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RESUMEN

Los recientemente avances tecnolégicos y cientificos buscan el desarrollo de nuevos
vehiculos que permitan el transporte, proteccion y liberacion de moléculas bioactivas que
resulten eficaces y seguros para aun posible tratamiento terapéutico. En el presente trabajo
de investigacion se desarroll6 un nanosistema a base de biopolimero y fosfolipidos, el cual
tiene gran potencial en la vehiculacion de los acidos nucleicos. Primeramente, se prepararon
mezclas de los fosfolipidos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) y N- (carbonil-
metoxipolietilenglicol 2000) -1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal sédica (PE
18:0/18:0-PEG 2000 o PE-PEG2000) a diferentes relaciones molares en buffer de acido
hidroxietilpiperazinetanosulfonico (HEPES) y se caracterizaron respecto a tamafio de
particula y potencial zeta por la técnica de dispersién de luz dindmica (DLS). Los resultados
obtenidos muestran tamafios entre 125 y 175 nm y un potencial zeta entre -11 y -15 mV.
Estos resultados se complementaron por medio de las técnicas de microscopia de fuerza
atdbmica (AFM) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Paralelamente, se
formularon complejos de quitosano y 4acido desoxirribonucleico (ADN) a diferentes
relaciones nitrogeno: fdésforo (N:P), los cuales se caracterizaron por medio de DLS,
registrando tamafios de particula entre 100 y 450 nm, asi como cargas superficiales entre -5
y 38 mV dependiendo de variables como el pH y relaciéon N:P. Finalmente, basados en la
interaccién electrostatica entre el complejo quitosano/ADN vy fosfolipidos, se obtuvieron
complejos modificados superficialmente con una capa fosfolipidica. Las nanoparticulas
modificadas registraron un tamario entre 200 y 400 nm, el cual fue medido por medio de DLS
y complementado con el resultado obtenido por AFM. La carga superficial de los complejos
macromoleculares resultd entre 0 y +30 mV. Los resultados obtenidos por la técnica de
electroforesis en gel de agarosa indican una adecuada estabilidad de los complejos a
diferentes condiciones de pH y fuerza iénica. Subsecuentemente, se observa que la eficiencia
de transfeccion aumenta conforme se aumenta la relacion N:P de los complejos quitosano:
ADN. La adicion de fosfolipidos a los complejos macromoleculares indica un aumento en la
eficiencia de transfeccion sobre células HeLa llegando a valores cercanos al 20%. Finalmente

se puede notar una alta viabilidad celular por parte de todos los complejos formulados.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Justificacion y antecedentes

La investigacion relacionada con el disefio de nuevos sistemas de encapsulacion y
liberacion de farmacos o moléculas bioactivas es un tema de gran interés en la actualidad.

El desarrollo de vehiculos transportadores de agentes bioactivos ha estado en estudio
recientemente y se ha notado que los mismos pueden estar compuestos generalmente de
moléculas lipidicas, materiales poliméricos, entre otros. Estos sistemas buscan mejorar la
farmacocinética y biodistribucion de los farmacos que vehiculizan.?

Desde el descubrimiento de los oligonucleoétidos antisentido para la inhibicion
especifica de la expresion génica y mas recientemente el RNA de interferencia (sSiRNA), el
transporte de &cidos nucleicos se ha venido empleando ampliamente para el tratamiento de
diversas patologias, tales como el cancer, enfermedades infecciosas, inflamatorias o incluso
para bloquear la proliferacion celular y asi evitar la aparicion de otras enfermedades.®*
Ademas, los acidos nucleicos ofrecen alternativas Unicas para la actividad terapéutica en
sitios previamente intratables, tales como factores de transcripcion activando o desactivando
la expresion de grupos completos de genes. Por otro lado, la inclusién de acidos nucleicos
puede ser utilizada para incorporar funciones deseadas en el sistema diana (terapia génica).®

No obstante, la administracion de genes de una manera segura y eficiente ha sido un
obstaculo para la terapia génica humana. Los agentes de administracion sintéticos de genes,
aunque son mas seguros que los virus recombinantes, generalmente no poseen la eficacia
requerida.®

Recientemente, las estrategias de liberacion de genes incluyen, sistemas de
administracion basados en métodos fisicos, vectores virales y vectores no virales.” Se ha visto
que a nivel general, las eficiencias de transfeccidn logradas con vectores virales son mayores
en comparacion con las obtenidas con métodos no virales, sin embargo, los vectores no
virales no presentan ciertos efectos secundarios importantes encontradas en los virales, tales
como su alta inmunogenicidad y citotoxicidad. Asimismo, otra de las desventajas del uso de

vectores virales es que se ha observado la generacion del fendmeno conocido como



mutagénesis por insercion. Por otro lado, debido a su patogenicidad reducida demostrada,
menor inmunogenicidad, bajo costo, facilidad de produccion y bioseguridad, los vectores no
virales poseen una importante ventaja sobre los virales.®

En este contexto, la terapia genica no viral es la administracion de ADN o &cido
ribonucleico (ARN) plasmidico codificando un gen local o sistémicamente produciendo o
eliminando la expresion de una proteina, empleando un sistema de administracion constituido
por liposomas o por materiales poliméricos.®’ En particular, durante los Gltimos afios se ha
utilizado dicha técnica para el tratamiento de diversas enfermedades como diabetes??,
enfermedades neuroldgicas®!, cancer'?, ente otras.

Por tanto, la motivacion de este estudio se centra en el uso de quitosano como
acomplejante y encapsulante de las macromoléculas de acidos nucleicos. Dado a las
propiedades cationicas del quitosano, asi como las caracteristicas biodegradables y
biocompatibles, lo hacen un material adecuado y atractivo para su uso en la formulacion de
sistemas que puedan ser usados en medicina, farmacia y en la formulacién de productos
cosméticos.’® A la vez, tomando en cuenta la posibilidad de interaccion con moléculas
anionicas, se pretende realizar un recubrimiento a base de fosfolipidos con el fin de aumentar
la efectividad del encapsulado y su liberacion. Este trabajo final de graduacién se enmarca
en el proyecto “Aplicacion de la nanobiotecnologia para el desarrollo de sistemas de
transporte Carrier-in-a-Carrier para la transfeccion de acidos nucleicos”. Se pretende con este
trabajo unir los esfuerzos de dos grupos de investigacion, como lo son el POLIUNA vy el
CENIBIot para la elaboracion de un transportador de genes que en un futuro permita el

tratamiento eficaz contra alguna o varias enfermedades.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Sistemas nanotransportadores de compuestos bioactivos

Un campo de potencial interés es el desarrollo de vehiculos para el encapsulamiento
y liberacion de cidos nucleicos. La molécula de ADN no solamente ha sido la base para el
entendimiento de la vida humana, sino que recientemente con la terapia génica ha sido de
gran interés incluyendo en investigaciones plasmidos que contienen transgenes,
oligonucleotidos para aplicaciones antisentido y antigénicas, ribozimas, ADNzimas,
aptdmeros y RNA de interferencia. A pesar de que estas clases de compuestos han sido
investigados y parecen ser promisorios para el tratamiento de un amplio rango de
enfermedades tales como el céancer, SIDA, Parkinson, Alzheimer y enfermedades
cardiovasculares, aln no se encuentra la manera de aumentar su captacion celular, disminuir
su répida degradacion in vivo. Por lo anteriormente dicho, se requiere de un sistema de
administracion que pueda facilitar la internalizacion celular y preservar la actividad del
compuesto activo.t*

El uso de nanoportadores como vehiculo de liberacion se ha convertido en una
herramienta fuerte en el area de la biotecnologia para el transporte de moléculas bioactivas
hasta su sitio diana, ya sea de forma directa (in vivo) en la que la modificacion genética de la
célula es en el interior del organismo o indirecta (ex vivo) cuando la manipulacién genética
ocurre fuera del organismo, en un tubo de ensayo.>°

La reciente investigacion en el area de la nanobiotecnologia ha proporcionado
numerosos avances basicos y aplicados en el sector de la salud. Los nanotransportadores o
nanoportadores se han desarrollado para la administracion de farmacos o como herramientas
de diagnostico eficientes. Esto ya que los mismos permiten una interaccion biomolecular
dirigida y efectiva para reducir los posibles efectos secundarios causados durante el
tratamiento.

Actualmente existen diferentes métodos para la introduccion de material genético:
técnicas eléctricas, transfeccion mecéanica y sistema de liberacion asistidos por vectores.
Entre las técnicas eléctricas y mecanicas se encuentran la microinyeccion,'’ bombardeo de
particulas,'® el uso de presion'® y la electroporacion.’® Sin embargo, son técnicas que podrian

resultar invasivas, destructivas y producir efectos secundarios considerables en el paciente.



