Lg, ccL rich)- Las flechas indican la posicion del maximo

de difraccién correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A4. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C16AM)>(C>0)3/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacion de carga: a) pesr = 2.0; b) pers = 2.5; C) pett = 3.0 Y d) persr = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.
Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,
poPE rich); Negros (Lq, main) Y azul (Ly, ceL rich)- Las flechas indican la posicion del maximo

de difraccién correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A5. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C151m)>(C>0)/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacion de carga: a) pest = 2.0; b) pest = 2.5; €) perr = 3.0 y d) pess = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.
Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,

poprE rich) Y Negros (L, main)- Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A6. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C161m),>(C>0)>/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacidon de carga: a) pess = 2.0; b) pers = 2.5; €) petsr = 3.0 Y d) pessr = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.
Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,
poprE rich) Y Negros (L, main). Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A7. Difractogramas de SAXS para los lipoplejos (C161m)>(C,0)3/DOPE-pDNA a
diferentes a y relacion de carga: a) pesr = 2.0; b) pers = 2.5; C) petr = 3.0 Y d) persr = 5.0.
Linea negra corresponde a a = 0.2; rosa a a = 0.4; morada a = 0.5 y verde a = 0.7.

Indices de miller (hkl) corresponden a las diferentes estructuras lamelares: rojos (L,

pore rich) Y Negros (L, main). Las flechas indican la posicion del maximo de difraccion
correspondiente a la correlacion pDNA-pDNA.
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Figura A8. Resultados de gel electroforesis para los lipoplejos (a) DOPG/DOPE-Ca®*-
pDNA a o = 0.20; (b) DOPG/DOPE-Ca?"-pDNA a o = 0.25 y (c) DOPG/DOPE-Ca®"-pDNA
lipoplexes at a = 0.50. Linea 1: pDNA. Linea 2: lipoplejos CL/DOPE. Lineas 3-6:
relacion molar de carga AL/pDNA 10; Lineas 7-10: relacion molar de carga AL/pDNA
15; Lineas 11-14: relacion molar de carga AL/pDNA 20 en presencia de diferentes
[Ca?*]: 10 mM (linea 3, 7 y 11), 25 mM (linea 4, 8 y 12), 50 mM (linea 5, 9 y 13), y 100
mM (linea 6, 10y 14).
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Tabla A7. Composicidon de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero humano (HP) a
diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacién realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Numero de - RPA -

acceso 1 min 30 min 60 min

1 Apolipoprotein B-100 OS = Homo sapiens GN=APOB PE=1 SV=2 APOB_HUMAN 1.25 1.21 1.61
2 Complement C3 OS = Homo sapiens GN=C3 PE=1 SV=2 CO3_HUMAN 2.27 1.77 2.30
3 Serum albumin OS = Homo sapiens GN=ALB PE=1 SV=2 ALBU_HUMAN 4.61 6.19 5.55
4 Myosin-9 OS = Homo sapiens GN=MYH9 PE=1 SV=4 MYH9_HUMAN 0.75 0.76 1.04
5 Complement C4-B OS = Homo sapiens GN=C4B PE=1 SV=1 CO4B_HUMAN 0.91 0.72 0.56
6 Talin-1 OS = Homo sapiens GN=TLN1 PE=1 SV=3 TLN1_HUMAN 0.53 0.50 0.62
7 Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS = Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6 K2C1_HUMAN 1.42 1.86 2.56
8 Apolipoprotein A-1 OS = Homo sapiens GN=APOA1 PE=1 SV=1 APOA1_HUMAN 3.08 3.35 4.09
9 Fibrinogen alpha chain OS = Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 FIBA_HUMAN 0.89 1.11 1.12
10 Vitronectin OS = Homo sapiens GN=VTN PE=1 SV=1 VTNC_HUMAN 2.60 1.55 1.79

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 OS = Homo sapiens GN=ITIH2 PE=1
11 sv=2 ITIH2_HUMAN 1.57 0.57 0.72
12 Fibrinogen beta chain OS = Homo sapiens GN=FGB PE=1 SV=2 FIBB_HUMAN 1.88 1.89 1.58
13 Filamin-A OS = Homo sapiens GN=FLNA PE=1 SV=4 FLNA_HUMAN 0.32 0.39 0.42
14 Alpha-2-macroglobulin OS = Homo sapiens GN=A2M PE=1 SV=3 A2MG_HUMAN 0.61 0.63 0.59
15 Actin, cytoplasmic 1 OS = Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1 ACTB_HUMAN 2.20 2.12 2.50
16 C4b-binding protein alpha chain OS = Homo sapiens GN=C4BPA PE=1 SV=2 C4BPA_HUMAN 2.14 0.92 1.02
17 Fibrinogen gamma chain OS = Homo sapiens GN=FGG PE=1 SV=3 FIBG_HUMAN 1.49 1.62 1.94
18 Keratin, type | cytoskeletal 9 OS = Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3 K1C9_HUMAN 1.05 1.34 1.69
19 Serotransferrin OS = Homo sapiens GN=TF PE=1 SV=3 TRFE_HUMAN 0.77 1.35 0.97
20 Apolipoprotein E OS = Homo sapiens GN=APOE PE=1 SV=1 APOE_HUMAN 1.95 2.20 2.69
21 Complement C5 OS = Homo sapiens GN=C5 PE=1 SV=4 CO5_HUMAN 0.36 0.42 0.41
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain HL OS = Homo sapiens GN=ITIH1 PE=1

22 sSvV=3 ITIH1_HUMAN 1.09 0.41 0.69
23 Keratin, type | cytoskeletal 10 OS = Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6 K1C10_HUMAN 0.77 0.94 2.08
24 Alpha-1-antitrypsin OS = Homo sapiens GN=SERPINA1 PE=1 SV=3 A1AT_HUMAN 1.22 1.55 1.33
25 Apolipoprotein(a) OS = Homo sapiens GN=LPA PE=1 SV=1 APOA_HUMAN 0.14 0.12 0.15
26 Apolipoprotein D OS = Homo sapiens GN=APOD PE=1 SV=1 APOD_HUMAN 2.77 2.16 2.73
27 Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal OS = Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2 K22E_HUMAN 0.71 1.04 1.59
28 Clusterin OS = Homo sapiens GN=CLU PE=1 SV=1 CLUS_HUMAN 0.93 0.89 1.18
29 Vitamin K-dependent protein S OS = Homo sapiens GN=PROS1 PE=1 SV=1 PROS_HUMAN 1.26 0.42 0.38
30 Apolipoprotein A-1V OS = Homo sapiens GN=APOA4 PE=1 SV=3 APOA4 HUMAN 0.98 1.13 1.24
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Tabla A7 (continuacién). Composicion de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero
humano (HP) a diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacidn realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Numero de - RP'.A -

acceso 1 min 30 min 60 min
31 Prothrombin OS = Homo sapiens GN=F2 PE=1 SV=2 THRB_HUMAN 1.22 0.42 0.68
32 Ig mu chain C region OS = Homo sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3 IGHM_HUMAN 1.11 0.91 0.72
33 Thrombospondin-1 OS = Homo sapiens GN=THBS1 PE=1 SV=2 TSP1_HUMAN 0.38 0.31 0.38
34 1g gamma-1 chain C region OS = Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1 IGHG1_HUMAN 1.48 1.62 1.86
35 Vinculin OS = Homo sapiens GN=VCL PE=1 SV=4 VINC_HUMAN 0.40 0.28 0.37
36 Integrin alpha-11b OS = Homo sapiens GN=ITGA2B PE=1 SV=3 ITA2B_HUMAN 0.41 0.32 0.54
37 lg gamma-2 chain C region OS = Homo sapiens GN=IGHG2 PE=1 SV=2 IGHG2_HUMAN 0.64 1.22 0.76
38 Complement component C9 OS = Homo sapiens GN=C9 PE=1 SV=2 CO9_HUMAN 0.67 0.50 0.61
39 Gelsolin OS = Homo sapiens GN=GSN PE=1 SV=1 GELS_HUMAN 0.36 0.48 0.30
40 Hemoglobin subunit beta OS = Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2 HBB_HUMAN 2.26 1.73 2.81
41 Hemoglobin subunit alpha OS = Homo sapiens GN=HBA1 PE=1 SV=2 HBA_HUMAN 2.01 1.89 1.73
42 1g kappa chain C region OS = Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1 IGKC_HUMAN 2.43 2.75 2.39
43 Ceruloplasmin OS = Homo sapiens GN=CP PE=1 SV=1 CERU_HUMAN 0.20 0.35 0.15