Es por esto por lo que el sistema asistido por vectores ha sido el mayormente investigado
durante los Ultimos afios. Entre las propiedades ideales a tener en un sistema para la
administracion o entrega de ADN con fines terapéuticos estdn una alta eficiencia de
transfeccion con una alta especificidad en células diana, baja citotoxicidad e
inmunogenicidad, biodegradabilidad y estabilidad de la formulacion, ademas de ser un
sistema simple de formular y de fécil modificacion para la personalizacion en la
administracion, entrega y expresion del ADN.2*  Los nanotransportadores son en general
nanoparticulas coloidales ampliamente utilizadas para el transporte de un agente terapéutico
o cualquier otra sustancia hacia un sitio objetivo en especifico.?®?! Entre los diferentes
nanotransportadores usados para esta aplicacion se encuentran los nanoportadores organicos
tales como: los nanotransportadores de lipidos sélidos, liposomas, dendrimeros,
nanoparticulas poliméricas y micelas. Asi como también nanoportadores inorganicos tales
como: nanotubos de carbono, nanoparticulas de oro, nanoparticulas magnéticas, puntos
cuénticos y silice mesoporosa. Ademas, se han estudiado también sistemas hibridos en los
cuales se pueden mezclar dos 0 mas tipos de nanoportadores.?

No obstante, los sistemas de administracion se puede clasificar en dos grandes grupos,
los sistemas de administracion asistidos por vectores virales y los asistidos por vectores no
virales.!* A pesar de que se ha visto que los vectores virales logran altas eficiencias de
transfeccion incluso en tipos de células dificiles de transfectar,?? también generan efectos
secundarios, debido a la toxicidad del virus y siendo asi de alto potencial en la generacion de

fuertes respuestas inmunes debido a su capside proteica.?*?*

2.2 Transportadores virales y no virales de genes

El desarrollo de medicamentos ha incluido una estrecha interaccion de varios campos
como la biologia, la quimicay la farmacologia para disefiar medicamentos de alta eficiencia.
Durante los tltimos 10 afios, se han disefiado varios vectores virales y no virales para mejorar
la administracion de genes y farmacos. Sin embargo, a la hora de la elaborar un sistema
eficiente de liberacion de genes se deben tomar varios aspectos clave como lo son: i) el tipo
de transportador que se desea y su composicion quimica; ii) posible interaccion del vehiculo
con los componentes del suero sanguineo; iii) su tiempo de circulacién en el cuerpo y su

biodistribucidn; iv) su escape de las células del sistema inmune y de los macréfagos; v) su
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interaccion con la superficie de la célula; vi) su activacion de vias de apoptosis; Vii) su
penetracion a travées de la membrana plasmatica; viii) su liberaciéon desde los endosomas ix)
su entrada al nucleo; x) persistencia del mismo en el nlcleo, entre otros aspectos a tomar en

cuenta.®

2.2.1 Transportadores virales

Con el paso de los afios los virus han desarrollado diversos mecanismos de entrada a
las células, de preservacion prolongada de su propio material genético dentro de las mismas,
asi como también varios mecanismos de supresion o modificacion de los mecanismos de
proteccion en el organismo huésped. La genética inversa se viene desarrollando desde
aproximadamente 40 afios. Para la mayoria de los virus, se pueden generar variantes
recombinantes y la mayoria de ellos se han considerado como posibles vectores para la
terapia génica.?®

Aunque en la actualidad solamente se utilizan pocos sistemas de administracion viral,
uno de los sistemas mas exitosos para la entrega de farmacos en terapia génica disponibles
en la actualidad son los vectores virales como los retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes, virus de la viruela, virus espumoso humano, y lentivirus.
Para esto, todos los genomas de los dichos vectores virales son modificados eliminando
algunas areas de sus genomas de manera que su replicacion se altere y los haga mas seguros,
sin embargo, los sistemas de transportadores virales presentan algunos problemas tales como
su marcada inmunogenicidad que provoca la induccion del sistema inflamatorio conduciendo
a la degeneracion de las células transducidas y produccion de toxinas resultando en
mortalidad, mutagénesis por insercion y limitacion en su capacidad transgénica.?’

Uno de los mayores problemas que han surgido con el uso de vectores virales para la
terapia génica ha sido su ineficacia, estos al ser usados como vehiculos no persistian en las
células huésped lo que hacia que la expresion del gen de interés fuera en la mayoria de los
casos de corta duracion. No obstante, no solamente este tipo de situaciones se veian
evidenciadas, sino que también otro tipo de resultados no deseados eran obtenidos, tales
como reacciones adversas al tratamiento. En 1999 un paciente que fue tratado haciendo uso
de un vector viral del tipo adenovirus, presentd sintomas de fiebre alta, dafio hepatico e
incluso coagulacion intravascular diseminada lo que lo llevo tiempo después incluso hasta la

muerte, todo esto debido a una respuesta inflamatoria masiva que provocd una falla



multiorganica.?®3° Un afio después, se obtuvo por primera vez éxito en el tratamiento por
terapia genica de 3 nifios con un trastorno de inmunodeficiencia fatal haciendo uso de
vectores virales, sin embargo este mismo tratamiento fue aplicado en otros pacientes, de los
cuales algunos no obtuvieron resultados satisfactorios, desarrollando una enfermedad similar
a la leucemia.?® Por estos y otras evidencias en los ultimos afios la terapia génica viral queda

en segundo plano como Ultima opcion para el tratamiento de enfermedades genéticas.

2.2.2 Transportadores no virales

Los vehiculos de liberacion de genes no virales han sido reportados en la literatura, y
se basan generalmente en lipidos y polimeros catiénicos. Los vehiculos de administracion
cationica interacttian electrostaticamente con la membrana celular e imitan efectivamente los
vectores virales al entrar a través de varias vias de captacion celular, dependiendo de sus
formulaciones. 3t

Uno de los nanotransportadores o nanoparticulas no virales mas investigadas que
actualmente ya se utilizan en el &mbito clinico son los liposomas (con tamarfios entre los 20

nmy 1 um).323

2.2.2.1 Vehiculos de base polimérica

Los polimeros o particulas poliméricas son otro tipo de nanotransportador no viral
estudiado recientemente con los cuales se forma un nanosistema de conjugado polimero-
farmaco que sirve para la administracion de farmacos donde varias moléculas del farmaco se
unen covalente o electrostaticamente al polimero. Entre los polimeros més estudiados para
este fin se encuentran el polietilenglicol (PEG), la poliéterimida (PEI), el dextrano, la
dextrina y el quitosano.343®

El quitosano es un polimero derivado del biopolimero de quitina, un polisacarido
natural muy abundante, que se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos como el
cangrejo y el camardn. Quimicamente el quitosano es un copolimero de la union de B-(1—4)-
2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (figura 1). Este
es soluble en disoluciones acuosas &cidas (pH < 6,0), donde los grupos amino primarios en

las unidades monoméricas de glucosamina se cargan al ser sensibles al pH.3®
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Figura 1. Estructura quimica del quitosano.®

El valor de la pKa de los grupos amino de las unidades de D-glucosamina tiende a
6,5 cuando el grado de desacetilacion es superior al 75%, lo que origina que el quitosano
experimente una transicion de liquido a gel en medios acuosos. 383

Debido a sus caracteristicas Unicas de biodegradabilidad, biocompatibilidad, bio-
adhesion y caracter no toxico, las particulas de quitosano son usadas en sistemas de liberacion
de farmacos, nanofibras, biosensores y peliculas comestibles. “%4! Ademas, con respecto a su
actividad bioldgica, el quitosano provee grandes beneficios, se ha reportado que el mismo
posee la capacidad de mejorar la resistencia a las infecciones virales en las plantas, inhibir
las infecciones virales en las células animales o prevenir las infecciones por medio de fagos
en cultivos bacterianos, asimismo este es conocido como un potenciador inmunolégico. 4243

Lee y colaboradores sintetizaron un quitosano hidrofébicamente modificado
mediante una reaccion de acoplamiento. Las moléculas de dicho polimero se autoagregan y
forman particulas de tamafio nanométrico que al interaccionar con las moléculas de ADN
forman complejos. Dichos complejos retienen el escape del acido nucleico hacia el entorno
y logran una transfeccion en células mamiferas in vitro convirtiéndolo en un potencial
sistema de liberacion in vivo.*

Los dendrimeros son macromoléculas sintéticas ramificadas pequefias (entre 1-20 nm
de diametro) con un ndcleo rodeado por multiples capas con grupos terminarles superficiales
activos, las mdltiples cavidades hidrofobas o hidréfilas que se forman en el interior de la
estructura tridimensional del dendrimero son adecuadas para el encapsulamiento de

moléculas.*



2.2.2.2 Vehiculos de base lipidica

Los liposomas, son vesiculas compuestas por fosfolipidos organizados en bicapas,
poseen una fase acuosa interna y estan suspendidas en una fase acuosa externa. Estos sistemas
pueden encapsular en su estructura moléculas o compuestos activos de caracter hidrosoluble,
liposoluble o anfifilicos, ya sea de forma conjunta o separada. Son de gran ayuda como
protectores y transportadores de sustancias y compuestos activos que presentan problemas
de solubilidad o son sensibles a factores fisicos, quimicos, degradativos y de desactivacion
(sistema inmunologico). Ademas, presentan biocompatibilidad, biodegradabilidad y no
toxicidad.314647

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua, pero que presentan gran solubilidad
en disolventes organicos como el cloroformo. Estos tienen cuatro diferentes funciones
bioldgicas: sirven como moléculas comestibles, como almacenes de energia altamente
concentrada, como moléculas sefial o moléculas guia y como componentes de las membranas
celulares. Los tres tipos principales de lipidos de la membrana celular son los glicolipidos, el
colesterol y los fosfolipidos. De estos tres, los fosfolipidos son los lipidos mas importantes
de las membranas, ya que son muy abundantes en todas las membranas bioldgicas. Una
molécula de fosfolipido esta constituida basicamente por cuatro componentes: acidos grasos,
un esqueleto de glicerol al que se unen los &cidos grasos, un grupo fosfato y un grupo alcohol
unido al fosfato. La funcion de los &cidos grasos es generar una barrera hidrofobica, mientras
que la funcién del resto de la molécula es proporcionar propiedades hidrofilicas de modo que
le permita a la molécula interactuar con el entorno.*®

La formulacién liposomal que contiene fosfolipidos (por ejemplo, DPPC, cuya
estructura se muestra en la figura 2) ofrece espacio para la optimizacion en términos de carga
superficial y estabilidad mecanica que tienen un efecto significativo en la transfeccion. 314950
Ademas, se ha reportado que este mismo fosfolipido es termosensitivo, cuya temperatura de
transicion de fase es de 41°C, haciéndolo Util para una liberacion controlada del compuesto
activo en el sitio diana.>!

Lenzo y colaboradores®? estudiaron el comportamiento in vivo de las emulsiones
utilizando diferentes fosfolipidos: EPC, DOPC, DMPC, DPPC vy 1-palmitoil-2-
oleoilfosfatidilcolina (POPC) como emulsionante. En ese estudio, las emulsiones se

prepararon en un tamafo de aproximadamente 150 nm, y la tasa de eliminacion en plasma



de rata dependio principalmente de los tipos de fosfolipidos. Cuando estas emulsiones se
inyectaron en la sangre de ratas conscientes, la tasa de eliminacion de formulaciones
utilizando DPPC como emulsionante fue la més lenta, lo que confiere una mayor
biodisponibilidad a la formulacion.

El estudio de un lipido sintético que puede extender los tiempos de circulacion
finalmente da lugar al desarrollo de bicapas de injerto de polimero en el fosfolipido. Varios
lipidos poliméricos conducen a tiempos de circulacion prolongados, pero los mas bien
estudiados son los que consisten en PEG injertado en fosfatidiletanolamina (PE). Un ejemplo

de este tipo de moléculas se muestra en la figura 2.51:5
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Figura 2. Estructuras quimicas de los fosfolipidos a) PE-PEG2000 y b) DPPC.5*

Ciani y colaboradores realizaron un estudio en el cual liposomas con carga superficial
de +48 mV fueron sintetizados haciendo uso de un fosfolipido de naturaleza zwitterién
(DOPE) y otro cationico (DOTAP) con el fin de formar complejos lipido-ADN o “lipoplejos”
con tamafios menores a los 800 nm con posible potencial en transfeccion.® Por otro lado, en
la investigacion realizada por Pierrat y compafieros se sintetiza un vector no viral al conjugar
el fosfolipido DOPC con polietilenglicol, que puede entregar ADN de manera eficiente a las

células diana, formando un complejo con el mismo y liberandolo con una toxicidad minima.>®

Para aumentar la estabilidad de los liposomas, estos se pueden recubrir con polimeros.
Por ejemplo, el recubrimiento con polietilenglicol ha permitido a los liposomas alcanzar

tiempos de circulacion estables, ademas de esta manera son acumulados selectivamente en



los sitios objetivos a través del efecto potenciado de permeacion y retencion, y tienen una
mejor eficacia terapéutica. Por otra parte, la disminucién de la carga superficial por el
polietilenglicol también puede mejorar la vida media y la biodisponibilidad en el sitio de
destino, y puede reducir los efectos secundarios.’

Por otra parte, se sabe que los lipidos modificados con PEG se agregan usualmente a
las formulaciones de vesiculas con fosfolipidos usadas para la administracion de farmacos
para proporcionar un recubrimiento estérico en la superficie y de esta manera impedir la
eliminacion de las particulas por el sistema reticuloendotelial (RES). Esto prolonga la vida
media plasmatica circulante de la droga. La vida media plasmatica del farmaco se puede
ajustar o sintonizar desde varias horas hasta dias, dependiendo del tamafio del PEG y los
acidos grasos unidos al anclaje lipidico.>®>°

Por tanto, para este estudio se utilizaran dos fosfolipidos en especifico para la
formacion de los liposomas: DPPC y PE-PEG2000.

Otro tipo de nanotransportadores no virales estudiados similar a los liposomas son las
micelas, las cuales poseen tamafios menores, aproximadamente entre los 10 y 100 nm de
diametro.®%8! Las micelas son dispersiones coloidales que consisten en moléculas
tensoactivas anfifilicas discretas o polimeros anfifilicos que se agregan espontaneamente
cuando estan en agua, formando una estructura esférica con un nucleo hidrofébico que tiene
la capacidad de encapsular moléculas hidrofébicas.®?

Las nanoparticulas de lipidos sélidos son dispersiones coloidales compuestas por
lipidos sélidos como ceras, acidos grasos o glicéridos estabilizados por tensoactivos. En
dichas nanoparticulas el farmaco puede quedar atrapado dentro de la matriz lipidica,
encapsulado o adsorbido a la superficie de las particulas preparado para ser liberado
posteriormente dentro de las células diana.*

Finalmente, también se pueden encontrar otras nanoparticulas que sirvan como
nanotransportadores no virales de biomoléculas activas tales como puntos cuanticos,

niosomas y nanotubos de carbono.34%3
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2.3 Citometria de Flujo

La citometria es el proceso en el cual las caracteristicas fisicas y/o quimicas de cada
una de las células o particulas, de tamafios similares, son medidas.®*

La citometria de flujo es una técnica biofisica que permite analizar y cuantificar
simultdneamente varias caracteristicas celulares, donde las células son transportadas por
medio de un fluido y que generan una sefial al interferir con un haz de luz, todo esto haciendo
uso de un citometro de flujo. Este Gltimo, mide el tamafio, la granulosidad y la fluorescencia
relativa de cada una de las células usando un sistema éptico en conjunto con uno electronico
que registra la forma en la que cada célula dispersa el haz de luz y emite fluorescencia.®®

La transfeccidn de plasmidos es el primer paso en la generacion de células eucariotas
establemente transformadas, ademas es una herramienta Gtil utilizada para evaluar la
expresion génica. En términos de transfeccion celular, con el fin de monitorear y maximizar
la eficiencia de la transfeccion y el nivel de expresion del plasmido introducido, se utiliza
frecuentemente un vector de tipo plasmidico que expresa la proteina de fluorescencia verde
(GFP) en conjunto con la citometria de flujo, obteniéndose la informacidn deseada de manera
rapida y eficiente al tratarse de una técnica de alta sensibilidad y que permite la medicion de
varias muestras de manera simultanea.®® La técnica de citometria de flujo ha sido
ampliamente utilizada durante los Ultimos afios en estudios de terapia génica, como ejemplo
de ello, se puede observar el trabajo realizado por Homann y colaboradores, en el cual se
desarroll6 un método de citometria de flujo confiable, reproducible, simple y rapido para

potencialmente optimizar la eficiencia de transfeccion.®’
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CAPITULO III: OBJETIVOS

Cuadro 1. Objetivos generales, especificos y actividades del proyecto.

Objetivo general

Estudiar el comportamiento fisico-quimico en nanotransportadores de acidos nucleicos a base de complejos

polimero-fosfolipidos, su viabilidad celular y eficiencia de transfeccidn en células cancerosas.

Obijetivos especificos

Actividades

1.

Formular nanotransportadores a
base de complejos de polimeros
hidrofilicos con vesiculas

fosfolipidicas.

Determinar la concentracion de quitosano adecuada
para lograr la formacion del complejo.

Determinar las condiciones de pH, tamafio de
particula y carga superficial de las particulas de
quitosano usadas para la formacion del complejo.
Formular los nanotransportadores estables a base de
los complejos de quitosano con vesiculas

fosfolipidicas.

Caracterizar estructuralmente los
complejos polimero-fosfolipidos

con acidos nucleicos.

Caracterizar las formulaciones por Dispersion de Luz
Dindmica (DLS), Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) y Microscopia de Fuerza
Atdmica (AFM).

Evaluar la estabilidad en funcién del tiempo de las
diferentes formulaciones.

Evaluar el efecto de los diferentes componentes de

las formulaciones sobre sus caracteristicas finales.

Evaluar la viabilidad celular y
eficiencia de transfeccion en
células cancerosas de los

complejos formulados.