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 OS = Homo sapiens GN=ITIH4 PE=1
44 SV=4 ITIH4_HUMAN 0.20 0.34 0.15
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 OS = Homo sapiens GN=ITIH3 PE=1
45 SvV=2 ITIH3_HUMAN 0.61 0.11 0.11
46 Apolipoprotein C-111 OS = Homo sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1 APOC3_HUMAN 2.10 2.37 3.10
47 Fermitin family homolog 3 OS = Homo sapiens GN=FERMT3 PE=1 SV=1 URP2_HUMAN 0.34 0.35 0.27
48 Haptoglobin OS = Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1 HPT_HUMAN 0.36 0.70 0.33
49 Ig alpha-1 chain C region OS = Homo sapiens GN=IGHA1 PE=1 SV=2 IGHA1_HUMAN 0.74 0.59 0.47
50 Integrin beta-3 OS = Homo sapiens GN=ITGB3 PE=1 SV=2 ITB3_HUMAN 0.27 0.20 0.31
51 Lipopolysaccharide-binding protein OS = Homo sapiens GN=LBP PE=1 SV=3 LBP_HUMAN 0.36 0.38 0.39
52 Tubulin beta chain OS = Homo sapiens GN=TUBB PE=1 SV=2 TBB5_HUMAN 0.60 0.41 0.35
53 Apolipoprotein C-11 OS = Homo sapiens GN=APOC2 PE=1 SV=1 APOC2_HUMAN 2.37 1.33 2.85
54 Apolipoprotein A-11 OS = Homo sapiens GN=APOA2 PE=1 SV=1 APOA2_HUMAN 1.55 1.12 2.97
55 Myosin light polypeptide 6 OS = Homo sapiens GN=MYL6 PE=1 SV=2 MYL6_HUMAN 1.71 1.22 1.12
56 Alpha-actinin-1 OS = Homo sapiens GN=ACTN1 PE=1 SV=2 ACTN1_HUMAN 0.10 0.23 0.24
57 Complement component C6 OS = Homo sapiens GN=C6 PE=1 SV=3 CO6_HUMAN 0.19 0.16 0.18
TBA1B_HUMAN

58 Tubulin alpha-1B chain OS = Homo sapiens GN=TUBA1B PE=1 SvV=1 (+1) 0.56 0.25 0.38
59 Ig lambda-2 chain C regions OS = Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1 LAC2_HUMAN 2.92 2.65 2.23
60 Apolipoprotein C-1 OS = Homo sapiens GN=APOC1 PE=1 SV=1 APOC1 _HUMAN 0.33 1.62 2.73
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Anexo 2

Tabla A7. Composicioén de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con human plasma a
diferentes tiempos 1, 30 y 60 min. ldentificaciéon realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Numero de - RPA .
acceso 1 min 30 min 60 min
61 Vitamin D-binding protein OS = Homo sapiens GN=GC PE=1 SV=1 VTDB_HUMAN 0.32 0.38 0.23
62 14-3-3 protein zeta/delta OS = Homo sapiens GN=YWHAZ PE=1 SV=1 1433Z_HUMAN 0.43 0.58 0.39
63 Alpha-1l-antichymotrypsin OS = Homo sapiens GN=SERPINA3 PE=1 SV=2 AACT_HUMAN 0.36 0.32 0.34
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 OS = Homo sapiens GN=IGLL5 PE=2
64 SvV=2 IGLL5_HUMAN 0.52 0.87 0.30
65 Complement component C8 gamma chain OS = Homo sapiens GN=C8G PE=1 SV=3 CO8G_HUMAN 0.96 0.66 0.56
Erythrocyte band 7 integral membrane protein OS = Homo sapiens GN=STOM PE=1
66 SV=3 STOM_HUMAN 0.41 0.41 0.60
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS = Homo sapiens GN=GAPDH PE=1
67 SV=3 G3P_HUMAN 0.53 0.38 0.42
68 Profilin-1 OS = Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 SV=2 PROF1_HUMAN 0.94 1.08 0.55
69 Apolipoprotein L1 OS = Homo sapiens GN=APOL1 PE=1 SV=5 APOL1_HUMAN 0.34 0.26 0.37
70 Angiotensinogen OS = Homo sapiens GN=AGT PE=1 SV=1 ANGT_HUMAN 0.34 0.26 0.33
71 Integrin-linked protein kinase OS = Homo sapiens GN=ILK PE=1 SV=2 ILK_HUMAN 0.37 0.21 0.27
72 ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS = Homo sapiens GN=ATP5B PE=1 SV=3 ATPB_HUMAN 0.26 0.26 0.29
73 Tropomyosin alpha-4 chain OS = Homo sapiens GN=TPM4 PE=1 SV=3 TPM4_HUMAN 0.31 0.58 0.52
74 Cofilin-1 OS = Homo sapiens GN=CFL1 PE=1 SV=3 COF1_HUMAN 0.90 0.73 0.86
75 Pleckstrin OS = Homo sapiens GN=PLEK PE=1 SV=3 PLEK_HUMAN 0.25 0.29 0.14
76 Multimerin-1 OS = Homo sapiens GN=MMRN1 PE=1 SV=3 MMRN1_HUMAN 0.09 0.12 0.04
77 Coagulation factor XIIl A chain OS = Homo sapiens GN=F13A1l PE=1 SV=4 F13A_HUMAN 0.17 0.15 0.20
78 Complement component C7 OS = Homo sapiens GN=C7 PE=1 SV=2 CO7_HUMAN 0.13 0.17 0.14
79 Complement factor H OS = Homo sapiens GN=CFH PE=1 SV=4 CFAH_HUMAN 0.07 0.14 0.05
ACTC_HUMAN
80 Actin, alpha cardiac muscle 1 OS = Homo sapiens GN=ACTC1 PE=1 SvV=1 (+1) 1.53 1.54 1.04
81 Protein AMBP OS = Homo sapiens GN=AMBP PE=1 SV=1 AMBP_HUMAN 0.59 0.22 0.28
82 Beta-parvin OS = Homo sapiens GN=PARVB PE=1 SV=1 PARVB_HUMAN 0.26 0.22 0.45
83 Hyaluronan-binding protein 2 OS = Homo sapiens GN=HABP2 PE=1 SV=1 HABP2_HUMAN 0.26 0.13 0.11
84 Serum amyloid A-4 protein OS = Homo sapiens GN=SAA4 PE=1 SV=2 SAA4_HUMAN 1.21 0.87 0.36
85 Serum paraoxonase/arylesterase 1 OS = Homo sapiens GN=PON1 PE=1 SV=3 PON1_HUMAN 0.38 0.17 0.34
86 Keratin, type Il cytoskeletal 5 OS = Homo sapiens GN=KRT5 PE=1 SV=3 K2C5_HUMAN 0.08 0.37 0.51
87 Serum amyloid A protein OS = Homo sapiens GN=SAA1 PE=1 SV=2 SAA_HUMAN 1.00 0.77 1.07
88 Tubulin beta-1 chain OS = Homo sapiens GN=TUBB1 PE=1 SV=1 TBB1_HUMAN 0.54 0.25 0.44
89 Band 3 anion transport protein OS = Homo sapiens GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 B3AT_HUMAN 0.16 0.12 0.11
90 Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase OS = Homo sapiens GN=LCAT PE=1 SV=1 LCAT_HUMAN 0.32 0.18 0.30

251



Anexo 2

Tabla A7 (continuacién). Composicion de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero
humano (HP) a diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacidn realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Nuamero de - RPA -

acceso 1 min 30 min_ 60 min

91 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 OS = Homo sapiens GN=PKM2 PE=1 SV=4 KPYM_HUMAN 0.16 0.26 0.05
92 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS = Homo sapiens GN=PPIA PE=1 SV=2 PPIA_HUMAN 0.84 0.51 0.83
93 Heat shock cognate 71 kDa protein OS = Homo sapiens GN=HSPA8 PE=1 SvV=1 HSP7C_HUMAN 0.14 0.13 0.19
94 Hemopexin OS = Homo sapiens GN=HPX PE=1 SV=2 HEMO_HUMAN 0.15 0.25 0.10
95 Keratin, type | cytoskeletal 16 OS = Homo sapiens GN=KRT16 PE=1 SV=4 K1C16_HUMAN 0.33 0.44 0.64
96 Histidine-rich glycoprotein OS = Homo sapiens GN=HRG PE=1 SV=1 HRG_HUMAN 0.15 0.20 0.14
97 Kininogen-1 OS = Homo sapiens GN=KNG1 PE=1 SV=2 KNG1_HUMAN 0.14 0.16 0.08
98 Platelet glycoprotein Ib beta chain OS = Homo sapiens GN=GP1BB PE=1 SvV=1 GP1BB_HUMAN 0.55 0.28 0.43
99 Alpha-enolase OS = Homo sapiens GN=ENO1 PE=1 SV=2 ENOA_HUMAN 0.28 0.20 0.20
100 Heparin cofactor 2 OS = Homo sapiens GN=SERPIND1 PE=1 SV=3 HEP2_HUMAN 0.12 0.13 0.00
101 Complement component C8 beta chain OS = Homo sapiens GN=C8B PE=1 SV=3 C0O8B_HUMAN 0.16 0.07 0.10
102 Plasminogen OS = Homo sapiens GN=PLG PE=1 SV=2 PLMN_HUMAN 0.13 0.09 0.09

Protein Z-dependent protease inhibitor OS = Homo sapiens GN=SERPINA10 PE=1
103 sSv=1 ZPI_HUMAN 0.39 0.12 0.05
KV312_HUMAN
104 1g kappa chain V-I11l region HAH OS = Homo sapiens PE=2 SV=1 (+1) 0.72 0.77 0.58
105 Complement factor B OS = Homo sapiens GN=CFB PE=1 SV=2 CFAB_HUMAN 0.06 0.16 0.06
106 Ras-related protein Rap-1b OS = Homo sapiens GN=RAP1B PE=1 SV=1 RAP1B_HUMAN 0.57 0.37 0.58
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 OS = Homo sapiens GN=ATP2A3
107 PE=1 SV=2 AT2A3_HUMAN 0.06 0.11 0.07
108 von Willebrand factor OS = Homo sapiens GN=VWF PE=1 SV=4 VWF_HUMAN 0.02 0.04 0.02
109 Ig heavy chain V-I11l region VH26 OS = Homo sapiens PE=1 SV=1 HV303_HUMAN 0.54 0.65 0.42
110 Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS = Homo sapiens GN=0ORM1 PE=1 SV=1 A1AG1l_HUMAN 0.21 0.42 0.17
111 Platelet basic protein OS = Homo sapiens GN=PPBP PE=1 SV=3 CXCL7_HUMAN 0.79 0.33 0.29
112 Endoplasmin OS = Homo sapiens GN=HSP90B1 PE=1 SV=1 ENPL_HUMAN 0.13 0.07 0.00
113 Alpha-2-HS-glycoprotein OS = Homo sapiens GN=AHSG PE=1 SV=1 FETUA_HUMAN 0.00 0.28 0.00
ML12A_HUMAN

114 Myosin regulatory light chain 12A OS = Homo sapiens GN=MYL12A PE=1 SV=2 (+1) 0.30 0.46 0.68
115 Platelet glycoprotein IX OS = Homo sapiens GN=GP9 PE=1 SV=3 GPIX_HUMAN 0.48 0.28 0.00
116 Apolipoprotein F OS = Homo sapiens GN=APOF PE=1 SV=2 APOF_HUMAN 0.06 0.31 0.35
117 Transgelin-2 OS = Homo sapiens GN=TAGLN2 PE=1 SV=3 TAGL2_HUMAN 0.50 0.14 0.56
118 Complement component C8 alpha chain OS = Homo sapiens GN=C8A PE=1 SV=2 CO8A_HUMAN 0.06 0.17 0.15
119 Antithrombin-111 OS = Homo sapiens GN=SERPINC1 PE=1 SV=1 ANT3_HUMAN 0.04 0.22 0.10

120 Complement C1q subcomponent subunit C OS = Homo sapiens GN=C1QC PE=1 Sv=3 C1QC_HUMAN 0.23 0.30 0.10
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Anexo 2