Encapsular el agente terapéutico en los
nanotransportadores.
Evaluar la viabilidad celular de los complejos en
células cancerosas.
Evaluar la eficiencia de transfeccion de los

complejos en células cancerosas.
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CAPITULO IV: MATERIALES Y
METODOLOGIA

4.1 Materiales

Los fosfolipidos N- (Carbonil-metoxipolietilenglicol 2000) -1,2-diestearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina, sal sodica (PE 18:0/18:0-PEG 2000) y 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC) fueron proporcionados por Lipoid. El quitosano de ultra bajo
peso molecular fue obtenido de Glentham Life Sciences (PM de 20 kDa y grado de
desacetilacion del 90%). EI ADN de tipo plasmidico con GFP (PM de 4,912x10° kDa) fue
proporcionado por la empresa Speratum. Las células HeLa (ATCC® CCL-2™) fueron
obtenidas por la empresa American Type Culture Collection (ATCC), la Lipofectamina®
3000, Tripsina, Agarosa, solucion tampon salina de fosfato (PBS), el AlamarBlue, TBE, 2-
propanol y los medios DMEM y Opti-MEM, fueron adquiridos de Thermo Fisher Scientific.
El HEPES (>99.5%), &cido citrico (99%), cloruro de estafio (ll) dihidrato, acido clorhidrico
(37%), la ninhidrina y doxorrubicina (98.0-100.0%) fueron adquiridos de la empresa Sigma-
Aldrich. El GelRed de la empresa Biotium. La glicina (>99.5%), el cloroformo, acetato de
sodio y cloruro de sodio fueron adquiridos de J.T Baker. El dietilenglicol monoetil éter, acido
acético glacial (100%) y metanol fueron adquiridos de Merck. El hidroxido de sodio en
pellets se obtuvo de Macron Chemical.

4.2 Preparacion y caracterizacion de las disoluciones de quitosano

Una disolucion de quitosano 0,5 mg/mL se prepar6 disolviendo el quitosano de ultra
bajo peso molecular en una disolucion amortiguadora de acido acético y acetato de sodio
(0,2M). Simultaneamente, otra disolucion de quitosano fue preparada a la misma
concentracion en una disolucion de acido acético diluida. Ambas mezclas se dejaron agitando
durante toda la noche a temperatura ambiente, posteriormente se esterilizaron en una
autoclave y se almacenaron a 4 °C aproximadamente para su uso posterior. El tamarfio de
particula y la carga superficial fue caracterizada mediante la técnica de DLS en un Zetasizer
(Malvern Instruments, Nano-ZS90). Para la determinacion del tamafio hidrodinamico, cada

medicion se realiz6 con un angulo de 90 °C utilizando un laser de He-Ne y a una temperatura
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de 25 °C. Ademas, cada una se realizo cinco veces con un minimo de cinco corridas, cada
una con una duracion de 5s.

El nimero de aminas libres presentes en el quitosano se determind por medio del
método de ninhidrina.%® Este método consiste en la reaccion que se lleva a cabo entre aminas
primarias y ninhidrina a pH 5,0 y a 100°C que resulta en compuestos de color pdrpura
detectables a 570 nm. Para esto se prepard una disolucién madre de glicina 2 mM de la cual
se obtuvieron por dilucion concentraciones: 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, y 2.0 mM de esta para realizar
una curva de calibracion (anexos, figura 27), asi como también un blanco. A 50uL de la
muestra y estandares se les agregd 0,175 mL de la disolucion de ninhidrina-buffer de citrato-
SnClz y se calenté a 100 °C por 20 minutos en un bafio de agua. Luego de enfriarse a
temperatura ambiente se afiadio 1,25 mL de disolvente (2-propanol), se agité por un minuto
y se dejo reposar por 15 min desde que se sacé la muestra del bafio maria. Finalmente se leyo
la absorbancia de cada muestra (anexos, figura 28) a 570 nm en un espectrofotdmetro UV-
Vis (Thermo Scientific, Evolution™ 220).

4.3 Preparacion y caracterizacion de las vesiculas liposomales

Se siguid la metodologia descrita por Baghdan y colaboradores para la elaboracion
de los liposomas.®

Los liposomas fueron preparados afiadiendo los fosfolipidos DPPC y PE-PEG2000 a
diferentes relaciones molares (1:1, 3:1 y 6:1 DPPC:PE-PEG2000) y se disolvieron en una
mezcla de cloroformo: metanol 2:1 (v/v) usando un balon de fondo redondo de 50 mL. Por
medio de un evaporador rotatorio (R-200, Biichi) se logro evaporar a 40°C el disolvente para
obtener una pelicula fosfolipidica delgada.

Luego, se afadié una disolucion amortiguadora de HEPES 10 mM (pH 7,4) a la
pelicula obtenida y se dej6 agitando durante una noche. Posteriormente, se homogeniz6 la
suspension obtenida mediante el uso de un sonicador (Misonix S-4000).

Se utiliz6 un miniextrusor (Avestin, Liposofast) para la reduccién de diametros de
particulas. Este proceso consiste en hacer pasar a bajas presiones los liposomas a través de
un filtro de policarbonato con cierto tamafio de poro (generalmente de los 100 a los 200 nm)
varias veces de manera secuencial hasta obtener una distribucién de tamafios razonablemente

homogeénea que rondara el tamario del poro del filtro utilizado.®® Seguidamente la suspension
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se extruy6 (21 veces) a traves de membranas de policarbonato de 100 nm usando el
miniextrusor. Las vesiculas fueron analizadas en términos de tamafio de particula y carga
superficial mediante la técnica de DLS y AFM.

Para complementar los analisis de caracterizacion de los liposomas, se empleo la
técnica de TEM haciendo uso de un microscopio electronico de transmision (Hitachi, H-
7100). Se tomaron alrededor de 200 puL de muestra, afiadiéndose a la rejilla de cobre,
secandose a temperatura ambiente la misma y tomando la micrografia a un voltaje de

aceleracion de 100 kV.

4.4 Preparacion de nanoparticulas de quitosano-acido nucleico

Se sigui6 la metodologia descrita por Bravo-Anaya y colaboradores para este
apartado.’”® Una disolucion de quitosano previamente preparada a una concentracion de 0,5
mg/mL se filtrd utilizando un filtro de jeringa de 0,5 pum. Para optimizar el completo
acomplejamiento del acido nucleico se realizaron diferentes formulaciones con diferentes
relaciones nitrogeno: fésforo (N:P), agregando mediante micropipeta volumenes de la
disolucion de quitosano sobre la disolucion del &cido nucleico. Posteriormente la mezcla se
agité vigorosamente haciendo uso de un vortex y se dejé incubando estaticamente a
temperatura ambiente por 30 min.

Con el fin de evaluar la estabilidad de los complejos y su capacidad de retencion del
acido nucleico se analizaron los complejos quitosano: ADN por medio de la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para la preparacion del gel se adicion6 1g de agarosa
en 100 mL de buffer TBE 1X, luego se calent6 la mezcla usando un horno microondas para
lograr una disolucion homogénea. Seguidamente se adicion6 cuidadosamente en la bandeja
y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Finalmente se colocaron las muestras con buffer de
carga (GelRed) en cada uno de los pozos y se corrio el gel a 100 volts por una hora. Para
observar el avance de las muestras en el gel se utilizd un transiluminador (Slimline™,
Spectroline). Ademas, se realizaron varias formulaciones a diferentes concentraciones de
cloruro de sodio (NaCl) con el fin de observar el comportamiento o estabilidad de los
complejos en presencia de un medio salino. Igualmente haciendo uso de disoluciones

previamente preparadas de &cido clorhidrico (0,1M) e hidroxido de sodio (0,1M) se
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modificaron los valores de pH de algunas formulaciones con el objetivo de observar su
estabilidad.

4.5 Preparacion de particulas de quitosano/acido nucleico/fosfolipidos
(Lipoquitoplejos)

La formulacion de lipoquitoplejos (LQPS) se llevo a cabo basado en la metodologia
descrita por Baghdan y colaboradores.®! La suspension de vesiculas liposomales filtradas y
esterilizadas con un filtro 0,22 um se adicionaron al complejo quitosano-acido nucleico y se
mezclé vigorosamente con el uso de un vortex. Para optimizar la formulacion de las
nanoparticulas del complejo final, diferentes relaciones molares PE-PEG2000: ADN vy
DPPC:PE-PEG2000 fueron evaluadas. Finalmente, la mezcla se incubd estaticamente
durante una hora a temperatura ambiente.

Para el ajuste del tamafio y la morfologia de las nanoestructuras (lipoguitoplejos), se
realiz6 un disefio experimental (ortogonal) basado en el método de Taguchi, pudiendo asi
estudiar los diferentes factores e interacciones que pueden afectar la formulacion dentro de
un namero razonable de ensayos.”t2 Este método es una combinacion de técnicas
matematicas y estadisticas incorporadas en un estudio empirico’?, y se ha aplicado
previamente a otras investigaciones como el desarrollo de farmacos y biosensores.”> "3 La
serie de ensayos que se establecieron tienen como objetivo determinar la combinacién 6ptima
de los parametros que tienen mayor influencia en el rendimiento y la menor variacién del
objetivo del disefio.” Con la informacion recolectada se espera determinar el impacto de cada
variable sobre las propiedades fisicas de los agregados, que indirectamente afectan los
resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos.”® "’

4.6 Caracterizacion de las particulas formuladas
La caracterizacion del tamafio y carga superficial de las particulas formuladas se
realizo por medio de la técnica de DLS y AFM. Los resultados fueron complementados por
medio de la técnica de TEM.
Para la toma de las micrografias por AFM primeramente se exfoli6 la superficie de
mica donde se agrega la muestra, es decir, se le desprendié una capa superficial para

aplanarla, usando cinta. Luego se extrajo 20 uL de la muestra y se depositaron sobre la mica.
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Para fijar la muestra se utilizé nitrogeno gaseoso que se aplico aproximadamente a 60° de la
superficie para asi poder eliminar los excedentes de liquido. Una vez fijada la muestra se
coloco en el Microscopio de Fuerza Atdmica (Park Systems, Park NX10) para la toma de

datos. Finalmente, la misma se realizé en modo “no contacto”, utilizando dos tipos de puntas

(PPP-NCHR y AC160TS).