Tabla A7 (continuacién). Composicion de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero
humano (HP) a diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacidn realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Numero de - RPA -
acceso 1 min 30 min_ 60 min
121 Haptoglobin-related protein OS = Homo sapiens GN=HPR PE=1 SV=2 HPTR_HUMAN 0.28 0.51 0.42
122 Alpha-1B-glycoprotein OS = Homo sapiens GN=A1BG PE=1 SV=4 A1BG_HUMAN 0.04 0.18 0.13
Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial OS = Homo sapiens GN=IDH2 PE=1
123 SvV=2 IDHP_HUMAN 0.00 0.15 0.11
124 Integrin beta-1 OS = Homo sapiens GN=ITGB1 PE=1 SV=2 ITB1_HUMAN 0.07 0.08 0.03
125 78 kDa glucose-regulated protein OS = Homo sapiens GN=HSPA5 PE=1 SV=2 GRP78_HUMAN 0.07 0.15 0.00
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS = Homo sapiens GN=ATP5A1 PE=1
126 Sv=1 ATPA_HUMAN 0.12 0.10 0.11
127 Clathrin heavy chain 1 OS = Homo sapiens GN=CLTC PE=1 SV=5 CLH1_HUMAN 0.02 0.05 0.01
128 Transthyretin OS = Homo sapiens GN=TTR PE=1 SV=1 TTHY_HUMAN 0.00 0.82 0.00
129 Moesin OS = Homo sapiens GN=MSN PE=1 SV=3 MOES_HUMAN 0.03 0.17 0.00
130 C4b-binding protein beta chain OS = Homo sapiens GN=C4BPB PE=1 SV=1 C4BPB_HUMAN 0.43 0.00 0.00
131 Vitamin K-dependent protein Z OS = Homo sapiens GN=PROZ PE=1 SV=2 PROZ_HUMAN 0.27 0.00 0.00
132 Ras suppressor protein 1 OS = Homo sapiens GN=RSU1 PE=1 SV=3 RSU1_HUMAN 0.13 0.17 0.17
Platelet endothelial cell adhesion molecule OS = Homo sapiens GN=PECAM1 PE=1
133 sSv=1 PECAL_HUMAN 0.12 0.06 0.00
134 Fibronectin OS = Homo sapiens GN=FN1 PE=1 SV=4 FINC_HUMAN 0.00 0.04 0.00
135 Glutathione peroxidase 3 OS = Homo sapiens GN=GPX3 PE=1 SV=2 GPX3_HUMAN 0.23 0.27 0.21
136 Coagulation factor IX OS = Homo sapiens GN=F9 PE=1 SV=2 FA9_ HUMAN 0.12 0.09 0.05
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 OS = Homo sapiens
137 GN=SLC2A3 PE=1 SV=1 GTR3_HUMAN 0.07 0.11 0.05
138 Ras-related protein Rab-27B OS = Homo sapiens GN=RAB27B PE=1 SV=4 RB27B_HUMAN 0.00 0.28 0.11
139 Cholesteryl ester transfer protein OS = Homo sapiens GN=CETP PE=1 SV=2 CETP_HUMAN 0.04 0.06 0.15
140 Apolipoprotein C-1V OS = Homo sapiens GN=APOC4 PE=1 SV=1 APOC4_HUMAN 0.27 0.36 0.36
141 Complement C1q subcomponent subunit B OS = Homo sapiens GN=C1QB PE=1 SV=3 C1QB_HUMAN 0.22 0.23 0.00
142 Cartilage oligomeric matrix protein OS = Homo sapiens GN=COMP PE=1 SV=2 COMP_HUMAN 0.08 0.05 0.00
143 Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS = Homo sapiens GN=0ORM2 PE=1 SV=2 A1AG2_HUMAN 0.17 0.32 0.00
144 Plasma protease C1 inhibitor OS = Homo sapiens GN=SERPING1 PE=1 SV=2 IC1_HUMAN 0.00 0.17 0.00
145 Chloride intracellular channel protein 1 OS = Homo sapiens GN=CLIC1 PE=1 SV=4 CLIC1_HUMAN 0.19 0.06 0.00
146 Afamin OS = Homo sapiens GN=AFM PE=1 SV=1 AFAM_HUMAN 0.09 0.08 0.00
147 WD repeat-containing protein 1 OS = Homo sapiens GN=WDR1 PE=1 SV=4 WDR1_HUMAN 0.00 0.12 0.00
148 Dermcidin OS = Homo sapiens GN=DCD PE=1 SV=2 DCD_HUMAN 0.00 0.14 0.25
149 Protein disulfide-isomerase A3 OS = Homo sapiens GN=PDIA3 PE=1 SV=4 PDIA3_HUMAN 0.00 0.08 0.00
150 Ig kappa chain V-1V region B17 OS = Homo sapiens PE=2 SV=1 Kv404_HUMAN 0.33 0.26 0.00
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Anexo 2

Tabla A7 (continuacién). Composicion de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero

humano (HP) a diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacidn realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Nuamero de - RPA -

acceso 1 min 30 min_ 60 min
151 L-lactate dehydrogenase B chain OS = Homo sapiens GN=LDHB PE=1 SV=2 LDHB_HUMAN 0.00 0.17 0.00
152 Keratin, type Il cytoskeletal 6C OS = Homo sapiens GN=KRT6C PE=1 SV=3 K2C6C_HUMAN 0.00 0.36 0.00
153 Complement C1lr subcomponent OS = Homo sapiens GN=C1R PE=1 SV=2 C1R_HUMAN 0.06 0.07 0.00

HLA class | histocompatibility antigen, A-1 alpha chain OS = Homo sapiens GN=HLA-A 1A01_HUMAN
154 PE=1 Sv=1 (+3) 0.00 0.15 0.00
155 Ig kappa chain V-1 region AG OS = Homo sapiens PE=1 SV=1 KV101_HUMAN 0.50 0.13 0.00
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 OS = Homo sapiens

156 GN=GNAI2 PE=1 SV=3 GNAIZ_HUMAN 0.05 0.00 0.14
157 Tsukushin OS = Homo sapiens GN=TSKU PE=2 SV=3 TSK_HUMAN 0.11 0.08 0.00
158 Ig lambda chain V-I11 region LOl OS = Homo sapiens PE=1 SV=1 LV302_HUMAN 0.17 0.00 0.00
159 Tubulin alpha-4A chain OS = Homo sapiens GN=TUBA4A PE=1 SV=1 TBA4A_HUMAN 0.36 0.00 0.14
160 Purine nucleoside phosphorylase OS = Homo sapiens GN=PNP PE=1 SV=2 PNPH_HUMAN 0.00 0.19 0.00
161 14-3-3 protein eta OS = Homo sapiens GN=YWHAH PE=1 SV=4 1433F_HUMAN 0.00 0.16 0.00
162 14-3-3 protein gamma OS = Homo sapiens GN=YWHAG PE=1 SV=2 1433G_HUMAN 0.00 0.19 0.00
163 Thromboxane-A synthase OS = Homo sapiens GN=TBXAS1 PE=1 SV=3 THAS_HUMAN 0.00 0.06 0.09
164 Sex hormone-binding globulin OS = Homo sapiens GN=SHBG PE=1 SV=2 SHBG_HUMAN 0.05 0.05 0.00
165 Thrombospondin-4 OS = Homo sapiens GN=THBS4 PE=1 SV=2 TSP4_HUMAN 0.08 0.02 0.00
166 14-3-3 protein epsilon OS = Homo sapiens GN=YWHAE PE=1 SV=1 1433E_HUMAN 0.00 0.16 0.00
167 Retinol-binding protein 4 OS = Homo sapiens GN=RBP4 PE=1 SV=3 RET4_HUMAN 0.00 0.30 0.00
168 Myosin regulatory light polypeptide 9 OS = Homo sapiens GN=MYL9 PE=1 SV=4 MYL9_HUMAN 0.25 0.27 0.00
169 F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS = Homo sapiens GN=CAPZA1 PE=1 SV=3 CAZA1_HUMAN 0.12 0.00 0.00
170 Peroxiredoxin-1 OS = Homo sapiens GN=PRDX1 PE=1 SV=1 PRDX1_HUMAN 0.00 0.24 0.00
171 Complement C1ls subcomponent OS = Homo sapiens GN=C1S PE=1 SV=1 C1S_HUMAN 0.03 0.02 0.00
172 Phosphoglycerate kinase 1 OS = Homo sapiens GN=PGK1 PE=1 SV=3 PGK1_HUMAN 0.00 0.10 0.00
173 Ig kappa chain V-1l region GM607 (Fragment) OS = Homo sapiens PE=4 SV=1 KvV205_HUMAN 0.00 0.41 0.21
174 Complement factor | OS = Homo sapiens GN=CFI PE=1 SV=2 CFAI_HUMAN 0.06 0.02 0.00
175 Syntaxin-binding protein 2 OS = Homo sapiens GN=STXBP2 PE=1 SV=2 STXB2_HUMAN 0.00 0.05 0.00
176 Apolipoprotein M OS = Homo sapiens GN=APOM PE=1 SV=2 APOM_HUMAN 0.19 0.07 0.00
177 Integrin alpha-6 OS = Homo sapiens GN=ITGA6 PE=1 SV=4 ITA6_HUMAN 0.00 0.02 0.00
178 Vitamin K-dependent protein C OS = Homo sapiens GN=PROC PE=1 SV=1 PROC_HUMAN 0.04 0.00 0.00
179 Prostaglandin G/H synthase 1 OS = Homo sapiens GN=PTGS1 PE=1 SV=2 PGH1_HUMAN 0.00 0.02 0.00
180 Ras-related protein Rab-6B OS = Homo sapiens GN=RAB6B PE=1 SV=1 RAB6B_HUMAN 0.00 0.17 0.00
181 C-reactive protein OS = Homo sapiens GN=CRP PE=1 SV=1 CRP_HUMAN 0.28 0.00 0.00
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Anexo 2

Tabla A7 (continuacién). Composicion de la corona de proteinas asociada al liposoma mixto DC-Chol/DOPE incubado con suero
humano (HP) a diferentes tiempos: 1, 30 y 60 min. ldentificacidn realizada por nanoLC-MS/MS.

Proteinas identificadas Numero de - RPA. -
acceso 1 min 30 min 60 min
182 Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS = Homo sapiens GN=GP1BA PE=1 SV=1 GP1BA_HUMAN 0.00 0.02 0.00
183 Keratin, type | cytoskeletal 14 OS = Homo sapiens GN=KRT14 PE=1 SV=4 K1C14_ HUMAN 0.00 0.24 0.00
184 Coagulation factor V OS = Homo sapiens GN=F5 PE=1 SV=4 FA5_HUMAN 0.01 0.01 0.00
185 Hemoglobin subunit delta OS = Homo sapiens GN=HBD PE=1 SV=2 HBD_HUMAN 0.00 1.30 0.00
186 Zinc-alpha-2-glycoprotein OS = Homo sapiens GN=AZGP1 PE=1 SV=2 ZA2G_HUMAN 0.00 0.05 0.00
187 Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS = Homo sapiens GN=VCP PE=1 SV=4 TERA_HUMAN 0.00 0.03 0.00
188 Heat shock protein HSP 90-beta OS = Homo sapiens GN=HSP90AB1 PE=1 SV=4 HS90B_HUMAN 0.00 0.02 0.00
Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial OS = Homo sapiens
189 GN=PRDX3 PE=1 SV=3 PRDX3_HUMAN 0.00 0.05 0.00
Complement C1q subcomponent subunit A OS = Homo sapiens GN=C1QA PE=1
190 Sv=2 C1QA_HUMAN 0.15 0.00 0.00
191 Calnexin OS = Homo sapiens GN=CANX PE=1 SV=2 CALX_HUMAN 0.00 0.07 0.00
Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 OS = Homo sapiens GN=ARPC3 PE=1
192 Sv=3 ARPC3_HUMAN 0.29 0.00 0.00
193 ATP synthase subunit O, mitochondrial OS = Homo sapiens GN=ATP50 PE=1 SV=1 ATPO_HUMAN 0.00 0.20 0.00
194 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase OS = Homo sapiens GN=PGLYRP2 PE=1 SV=1 PGRP2_HUMAN 0.00 0.02 0.00
195 Platelet factor 4 variant OS = Homo sapiens GN=PF4V1 PE=1 SV=1 PF4V_HUMAN 0.00 0.13 0.00
196 Beta-Ala-His dipeptidase OS = Homo sapiens GN=CNDP1 PE=1 SV=4 CNDP1_HUMAN 0.00 0.03 0.00
197 Corticosteroid-binding globulin OS = Homo sapiens GN=SERPINA6 PE=1 SV=1 CBG_HUMAN 0.00 0.03 0.00
198 Coagulation factor XIl OS = Homo sapiens GN=F12 PE=1 SV=3 FA12_HUMAN 0.00 0.02 0.00
199 Alpha-2-antiplasmin OS = Homo sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV=3 A2AP_HUMAN 0.00 0.03 0.00
200 Protein S100-A9 OS = Homo sapiens GN=S100A9 PE=1 SV=1 S10A9_HUMAN 0.00 0.12 0.00
201 Actin-related protein 3 OS = Homo sapiens GN=ACTR3 PE=1 SV=3 ARP3_HUMAN 0.00 0.03 0.00
202 Protein disulfide-isomerase A6 OS = Homo sapiens GN=PDIA6 PE=1 SV=1 PDIA6_HUMAN 0.00 0.06 0.00
203 Calpain-1 catalytic subunit OS = Homo sapiens GN=CAPN1 PE=1 SV=1 CAN1_HUMAN 0.00 0.02 0.00
Endonuclease domain-containing 1 protein OS = Homo sapiens GN=ENDOD1 PE=1
204 SvV=2 ENDD1_HUMAN 0.00 0.03 0.00
205 Ficolin-3 OS = Homo sapiens GN=FCN3 PE=1 SV=2 FCN3_HUMAN 0.00 0.05 0.00
206 Ig lambda chain V-1 region HA OS = Homo sapiens PE=1 SV=1 LV102_HUMAN 0.00 0.13 0.00
207 Pregnancy zone protein OS = Homo sapiens GN=PZP PE=1 SV=4 PZP_HUMAN 0.05 0.00 0.00
208 Syntaxin-11 OS = Homo sapiens GN=STX11 PE=2 SV=1 STX11_HUMAN 0.00 0.05 0.00
209 Triosephosphate isomerase OS = Homo sapiens GN=TPI1 PE=1 SV=3 TPIS_HUMAN 0.00 0.05 0.00
Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D OS = Homo sapiens GN=GPLD1
210 PE=1 Sv=3 PHLD_HUMAN 0.00 0.02 0.00
211 Selenoprotein P OS = Homo sapiens GN=SEPP1 PE=1 SV=3 SEPP1_HUMAN 0.00 0.04 0.00
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Anexo 2

Tabla A8. Valores de carga, Q, calculados para las principales proteinas encontradas en los
liposomas DC-Chol/DOPE a los diferentes tiempos de incubacion.