4.7 Evaluacion de la viabilidad celular de los complejos

La evaluacion de la viabilidad celular se realiz6 tomando como base el método
descrito por Zamora-Mora y colaboradores, en el cual se utiliza AlamarBlue como reactivo
de ensayo de viabilidad celular, el cual contiene resazurina, un indicador redox fluorescente
permeable a la membrana celular.”® Para esto, se utilizé la linea celular de cancer Hela,
manteniendo las células por pasajes continuos o congeladas a -80 ° C. Las células se
sembraron a una densidad de 12 500 células por pozo en placas de 96 pocillos de fondo
transparente y paredes oscuras para fluorescencia y se incubaron por 24 h en un ambiente
controlado de humedad, temperatura, y dioxido de carbono (CO2) en medio de cultivo
DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10%. Finalizado el tiempo de incubacion
se elimind el medio de cultivo y se realiz6 un lavado con PBS para luego agregar las
nanoestructuras en una concentracion que contenga 800 ng de acido nucleico/pozo en el
medio Opti-MEM y se incubaron las células por 24 h. Para el ensayo se realizaron dos
controles con un fin comparativo, los controles realizados fueron Doxorrubicina como
control negativo y Lipofectamina como control positivo. A las 24 h posteriores a la adicion
de los acidos nucleicos se removié el medio de cultivo (Opti-MEM), se realizé un lavado con
PBS y se agrego el medio de crecimiento DMEM con 10% de FBS. Se dejo incubando por
un periodo de 24 y 48h. Pasado el tiempo de incubacién se agreg6 el AlamarBlue, se incub6
por 2h a 37 °C y después se procedio a realizar la medicion de fluorescencia en el lector de
microplacas (Synergy H1, Bio Tek) segln las instrucciones del fabricante de la sal de
resazurina (AlamarBlue). Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad celular
promedio usando un control negativo de células HelLa sin tratar y como blanco el medio de
cultivo con reactivo de AlamarBlue sin células con que interaccionar. Las pruebas se

realizaron para tres muestras preparadas independientemente de cada formulacion.
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4.8 Evaluacion de la eficiencia de transfeccion de los complejos

La evaluacion de la eficiencia de transfeccion se realiz6 tomando como base el
método descrito por Huang y comparieros.’”® Se sembraron 12 500 células HeLa por pocillo
en una placa de 96 pocillos en DMEM con 10% FBS y se incubaron por 24 h con el objetivo
de obtener una confluencia del 80% al dia siguiente. Finalizado el tiempo de incubacion se
elimind el medio de cultivo y se realizd un lavado con PBS para luego agregar las
formulaciones de tal manera que cada pocillo contenga 800 ng de ADN en el medio Opti-
MEM. Para los ensayos se realizd un control positivo de Lipofectamina con un fin
comparativo. Una vez agregadas las formulaciones se dejaron en contacto las nanoparticulas
con las células por un periodo de 24h como espacio para que se pueda efectuar la
transfeccion. Pasadas las 24h de transfeccion se removié el medio de cultivo (Opti-MEM),
se realiz6 un lavado con PBS y se agreg6 el medio de crecimiento DMEM con 10% de FBS.
Se dej6 incubando por un periodo de 24 y 48h. Pasado el tiempo de incubacion se procedid
a remover el medio de cultivo de crecimiento y desprender las células con Tripsina.
Finalmente se lee la placa de 96 pocillos utilizando un citometro de flujo (Guava®
easyCyte™ HT) que realiza el conteo de células de acuerdo con la florescencia emitida. Para
la medicion de cada muestra se recolectaron un total de 10000 eventos, el flujo utilizado fue
de 0,59 pL/s con un tiempo de adquisicion maximo de 210 s y a una temperatura de 22 °C.
El equipo grafico automéaticamente los datos para luego ser analizados y obtener la eficiencia
de transfeccidn de cada muestra, todo esto fue posible con el software del equipo. Las pruebas

se realizaron para tres muestras preparadas independientemente de cada formulacion.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y
DISCUSION

5.1 Preparacion y caracterizacion de las suspensiones liposomales
Se formularon diferentes relaciones de los fosfolipidos DPPC y PE-PEG2000 y se
caracterizaron en cuanto a tamario y carga superficial.
Todas las dispersiones se prepararon en HEPES como solucion tampén con el fin de
simular el pH fisiolégico (pH 7,0-7,4) a una concentracion de 10 mM. 8081
En la figura 3 se presentan los resultados de tamafio y potencial zeta de las diferentes

dispersiones fosfolipidicas dispersadas en HEPES.
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Figura 3. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de
los liposomas a diferentes relaciones molares DPPC: PE-PEG2000.

Notese que, la relacion 1:1 mostré una polidispersidad mayor entre sus tres
mediciones a la del resto de las formulaciones, la cual puede explicarse en términos de una
mayor proporcion de PE-PEG2000 que contribuye con la introduccion de grupos
voluminosos induciendo posiblemente la variacion de la forma y del tamafio del liposoma.
Este comportamiento ha sido observado por otros investigadores, tal como Li y compafieros

donde sugieren que la estructura fisica y propiedades los liposomas puede ser afectada de
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acuerdo con la concentracion de “PE-PEG” al interno de la formulacion, ya que los
fosfolipidos compuestos por esta estructura tienden a tener una forma de cufia.®? De tal
manera, la polidispersidad también puede relacionarse por la presencia de distintas
morfologias de liposoma, la cual podria depender del contenido de PE-PEG2000 presente en
la formulacion.

Como se puede observar la mayoria de las formulaciones mantienen un tamafio
relativamente constante, dentro del intervalo de 100 a 200 nm. Sin embargo, la formulacion
de liposomas con la relacién molar DPPC:PE-PEG2000 10:1 obtuvo un tamafio que supera
los 400 nm (PDI de 0,336), desviandose completamente de la tendencia resultante; esto
podria explicarse debido a un particular autoensamblado o a la agregacion de los liposomas
a esta relacion, producto de las interacciones entre los extremos polares de los fosfolipidos.
Claramente, la interaccion a esta proporcion induce la formacion de agregados de mayor
tamano y polidispersidad, los cuales se podrian evidenciar por la desviacion de los resultados
de potencial zeta.

En particular, el potencial zeta, depende de la naturaleza de la suspension, las
propiedades fisicoquimicas de las particulas como tamafio, concentracion, composicion y
morfologia.®® Los potenciales Z obtenidos para las formulaciones de los distintos liposomas
se mantuvieron relativamente constantes dentro de un intervalo negativo (-11 a -16 mV). El
aumento en la proporcion molar del fosfolipido PE-PEG2000 no parece afectar
significativamente el potencial zeta. No obstante, la formulacién fosfolipidica con relacién
molar 10:1 presenta valores de potencial zeta variables desviandose de la tendencia
completamente confirmando la presencia de agregacion. Esta dependencia del potencial Z y
la morfologia de las particulas fue reportada por Retamal Marin y colaboradores, empleando
particulas de didxido de silicio (SiO2) y mediante la determinacion de la movilidad de las
particulas y su agregacion sobre la distribucion de sus cargas en dispersion.®* Una posible

representacion de la estructura del liposoma formado se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Representacién esquematica de la estructura de un liposoma a base de los fosfolipidos DPPC y PE-
PEG2000.

Se determind que durante tres semanas las distintas formulaciones presentaron una
adecuada estabilidad (figuras 29, 30y 31). En el caso de la relacion DPPC:PE-PEG2000 1:1,
los tamafios se mantuvieron constantes dentro del intervalo de 180-200 nm; mientras que las
formulaciones con relaciones de 3:1y 6:1 no presentaron cambios respecto al tamafio. Como
se menciond anteriormente, la polidispersidad en el tamafio de las vesiculas presentado por
larelacion molar 1:1 podria ser explicado en términos de atracciones intermoleculares debido
a la presencia de la cadena polimérica de PEG2000 favoreciendo las interacciones de van der
Waals. Un fendmeno similar fue observado en la investigacion realizada por Abreu y
colaboradores, donde las formulaciones liposomales que contenian una cadena polimérica de
PEG resultaron en tamafios mayores.

Por otro lado, el potencial zeta de la formulacion con una relacion molar 1:1 tuvo un
aumento a lo largo de las tres semanas de estudio. En contraste, los resultados obtenidos por
los liposomas formulados con la relacion molar 6:1, no registraron una variacion
significativa. Las ligeras variaciones podrian atribuirse a cambios a nivel estructural, los

cuales a su vez podrian depender de la estabilidad de los liposomas en funcion del tiempo.



Los resultados de tamafio determinados mediante DLS fueron comparados con los
obtenidos por medio de la técnica de TEM.8®

En la figura 5 se muestra la micrografia obtenida por la técnica de TEM de los
liposomas formulados al mezclar los fosfolipidos DPPC:PE-PEG2000 en una relacion molar
1:1. Como se puede observar en la micrografia, los liposomas tienden a aglomerarse durante
el proceso de preparacion de la muestra, resultando en estructuras de forma irregular y de

tamano variable, tales como las marcadas como “A”, “B” y “C” en dicha figura.

, '.'f@".

.1. "

Figura 5. Micrografia TEM de los liposomas formados por los fosfolipidos DPPC: PE-PEG2000 en la

relacién molar 1:1, donde “A”, “B” y “C” representan algunas de las aglomeraciones observadas.

Los resultados obtenidos por TEM fueron contrastados con los obtenidos mediante la
técnica de microscopia de fuerza atomica. Esta técnica se basa en la percepcion de fuerzas
generadas entre una punta sumamente delgada (adjunta a un cantiléver) y la superficie de
interés. Bajo principios de interferometria Optica es posible detectar la desviacion del
cantiléver y por lo tanto generar una imagen de la topografia de la superficie estudiada.®” No
obstante, la obtencion de imagenes correspondientes a muestras de liposomas, se dificulto
inicialmente debido a su tendencia a aglomerarse y formar secciones de gran tamario tras el
proceso de secado.

En la figura 6 se muestra la micrografia de los liposomas formulados con la relacién

molar DPPC:PE-PEG2000 3:1, los cuales fueron utilizados en formulaciones posteriores.
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Como se observa en la figura 6, los liposomas formulados presentan tamarios entre los 100 y

200 nm aproximadamente, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por medio de DLS.

Figura 6. Micrografia de AFM sobre mica para la formulacion liposomal con una relacién molar DPPC: PE-
PEG2000 3:1 tomada a una escala de 2x2 um.

Para esta aplicacion, la técnica de AFM retiene su mayor atractivo en el hecho de que
la muestra no necesita ser modificada de alguna manera para poder ser detectada, ademas de
que las mediciones generan imagenes de alta resolucion incluso a escala nanométrica y
medidas en tiempo real. Interesante notar en la figura 6, que a pesar de que la mayoria de los
liposomas obtenidos en la micrografia de AFM resultaron en tamafios que concuerdan con
los obtenidos por la técnica de DLS, también se pueden observar particulas con tamafios
relativamente mayores. Este fenémeno fue estudiado por Ruozi y colaboradores donde
efectivamente evidenciaron que después de varios minutos de estar la muestra depositada en
la superficie de mica se observa una deformacion en la forma de los liposomas resultando en
formas mas aplanadas y menos esféricas debido a una deshidratacion progresiva de los

mismos con el tiempo.8
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5.2 Preparacion y caracterizacion de disoluciones de quitosano a

diferentes valores de pH

Se prepar6 una disolucion de quitosano a una concentracion de 0,5 mg/mL y se evalud
el tamafio de la particula y su carga superficial en funcion del pH. Los resultados se muestran
en la figura 7, donde se registran valores de tamafio superiores a 300 nm y potenciales zeta
entre +30 mV y +45 mV en un rango de pH entre 3,5y 5,5. Se puede observar que conforme
el pH aumenta, el valor de tamafio y potencial zeta disminuye, tendiendo a alcanzar valores
cercanos a los 200 nm y +10 mV, respectivamente. Notese que, a pH entre 4.5 y 5.5, los
cambios no son significativos, permaneciendo los mismos tamarios de particula y potenciales
zeta. Este efecto ha sido observado también en otras investigaciones, tal como la realizada
por Saied y Aider, quienes observaron que tanto para quitosano de bajo peso molecular, como
también para quitosano de alto peso molecular los valores de potencial zeta resultaban menos

positivos (disminuian) conforme el valor de pH aumenta.®®
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Figura 7. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de

disoluciones de quitosano a diferentes valores de pH.

En la figura 7, se nota la dependencia del tamafio de particula y potencial zeta del
quitosano en funcion del pH, en la cual, a su vez, se demuestra la sensibilidad del polimero

por los cambios de pH.
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El quitosano estd constituido por un alto porcentaje de aminas primarias en su
estructura que a valores de pH &cidos (menores a su pKa de 6,5) se protonan permitiendo al
polimero solubilizarse en disoluciones &cidas diluidas. Conforme el pH de la disolucion se
vuelve mas acido es de esperar que aumente tanto el tamafio de particula, asi como el
potencial zeta. Esto se puede explicar en términos de una mayor proporcion de aminas
protonadas que inducen la repulsion entre las cadenas del polimero, causando que su
estructura de ovillo estadistico se expanda resultando en tamafios mayores y una carga
superficial positiva. En contraste, conforme se aumenta el pH de la disolucion, se observa
una disminucion en el tamafio de particula, debido a una disminucion en las interacciones de
repulsion en la macromolécula, induciendo a la compactacion de las cadenas. Este resultado
fue obtenido también en la investigacion realizada por Liu y Gao, en la cual se observa el
mismo comportamiento (dentro del rango de pH desde 3,5 a 5,5) respecto a la disminucion
tanto en el tamafio de particula como del potencial zeta conforme aumenta el pH de la
disolucion, al realizar una caracterizacion de tamafio y potencial zeta.*°

El contenido de aminas libres del quitosano se determind mediante el método de
ninhidrina resultando en 43,9 mol N/mol quitosano. La reaccién solamente se da con las
unidades de 2-amino-2-deoxi-f-d-glucopiranosa (grupos amino primarios del quitosano)
produciendo un complejo coloreado. El espectro de absorcidn se realiz6 entre 325y 750 nm,
obteniéndose un méximo a 570 nm, el cual es caracteristico de la formacion de
dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina, también Illamado parpura de Ruhemann. Cabe
mencionar que cierta desviacion puede resultar en la determinacion debido a que la reaccion
entre el quitosano y ninhidrina no se da en un 100%. Esto se puede deber a factores como la
polidispersidad del polimero, aminas no protonadas, impedimento estérico y la
nucleofilicidad del grupo amino; tal y como fue reportado por Sabina Prochazkova y
colaboradores.®® No obstante, se ha demostrado en investigaciones similares que el método
resulta adecuado para la determinacion de la cantidad de aminas primarias experimentales
disponibles en polimeros, tomando en cuenta ademas las ventajas que lo hacen de gran
atractivo, tales como su rapidez, sensibilidad, precision, reproducibilidad y bajo costo.®
Finalmente, cabe mencionar que como en cualquier técnica convencional, los resultados se
pueden ver afectados por consideraciones tales como la fuerza idnica de los solventes,

temperatura y el valor de pH de las disoluciones a evaluar.%
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5.3 Preparacion y caracterizacion de los complejos quitosano: ADN

El quitosano es un polisacarido policatibnico que puede interaccionar
electrostaticamente por medio de las cargas positivas de sus grupos amino con la
macromolécula de ADN que tiene un caracter polianionico.**

En este estudio se evaluaron diferentes relaciones nitrégeno: fosforo (N:P) del
complejo quitosano: ADN plasmidico para posteriores evaluaciones biologicas. El
comportamiento del tamafio y potencial zeta se evalud a tres valores de pH (4,0; 5,0 y 5,5)
mediante la técnica de DLS. En la figura 8 se muestran los resultados de potencial zeta y
tamafo para las formulaciones de complejos quitosano: ADN a pH 4,0. Inicialmente, la
formulacion con la relacion N:P 2:1 present6 un tamafio de aproximadamente 200 nm, este
tiende a disminuir al aumentar la relacion N:P hasta 6:1. Conforme se sigue aumentando la
relacién nitrégeno: fosforo se observa un ligero y continuo aumento en el tamario de las
nanoparticulas. Este comportamiento fue observado también por Sreekumar y colaboradores,
donde al realizar un estudio de los parametros que influencian el tamafio de las nanoparticulas
de quitosano obtuvieron que el aumento en la concentracion del polimero es directamente
proporcional al aumento en el radio hidrodindmico promedio de las nanoparticulas
formadas.® Interesante notar que la relacion N:P 18:1 preparada a pH 4 presenta la mayor
incertidumbre respecto a las deméas formulaciones, debido posiblemente al exceso de
quitosano en el medio y a la repulsion electrostatica entre sus cadenas poliméricas.

Por otro lado, la formulacion con la relacion quitosano: ADN 2:1 registra un potencial
zeta relativamente bajo (+10 mV), el cual se vuelve mas positivo al aumentar la relacion N:P.
Dicha tendencia se puede explicar por una mayor cantidad de aminas protonadas presentes
en el complejo polimérico. Este comportamiento ha sido observado por Ing y colaboradores
al estudiar la dependia del tamafio de particula y el potencial zeta en funcién de la

concentracion de quitosano con diferentes pesos moleculares.
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Figura 8. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de
los complejos quitosano: ADN ampliado a mas relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en &cido

acético a un valor de pH de 4,0.