Apolipoprotein A-1 OS=Homo sapiens GN=APOA1 PE=1 SV=1 -5.6 -17.23 -18.73 -22.90
Apolipoprotein A-11 OS=Homo sapiens GN=APOA2 PE=1 SV=1 -0.1 -0.16 -0.11 -0.30
Apolipoprotein A-1V OS=Homo sapiens GN=APOA4 PE=1 SV=3 -12 -11.78 -13.52 -14.90
Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens GN=APOB PE=1 SV=2 2.4 2.99 2.89 3.87
Apolipoprotein C-1 OS=Homo sapiens GN=APOC1 PE=1 SV=1 0.9 0.30 1.46 2.45
Apolipoprotein C-11 OS=Homo sapiens GN=APOC2 PE=1 SV=1 -4.1 -9.73 -5.44 -11.68
Apolipoprotein C-111 OS=Homo sapiens GN=APOC3 PE=1 SV=1 -1.8 -3.78 -4.27 -5.58
Apolipoprotein C-1V OS=Homo sapiens GN=APOC4 PE=1 SV=1 6.2 1.66 2.22 2.25
Apolipoprotein D OS=Homo sapiens GN=APOD PE=1 SV=1 -4.7 -13.04 -10.14 -12.81
Apolipoprotein E OS=Homo sapiens GN=APOE PE=1 SV=1 -3.6 -7.03 -7.91 -9.68
Apolipoprotein F OS=Homo sapiens GN=APOF PE=1 SV=2 -6.7 -0.38 -2.06 -2.35
Apolipoprotein L1 OS=Homo sapiens GN=APOL1 PE=1 SV=5 -5.6 -1.92 -1.47 -2.08
Apolipoprotein M OS=Homo sapiens GN=APOM PE=1 SV=2 -3.8 -0.73 -0.28 0.00
Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens GN=LPA PE=1 SV=1 -88.3 -12.21 -10.83 -13.45
-126.8
Complement C1q subcomponent subunit A OS=Homo sapiens GN=C1QA PE=1 SV=2 7.3 1.13 0.00 0.00
Complement C1q subcomponent subunit B OS=Homo sapiens GN=C1QB PE=1 SV=3 4.5 1.00 1.02 0.00
Complement C1q subcomponent subunit C OS=Homo sapiens GN=C1QC PE=1 SV=3 4.2 0.97 1.24 0.44
Complement C1r subcomponent OS=Homo sapiens GN=C1R PE=1 SV=2 -9.25 -0.58 -0.62 0.00
Complement C1s subcomponent OS=Homo sapiens GN=C1S PE=1 SV=1 -29.1 -0.76 -0.58 0.00
Complement C3 OS=Homo sapiens GN=C3 PE=1 SV=2 -11.6 -26.35 -20.59 -26.63
Complement C4-B OS=Homo sapiens GN=C4B PE=1 SV=1 2.8 2.55 2.01 1.58
Complement C5 OS=Homo sapiens GN=C5 PE=1 SV=4 -9.8 -3.51 -4.16 -4.05
Complement component C6 OS=Homo sapiens GN=C6 PE=1 SV=3 -3.3 -0.63 -0.53 -0.60
Complement component C7 OS=Homo sapiens GN=C7 PE=1 SV=2 -6.6 -0.85 -1.13 -0.96
Complement component C8 alpha chain OS=Homo sapiens GN=C8A PE=1 SV=2 -3.7 -0.23 -0.61 -0.54
Complement component C8 beta chain OS=Homo sapiens GN=C8B PE=1 SV=3 12.5 2.06 0.86 1.27
Complement component C8 gamma chain OS=Homo sapiens GN=C8G PE=1 SV=3 3.1 2.97 2.06 1.73
Complement component C9 OS=Homo sapiens GN=C9 PE=1 SV=2 -11.6 -7.77 -5.80 -7.03
Complement factor B OS=Homo sapiens GN=CFB PE=1 SV=2 0.6 0.04 0.10 0.04
Complement factor H OS=Homo sapiens GN=CFH PE=1 SV=4 -7.7 -0.50 -1.06 -0.38
Complement factor | OS=Homo sapiens GN=CFI PE=1 SV=2 5.1 0.31 0.12 0.00
-52.55
Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 -12.7 -11.28 -14.07 -14.21
Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens GN=FGB PE=1 SV=2 7.8 14.69 14.77 12.34
Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens GN=FGG PE=1 SV=3 -11.5 -17.10 -18.69 -22.30
-16.4
Ig alpha-1 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHA1 PE=1 SV=2 -2.6 -1.92 -1.52 -1.21
Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1 -1.2 -1.77 -1.95 -2.23
Ig gamma-2 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHG2 PE=1 SV=2 2.5 1.60 3.04 1.89
Ig heavy chain V-111 region VH26 OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 1.8 0.97 1.17 0.75
Ig kappa chain C region OS=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1 1.3 3.16 3.58 3.10
Ig kappa chain V-1 region AG OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 -0.9 -0.45 -0.12 0.00
Ig kappa chain V-II region GM607 (Fragment) OS=Homo sapiens PE=4 SV=1 0.1 0.00 0.04 0.02
Ig kappa chain V-1l region HAH OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 0.9 0.65 0.69 0.53
Ig kappa chain V-1V region B17 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -0.1 -0.03 -0.03 0.00
Ig lambda chain V-I region HA OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 3.3 0.00 0.42 0.00
Ig lambda chain V-I1I region LOlI OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 -3.6 -0.60 0.00 0.00
Ig lambda-2 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1 0.3 0.88 0.80 0.67
Ig mu chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3 -1.2 -1.33 -1.09 -0.87
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 OS=Homo sapiens GN=IGLL5 PE=2 SV=2 6.5 3.41 5.64 1.93
7.1
Keratin, type | cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6 -14.2 -10.88 -13.31 -29.52
Keratin, type | cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens GN=KRT14 PE=1 SV=4 -13.2 0.00 -3.12 0.00
Keratin, type | cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens GN=KRT16 PE=1 SV=4 -14.4 -4.82 -6.29 -9.24
Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3 -14.2 -14.95 -19.00 -24.04
Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6 2.9 4.10 5.40 7.43
Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2 3.8 2.70 3.95 6.06
Keratin, type Il cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens GN=KRT5 PE=1 SV=3 1.6 0.13 0.59 0.81
Keratin, type Il cytoskeletal 6C OS=Homo sapiens GN=KRT6C PE=1 SV=3 3.1 0.00
-44.6
Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB PE=1 SV=2 -8.2
Vitronectin OS=Homo sapiens GN=VTN PE=1 SV=1 -8.2
Q total -136.03 -134.96 -190.37
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Lipoplexes constituted by plasmid DNA pEGFP-C3 (pDNA) or linear double-stranded calf thymus
DNA (ctDNA) and mixed cationic liposomes consisting of several percentages of the cationic lysine
derived lipid C¢(LL), and the zwitterionic lipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DOPE) have been analyzed by both experimental and theoretical approaches. Experimental studies,
consisting of electrophoretic mobility/zeta potential, small angle X-ray scattering (SAXS), cryogenic
transmission electron microscopy (cryo-TEM), negatively stained transmission electron microscopy
(NS-TEM), and GelRed fluorescence intercalation assays, have been carried out at several liposome
and lipoplex compositions, defined in terms of cationic lipid molar fraction and either the mass or
charge ratios of the lipoplex. The electrochemical study confirms that, in the presence of the mixed
lipids and in contrast with what has usually been found for linear DNA, the plasmid DNA is compacted
with a large number of its Na* counterions, thus yielding a much lower effective negative charge
(gppna) than that for ctDNA (gepna), as reported recently by us (J. Am. Chem. Soc., 2011) for other
lipoplexes. This finding is revealed as crucial for an optimum and efficient lipoplex preparation, since
a lower effective negative charge implies a lower quantity of cationic lipid and, accordingly, a potential
lower cytotoxicity. TEM experiments reveal a complex scenario of multilamellar nanostructures, from
ribbon-type (typically present for chiral lipids) to cluster-type structures (usually found in cationic lipid/
DOPE systems), the composition of the mixed liposome playing an important role in the final
morphology of the lipoplex. SAXS diffractograms confirm the existence of these two types of
multilamellar structures through a deconvolution process of the first peak of diffractograms into two
overlapping bands. On the other hand, a theoretical complexation model is employed to determine the
net charge of the lipoplexes studied in this work. The model allows analysis and comparison of the
electrochemical behaviour of lipoplexes containing linear DNA vs. those constituted by a supercoiled

DNA, confirming the experimental findings.

Introduction

The use of synthetic cationic lipids (CLs), usually mixed with
a zwitterionic helper lipid, as transfecting agents of DNA
biopolymers in gene therapy, has recently been the subject of
numerous studies.” ™ The method is based on the compaction of

“Grupo Quimica Coloidal y Supramolecular, Dpto. Quimica Fisica I, Fac.
Ciencias Quimicas, Universidad Complutense de Madrid, 28040-Madrid,
Spain. E-mail: junquera@quim.ucm.es;, Fax: +34-913944135; Tel: +34-
913944131

*Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular I, Fac. Ciencias Quimicas,
Universidad Complutense de Madrid, 28040-Madrid, Spain
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Bellaterra, Spain

“Grupo de Fisica de Fluidos y Biocoloides, Dpto. Fisica Aplicada, Fac.
Ciencias, Universidad de Granada, 18071-Granada, Spain