Por su parte, las figuras 9 y 10 se muestran los resultados de las mismas relaciones
estudiadas a un pH de formulacién de 5,0 y 5,5 respectivamente. Se puede observar que el
comportamiento es similar a las formulaciones realizadas a pH 4,0. Esto implica que el pH
de la disolucidn de quitosano utilizado tiene un impacto significativo en la carga superficial

final del complejo, mas no tanto en su tamafio.
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Figura 9. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de
los complejos quitosano: ADN a las diferentes relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en acido

acético a un valor de pH de 5,0.
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Figura 10. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de
los complejos quitosano: ADN ampliado a mas relaciones N:P, utilizando el quitosano disuelto en 4cido

acético a un valor de pH de 5,5.

Asimismo, de acuerdo con los resultados se evidencia que a un pH menor de
formulacién se alcanzan valores de potencial zeta méas positivos, debido a una mayor

disponibilidad de aminas protonadas en disolucién.
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Después de observar la tendencia respecto a las caracteristicas de tamafio y potencial
zeta del amplio rango de relaciones N:P formuladas, se siguio el estudio solamente con las
relaciones N:P 2:1, 9:1 Y 15:1 reduciendo ligeramente los valores de pH a 4,0; 4,5y 5,0 con
el fin de obtener valores mas alto de potencial zeta. Ademas, se ha evidenciado que la
presencia de sales en el medio en el cual se encuentran las nanoparticulas de quitosano, no
cambia la tendencia de las mismas respecto a su tamafo y potencial zeta, tal y como se puede
observar en la investigacion realizada por Picola y colaboradores, en la cual, se puede notar
que a pesar de que los valores de tamafio y potencial zeta aumentan y disminuyen
respectivamente con el incremento en la fuerza iénica del medio, la tendencia o
comportamiento (de aumento/disminucién) de ambos pardmetros es el mismo al variar la
relacion N:P en comparacién con las formulaciones que presentan una baja concentracién de
sales en el medio. Asimismo se sugiere que la presencia de sales en las formulaciones
quitosano: ADN puede generar una conformacién optima de las nanoparticulas, aumentando
su eficiencia de transfeccion.’” Por lo anterior, se prosiguié con el presente estudio
disolviendo el polimero en una disolucion amortiguadora de &cido acético y su sal de sodio
(acetato de sodio), de esta forma, se evaludé también el tamafio y potencial zeta de las
formulaciones con las relaciones N:P de 2:1, 9:1y 15:1 a pH de 4,0; 4,5y 5,0 formuladas en
medio buffer.

En las figuras 11, 12 y 13 se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion
de tamafio y potencial zeta de las formulaciones, realizada por medio de la técnica de

dispersion de luz dinamica.
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Figura 11. Promedio de tamafio de particula y carga superficial de tres muestras preparadas
independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano

en buffer de &cido acético-acetato de sodio a pH 4,0.
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Figura 12. Promedio de tamafio de particula y carga superficial de tres muestras preparadas
independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano

en buffer de acido acético-acetato de sodio a pH 4,5.
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Figura 13. Promedio de tamafio de particula y carga superficial de tres muestras preparadas
independientemente de los complejos quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P formulados con quitosano
en buffer de &cido acético-acetato de sodio a pH 5,0.

Al comparar los resultados obtenidos en las formulaciones realizadas en buffer
(figuras 11,12y 13) con las preparadas en &cido acético diluido (figuras 8, 9y 10); se observa
un aumento en el tamafio de particula y una mayor polidispersidad de los hanoencapsulados.
Las sales presentes en el medio interaccionan con los grupos amino y grupos fosfato
presentes en las macromoléculas induciendo una reduccion en la interaccion entre ambos
polielectrolitos resultando en la desestabilizacion estructural de los complejos y una menor
compactacién del complejo quitosano: ADN. Por otro lado, notese que se obtienen valores
de potencial zeta mas positivos, lo cual se podria explicar en términos del efecto
amortiguador proporcionado por el medio buffer, evitando que el pH de la formulacion pueda
aumentar de manera importante al mezclar la disolucion de quitosano con los otros
componentes de la formulacion (disueltos en agua). Este comportamiento es comparable con
los resultados obtenidos por Nimesh y colaboradores, donde al estudiar el efecto que presenta
tanto el pH como la concentracion de sales en la disolucion sobre las caracteristicas finales
del complejo, se observo un aumento en el tamafio y la carga superficial, posiblemente por
la descompactacion de la formulacion proporcionada por la presencia de un medio buffer

salino.®®
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En la figura 14 se muestra la micrografia de AFM para los complejos quitosano: ADN
con la relacion N:P 9:1. En la micrografia se puede observar la presencia de las particulas,
las cuales luego de ser medidas con el software del AFM “Park SmartAnalysis”, presentaron
un tamario promedio alrededor de los 130 nm, ligeramente menor al obtenido por la técnica
de DLS. Este resultado se puede explicar por la deshidratacion que sufre la muestra durante
el proceso de secado en la preparacion el espécimen antes de ser medida en el microscopio.
Este efecto también ha sido observado en otras investigaciones, tal como la realizada por
Gennaro y colaboradores, en la cual, al realizar un estudio del efecto del estado de las
vesiculas a la hora de la medicion, se obtiene que para aquellas hiumedas el espesor es mayor

en comparacion con las muestras secadas previamente a la medicion.

Figura 14. Micrografia de AFM de los complejos quitosano: ADN a una relacion N:P 9:1, utilizando

el quitosano en buffer de acido acético-acetato de sodio a pH 4,0 sobre mica.

5.4 Determinacion de la capacidad de encapsulamiento del ADN
La electroforesis ha sido una técnica utilizada para obtener informacion respecto al
grado de encapsulamiento del 4cido nucleico en particulas de quitosano: ADN.% En este
estudio se utilizo esta técnica para evaluar el encapsulamiento y la estabilidad de diferentes
formulaciones de nanoencapsulados en funcién del tiempo, pH y concentracién salina. Las

mismas se llevaron a cabo en medio acuoso y luego fueron diluidas con medio Opti-MEM.
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Para este estudio se empled GelRed, el cual es un tinte fluorescente, ultrasensible, estable y
ambientalmente seguro comparado con el bromuro de etidio.!%

El resultado obtenido de los complejos formulados en medio acuoso y utilizando el
quitosano disuelto en &cido acético se muestra en la figura 15. Como se puede observar, el
pozo control (solamente ADN) logré desplazarse considerablemente en comparacion a las
muestras preparadas a pH 4,0 (B, C, D y E), en las cuales se observa poco o nulo
desplazamiento del acido nucleico. Esto podria ser explicado en términos de una interaccion
electrostatica efectiva entre las macromoléculas, induciendo el encapsulamiento del ADN
por parte del quitosano. En contraste, el comportamiento de las muestras formuladas
empleando quitosano en medio acuoso a pH 5,5 (muestras F, G, H e ) se observa una ligera
migracion del ADN aproximadamente a un 60% del gel, lo cual sugiere una menor retencion

de moléculas de ADN en la matriz del quitosano.

A B CDETFGH I
RFE_TaEI@

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa realizada a las muestras de complejos quitosano: ADN luego de 1h
de haber sido formulados (A: control ADN plasmidico; B: Relacién N:P 2:1 pH 4,0; C: Relacién N:P 6:1 pH
4,0; D: Relaciéon N:P 9:1 pH 4,0; E: Relacion N:P 12:1 pH 4,0; F: Relaciéon N:P 2:1 pH 5,5; G: Relaciéon N:P
6:1 pH 5,5; H: Relacion N:P 9:1 pH 5,5; I: Relacion N:P 12:1 pH 5,5), utilizando el quitosano disuelto en
acido acético.

De manera comparativa, en la figura 16 se muestran los resultados de la electroforesis
realizada a los complejos quitosano: ADN (utilizando quitosano disuelto en acido acético)
tras una hora de haber sido diluidos en Opti-MEM (complejos quitosano: ADN a las
relaciones 2:1, 6:1, 9:1, 12:1, 15:1, 18:1 y un control positivo de ADN). Se puede observar

que, bajo estas condiciones, en ninguno de los complejos el ADN logra migrar. Esto sugiere
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una fuerte interaccion entre el quitosano y el ADN en presencia de este medio y como
consecuencia una adecuada estabilidad de las particulas.®!

N:P N:P N:P N:P  N:P N:P ADN

2:1 6:1 9:1 12:1 1511 18:1

Figura 16. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN
(utilizando quitosano disuelto en acido acético), después de una hora de haber sido diluidas en Opti-MEM y

haber alcanzado un pH final de 6,0.

Interesante notar, que las mismas muestras tras un periodo de 24 y 48 h no presentan
cambios significativos, lo cual sugiere una adecuada estabilidad de los nanoencapsulados
inducida por las fuerzas de atraccion electrostatica entre el quitosano y el ADN (anexos,
figuras 32 y 33 respectivamente).