DNA by CLs, with the formation of a complex with a positive
net charge between the negative plasmid DNA and the cationic
mixed liposome. The strong interaction between both compo-
nents of the complex, named lipoplex (mixed lipid-DNA),
facilitates their approach to the cell membrane, the DNA being
liberated into the cytoplasm via the nucleus of the cell, after
fusion or endocytosis.’*> DNA is a biopolymer that in aqueous
solution gets ionized and remains negatively charged, and for
that reason electrostatic interactions play an important role in
any of the biological processes where it is involved. Thus,
a physicochemical study of the compaction process of DNA by
cationic lipids based on a zeta potential or a surface charge
density study of the lipoplex, together with the determination of
the structures formed by the lipoplex, may help to clear up the
lipoplex behaviour and the mechanisms of its transfection
process. Previous works®!**® analyzing different types of lip-
oplexes have concluded a correlation between the different
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Lipoplex nano-aggregates have been analyzed through biophysical characterization (electrostatics,
structure, size and morphology), and biological studies (transfection efficiency and cell viability) in five
cancer cell lines. Lipoplexes were prepared from pEGFP-C3 plasmid DNA (pDNA) and mixed liposomes,
constituted by a zwitterionic lipid (DOPE) and a gemini cationic lipid (GCL) synthesized in this work,
[bis(hexadecyl dimethyl ammonium) oxyethylenel], referred to as (Ci6AmM)o(C50), (where n is the
oxyethylene spacer length, n = 1, 2 or 3, between the ammonium heads). Cryo-TEM micrographs show
nano-aggregates with two multilamellar structures, a cluster-type (at low-to-medium GCL composition)
and a fingerprint-type that coexists with the cluster-type at medium GCL composition and appears
alone at high GCL composition. SAXS diffractograms show that these lipoplexes present three lamellar
structures, two of them coexisting at low and high GCL composition. The optimized transfection
efficiency (TE) of pDNA was higher for lipoplexes containing GCLs with a longer (n = 3) or shorter (n = 1)
polyoxyethylene spacer, at high GCL composition (¢ = 0.7) with low charge ratio (pegr = 2). In the all
cancer cell lines studied, the TE of the optimized formulations was much better than those of both
lipofectamine 2000 and lipoplexes with GCLs of the bis(hexadecyl dimethyl ammonium) alkane series
recently reported. Probably, (a) the coexistence of two lamellar structures at high GCL composition
synergizes the TE of these lipid vectors, (b) the orientation of the polyoxyethylene region in
(C16AmM),(C,0)3/DOPE may occur in such a way that the spacing between two cationic heads becomes
smaller than that in (C16Am),(C,0),/DOPE which is poor in terms of TE, and (c) the synergistic
interactions between serum proteins and (Ci6Am),(C,0),/DOPE-pDNA lipoplexes containing a
polyoxyethylene spacer improve TE, especially at high GCL content. Lipoplexes studied here show very
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Accepted 7th May 2014

DOI: 10.1039/c4tb00389f

www.rsc.org/MaterialsB low levels of toxicity, which confirm them as improved vectors of pDNA in gene therapy.

1. Introduction
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Nucleic acid delivery into the cells for therapeutic use is a
promising field of modern medicine. However, there are a
variety of factors that prevent obtaining efficient and promising
outcomes and transfection." Cationic lipids (CLs) are
commonly used vectors to improve the efficiency in nucleic acid
delivery.®*® Their structural similarity to the cell membranes
makes them appropriate delivery agents. CLs are known to pack
a large variety of nucleotides provoking a low immunogenic
response; however, their use is limited due to cytotoxicity
concerns, and moderate transfection efficiency (TE).**** In this
regard, recent efforts have been addressed to find cationic
lipids, as gemini cationic lipids (GCLs), with higher transfection
capability and more biocompatibility.>**** GCLs are amphi-
philic molecules containing two head groups linked by a rigid
or flexible spacer.”** Compared to monomeric CLs, GCLs have

*Departments of Organic Chemistry, Bangalore, Karnataka, India. E-mail: sh@
orgchem.iisc.ernet.in; Fax: +91 8023600529

‘Molecular Reproduction Development and Genetics, Indian Institute of Science,
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T Electronic supplementary information (ESI) available: The procedure related to
the synthesis of the divalent cationic gemini lipids (C16Am),(C,0),, with the
oxyethylene spacer n = 1, 2 or 3; description of the experimental methods;
tables of the effective charges for the three GCLs and plasmid DNA; the particle
size of mixed liposomes (C;6Am),(C,0),/DOPE at several GCL compositions;
SAXS diffractograms and parameters for the three lamellar structures
determined from them; zeta potential plots; cryo-TEM images; fluorescence
anisotropy results; transfection efficiency plots in the absence (—FBS — FBS)
and presence (—FBS + FBS) of serum in five cancer cell lines; fluorescence and
confocal fluorescence images of transfected HEK293T cells with the optimized
formulations of the lipoplexes; cell viability in the presence (—FBS + FBS) of
serum, with the optimized formulations, in five cancer cell lines. See DOI:

10.1039/c4tb00389f
1 These authors contributed equally.
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superior properties such as a lower critical micelle concentra-
tion (CMC), the presence of double charge per monomer, a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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A delocalizable cationic headgroup together with
an oligo-oxyethylene spacer in gemini cationic
lipids improves their biological activity as vectors of
plasmid DNAfY
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Clara Aicart-Ramos,© Paturu Kondaiah,® Elena Junquera,® Santanu Bhattacharya*?
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Lipoplex nano-aggregates constituted of plasmid DNA (pDNA) pEGFP-C3 and mixed cationic liposomes,
consisting of several percentages of a gemini cationic lipid (GCL) of the 1,2-bis(hexadecyl imidazolium)
oxyethylene series, referred to as (C16lm)2(C,0),, with oxyethylene spacers (n = 1, 2 or 3) between the
imidazolium cationic groups and the DOPE zwitterionic helper lipid, have been characterized by various
biophysical and biological approaches carried out at several GCL compositions («), and either the mass
or the effective charge ratio of the lipoplex. The electrochemical study by {-potential confirms that the
three GCLs yield a 10% lower effective charge than the nominal one, while compacted pDNA yields only
a 25% effective negative charge. The SAXS study reveals, irrespective of the spacer length (n) and
effective charge ratio (per). the presence of two lamellar structures, i.e., one (L, main) in the whole GCL
composition and another (L, popericn) With higher periodicity values that coexists with the previous one
at low GCL composition (¢« = 0.2). The cryo-TEM analysis shows two types of multilamellar structures
consisting of cationic lipidic bilayers with pDNA sandwiched between them: a cluster-type (C-type) at
low a = 0.2 and a fingerprint-type (FP-type) at « = 0.5, both with similar interlamellar spacing (d) in
agreement with the L,main Structure determined by SAXS. Transfection efficacies (TEs) of each lipid
mixture were determined in four different cell lines (HEK293T, Hela, Caco-2 and A549) at several « and
perr Values in the absence and presence of serum (FBS). The optimized formulations (« = 0.2 and pegr =
2.0) substantially transfect cells much better than a commercial transfection reagent, Lipofectamine
2000 and previously studied efficient lipoplexes containing other cationic head groups or spacers both
in the absence and presence of serum. The activity of optimized formulations may be attributed to the
combination of several factors, such as: (a) the fusogenic character of DOPE which results in higher
fluidity of the lipoplexes at @ = 0.2, (b) the coexistence of two lamellar structures at « = 0.2 that
synergizes the TE of these lipid vectors, and mainly (c) the higher biocompatibility of the GCLs reported
in this work due to the presence of two imidazolium cationic groups together with an oligo-oxyethylene
spacer. The length of the spacer in the GCL seems to have less impact, although (C;6Im),(C,0),/DOPE-
pDNA lipoplexes with n = 1 and 3 show higher gene transfection than n = 2. All the optimum
formulations reported herein are all highly efficient with negligible levels of toxicity, and thus, may be
considered as very promising gene vectors for in vivo applications.

T Electronic supplementary information (ESI) available: Details and tables of
the effective charges for the three GCLs and plasmid DNA; SAXS
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diffractograms and parameters of the structures; {-potential plots; cryo-TEM
images; fluorescence anisotropy results; transfection efficiency and cell
viability results in the absence (—FBS) and presence (+FBS) of serum in four
cell lines; and fluorescence microscopy images of the in vitro transfected
Caco-2 and HeLa cells. See DOI: 10.1039/c4tb01948b
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ABSTRACT: Several experimental methods, such as zeta
potential, gel electrophoresis, small-angle X-ray scattering,
gene transfection, fluorescence microscopy, flow cytometry,
and cell viability/cytotoxicity assays, have been used to analyze
the potential of anionic lipids (AL) as effective nontoxic and
nonviral DNA vectors, assisted by divalent cations. The
lipoplexes studied are those comprised of the green fluorescent
protein-encoding plasmid DNA pEGFP-C3, an anionic lipid as
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) (DOPG)
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or 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DOPS), and a zwitterionic lipid, the 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidyletha-
nolamine (DOPE, not charged at physiological pH). The studies have been carried on at different liposome and lipoplex
compositions and in the presence of a variety of [Ca**]. Electrochemical experiments reveal that DOPG/DOPE and DOPS/
DOPE anionic liposomes may compact more effectively pDNA at low molar fractions (with an excess of DOPE) and at AL/
pDNA ratios ~20. Calcium concentrations around 15—20 mM are needed to yield lipoplexes neutral or slightly positive. From a
structural standpoint, DOPG/DOPE-Ca**-pDNA lipoplexes are self-assembled into a Hf; phase (inverted cylindrical micelles in
hexagonal ordering with plasmid supercoils inside the cylinders), while DOPS/DOPE-Ca**-pDNA lipoplexes show two phases in
coexistence: one classical Hf; phase which contains pDNA supercoils and one L, phase without pDNA among the lamellae, i.e., a
lamellar stack of lipidic bilayers held together by Ca** bridges. Transfection and cell viability studies were done with HEK293T
and HeLa cells in the presence of serum. Lipoplexes herein studied show moderate-to-low transfection levels combined with
moderate-to-high cell viability, comparable to those yield by Lipofectamine2000%, which is a cationic lipid (CL) standard
formulation, but none of them improve the output of typical CL gen vectors, mostly if they are gemini or dendritic. This fact
would be indicating that, nowadays, lipofection via anionic lipids and divalent cations as mediators still needs to enhance
transfection levels in order to be considered as a real and plausible alternative to lipofection through improved CLs-based

lipoplexes.

B INTRODUCTION

Therapeutic gene transfer is not a new concept as it was first
developed more than two decades ago."” The treatment of
human disease by gene therapy is promising in the medical
field, because it is possible to revert the effects of many genetic
disorders™ through the introduction of recombinant DNA into
the cell with the aim of producing the necessary biologically
active proteins to repair the cell damage.’ However, DNA
internalization requires that the biopolymer must be first
compacted by viral or nonviral vectors and then protected from
degradation. Virus-based vectors, although more efficient to
date as transfecting agents than nonvirus-based systems, may
provoke immunogenic reactions.*® In addition, the nonviral
systems are easier to prepare and can transfect larger plasmids
into cells.* In the past years, a great deal of effort has been
devoted to find out, among the wide range of possibilities
(polymers, cationic liposomes, zwitterionic liposomes, magnetic
and nonmagnetic nanoparticles, amphiphilic cyclodextrins,
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new formulations

(nonviral in nature) capable of compacting, transporting,
protecting, and delivering genetic material into the cells, all

supramolecular devices, and so on),

those actions being done as much efficiently as possible and
also with the lowest possible level of toxicity to cells. Among
the above-mentioned vehicles, lipofection (transfection with
lipidic formulations) has been revealed as one of the most
adequate methods to transfect DNA to a wide variety of cells.
However, the use of cationic lipids (CLs) presents several
inconveniences,'® ' such as cytotoxicity in vitro and in vivo
and instability of their complexes with DNA in the presence of
serum.”>”>* In this respect, anionic lipids (ALs), which are
present in the eukaryotic cell membrane, with less levels of

phagocytosis by macrophages® and higher biocompatibility,
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ABSTRACT: When nanoparticles (NPs) enter a biological
fluid (e.g, human plasma (HP)), proteins and other
biomolecules adsorb on the surface leading to formation of a
rich protein shell, referred to as “protein corona”. This corona
is dynamic in nature and its composition varies over time due
to continuous protein association and dissociation events.
Understanding the time evolution of the protein corona on the
time-scales of a particle’s lifetime in blood is fundamental to
predict its fate in vivo. In this study, we used lipid NPs, the
cationic lipid 34-[N-(N’,N’-dimethylaminoethane)-carbamoyl]
(DC-Chol) and the zwitterionic lipid dioleoylphosphatidyle-
thanolamine (DOPE), that are among the most promising

Nanoparticle
-

Nanoparticle-protein corona

Human
Plasma

nanocarriers both in vitro and in vivo. Here, we investigated the time evolution of DC-Chol-DOPE NPs upon exposure to HP.
On time scales between 1 and 60 minutes, nanoliquid tandem mass spectrometry revealed that the protein corona of DC-Chol—
DOPE NPs is mainly constituted of apolipoproteins (Apo A-I, Apo C—II, Apo D, and Apo E are the most enriched). Since the
total apolipoprotein content is relevant, we exploited the protein corona to target PC3 prostate carcinoma cell line that expresses
high levels of scavenger receptor class B type 1 receptor, which mediates the bidirectional lipid transfer between low-density
lipoproteins, high-density lipoproteins, and cells. Combining laser scanning confocal microscopy experiments with flow
cytometry we demonstrated that DC-Chol-DOPE/HP complexes enter PC3 cells by a receptor-mediated endocytosis

mechanism.

B INTRODUCTION

Over the past few decades, there has been extensive interest in
developing nanoparticles (NPs) as effective devices in view of
their applications in the delivery of drugs, proteins, peptides,,
and nucleic acids.'™® Among existing ones, lipid NPs, vesicular
systems in which the drug is confined to a water cavity
surrounded by a lipid envelope, exhibit unique advantages.
They include increased encapsulation capacity, stability of
drugs, and protection of drugs from degradation, ability to
target the drug to the site of action and controlled release
properties. When lipid NPs enter a biological fluid (e.g., human
plasma (HP)), biomolecules, especially proteins, compete for
binding to the NP surface.°”'* Rapidly the identity of the bare
NP is lost, while its fate is dominated by the layer of adsorbed
proteins, the so-called “protein corona”. Unfortunately,
opsonins such as immunoglobulins (Ig), fibrinogen, and
complement proteins promote phagocytosis with rapid
clearance of the NPs from the bloodstream. Despite
undesirable implications, the “protein corona” possesses

-4 ACS Publications  © 2013 American Chemical Society
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favorable properties that can be exploited. First, adsorption of
dysopsonins like human serum albumin (HSA), apolipopro-
teins etc. may promote prolonged bloodstream circulation.
Furthermore, since corona formation on NPs is unavoidable,
this could be used in a positive way for targeted drug delivery.
Very promising results'' have given credence to the proof-of-
concept that (i) dysopsonins associated with the NP—protein
corona provide a “do not eat me” signal to the macrophages;
(ii) target cells can actually be activated via proteins associated
to the NP-corona. Despite its feasibility, some aspects limit the
application of the “protein corona” nanotechnology. One of the
major drawbacks is that the NP-corona composition is not
constant, but it changes with time due to continuous protein
binding and unbinding events up to when final equilibrium is
reached typically within a few hours.>~"> Therefore, the
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