El efecto del pH y salinidad sobre la estabilidad del complejo se evalu6 sobre la
relacion con menor contenido de quitosano (relacion 2:1 quitosano/ADN) mediante la técnica
de electroforesis. La muestra se diluy6 con Opti-MEM y posteriormente haciendo uso de una
disolucién de NaOH 0,1 M se ajusté el pH a un valor de 8. Paralelamente, la concentracion
de sal fue ajustada a 10 mM para la misma relacion N:P. En la figura 17a se puede observar,
que el aumento del pH no induce ningin cambio en la estabilidad del complejo indicando
que la interaccidn electrostatica en la estructura del nanoencapsulado prevalece. Esto sugiere
ademas que esta formulacion puede ser usada en un rango de pH por encima de la pKa del
quitosano (6.5), lo cual podria facilitar su transfeccion en células, ya que la misma es

altamente dependiente del pH del medio de transfeccion.%?
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pH final de la
. 8,0
formulacion: b)

Figura 17. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa para la formulacién 2:1 quitosano: ADN
(utilizando quitosano disuelto en acido acético). a) En medio Opti-MEM a un pH de 8 y b) a 10 mM NacCl.

La evaluacion del efecto de la fuerza idnica del medio sobre la estabilidad de las
formulaciones se muestra en la figura 17b. Se puede observar un ligero desplazamiento en la
formulacién a una concentracién de NaCl de 10mM, sugiriendo un fenémeno de
desestabilizacion estructural que permite la liberacién del ADN. Lo anterior concuerda con
los resultados obtenidos por Pfeifer y colaboradores en los que al evaluar el efecto de la
fuerza ionica del medio, se nota una ligera liberacion del ADN posiblemente debido a una
desestabilizacion de la interaccion electrostatica de los complejos por la adicion de iones
cloruro y sodio.®” Los estudios realizados han comprobado que la adicion de sales de bajo
peso molecular inducen la disociacién complejos polielectroliticos y consecuentemente
podrian resultar en una mayor transfeccion de los nanoencapsulados sobre las células.®

Basados en estos resultados, el estudio se complementd preparando disoluciones de
quitosano a diferentes valores de pH, utilizando una disolucién tampo6n de acido acético-
acetato de sodio como disolvente. Se prepararon tres diferentes disoluciones de quitosano en
buffer, a pH 4,0; pH 4,5y pH 5,0.

Como se puede observar en la figura 18, en las pruebas de electroforesis las
formulaciones con una relacion N:P 2:1, independientemente del pH del buffer utilizado,
presentan una banda caracteristica del ADN tefiido, lo cual puede estar asociado a la
desestabilizacion del complejo en un medio salino. Sin embargo, al diluir cada una de las

formulaciones en el medio Opti-MEM (figura 19) las bandas desaparecen, lo cual podria
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asociarse a una posible interaccion entre las moléculas de ADN y las sustancias presentes en

el Opti-MEM.

N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P
2:1 9:1 15:12:1 9:1 15:1 2:1 9:1
pH pH pH pH pH pH pH pH
40 40 40 45 45 45 5,0

aoEuleo

Figura 18. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a las formulaciones de quitosano: ADN

(utilizando el quitosano en un buffer de &cido acético-acetato de sodio), a diferentes relaciones N:P.

N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P
2:1 9:1 15:1 2:1 9:1 15:12:1 9:1
pH pH pH pH pH pH pH pH
40 40 40 45 45 45 50 50

Figura 1920. Electroforesis realizada a los complejos quitosano: ADN (utilizando el quitosano en un buffer de
acido acético-acetato de sodio) diluidos en medio Opti-MEM a diferentes relaciones N:P.

En las figuras 20A, 20B y 20C se observan los resultados de electroforesis
correspondientes a las formulaciones quitosano: ADN con las diferentes relaciones N:P
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(utilizando quitosano en buffer), evaluadas a diferentes intervalos de tiempo (0, 24 y 48 h)

con el fin de evaluar la estabilidad.

N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P  N:P NP N:P N:P
2:1 9:1 15:1 2:1 9:1 2:1 9:1 1511 2:11 91 21 91151 21 91
40 40 40 45 45 ADN 40 40 40 45 45 ADN 40 40 40 45 45 ADN

N:P N:P N:P N:P
15:1 21 91 151
45 50 50 50 ADN

N:P N:P N:P N:P
15:1 2:1 9:1 15:1

N:P N:P
9:1 15:1
50 50 ADN

NP NP NP NP NP N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P
21 91 151 21 91 21 91 151 21 91 21 91 151 21 91
40 40 40 45 45 ADN 40 40 40 45 45 ADN 40 40 40 45 45 ADN

NP NP NP
21 91 151 N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P N:P
50 50 50 ADN 151 21 91 151 151 21 91 15:1
45 50 50 50 ADN 50 50 50 ADN

Figura 20. Pruebas de electroforesis realizadas en gel de agarosa a las formulaciones quitosano: ADN
(utilizando el quitosano en un buffer de acido acético-acetato de sodio) a diferentes relaciones N:P, tanto en
su medio de formulacién (A: 0 h; B: 24 hy C: 48 h) como también diluidas en medio Opti-MEM (D: 0 h; E:

24 hy F: 48 h) con el fin de medir su estabilidad en el tiempo.
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Se puede notar en la figura 20A algunas bandas correspondientes al desacoplamiento
del ADN en el complejo con quitosano. Este efecto parece ser evidente en la relacién N:P
2:1, mientras que en las demé&s formulaciones no se presenta este fendmeno de manera
significativamente. Por otro lado, en las figuras 20B (24 h) y 20C (48 h) no se registra
ninguna de las bandas observadas anteriormente, asociadas al desensamblaje del complejo.
Este fendmeno ha sido obserdo en otras investigaciones, tal como la realizada por Kim y
colaboradores, en la cual se evidencia que el ADN que no queda atrapado dentro del complejo
se degrada con el tiempo al quedar desprotegido y expuesto al ambiente. Por lo anterior, en
este estudio se sugiere que el fendmeno observado se debe a que conforme pasa el tiempo
después de que las formulaciones fueron preparadas se da una degradacion del ADN que
queda libre en solucion. 1%

De manera similar, los complejos diluidos con medio Opti-MEM (figuras 20D, 20E
y 20F) no registran ninguna banda caracteristica del desacoplamiento del nanoencapsulado.
Ademas, cabe destacar que al diluir la formulacion en el medio Opti-MEM, se obtiene un
valor de pH cercano a 7,0 en las formulaciones con una relacién N:P 2:1 (anexos, cuadro 6),
cercano al pH fisiologico (7,4),2% lo que la convierte en una potencial formulacion para ser

evaluada en las pruebas de viabilidad celular y eficiencia de transfeccion.

5.5 Preparacion y caracterizacion de complejos quitosano/ADN

modificados con fosfolipidos (lipoquitoplejos)

La palabra “lipoquitoplejos” se define a partir de las nanoparticulas formuladas,
donde el acido nucleico se encuentra encapsulado por una primera capa compuesta del
polication quitosano y otra mas externa compuesta por los fosfolipidos PE:PEG-2000.1%

En la figura 21 se muestran los resultados de tamafio y potencial zeta de las
nanoparticulas (utilizando el quitosano en un buffer de &cido acético-acetato de sodio)

resultantes de las formulaciones del disefio ortogonal (cuadro 2).
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Cuadro 2. Disefio ortogonal planteado, elaborado y tomado como guia para cada una de las formulaciones

(usando la relacion N:P 9:1).

Formulacion del DPPC:PE-PEG2000 pH (quitosano) PE-PEG2000: ADN
ortogonal (molar) (molar)
1 6:1 4,0 5000:1
2 1:1 5,0 2500:1
3 6:1 50 1000:1
4 1:1 4,5 5000:1
5 31 50 5000:1
6 6:1 4,5 2500:1
7 31 4,0 2500:1
8 31 4,5 1000:1
9 11 4,0 1000:1

—T - 1 T~ T~ T 1 "~ T "~ 1T "~ T
700 —m— Tamafio - 35
1 T —m— Potencial Z I _
600 - } I
1 \ - 30
500 __—~n r —
- ] S
IS -25 £
£ 400 - ~
g 11 b
£ 3004 - E - 20 =
© 2
J n L o
~ / g
200 - — 7%*% - 15
100
10
0 — T ~ 1~ T T~ T T "~ T T "1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Formulacion del ortogonal

Figura 21. Promedio de tamafio de particula y carga superficial de tres muestras preparadas
independientemente de las diferentes formulaciones del disefio ortogonal (utilizando el quitosano en un buffer

de acido acético-acetato de sodio).
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Respecto a los resultados obtenidos, en general la adicion de los liposomas no afecta
significativamente el tamarfio de los complejos quitosano: ADN formulados, resultando en
particulas con tamafios entre los 200 y los 400 nm. Interesante notar, que la adicion de
fosfolipidos no gener6 en el tiempo una agregacion del sistema, lo cual indica una adecuada
estabilidad del complejo formado. Asociado a esto, se determiné que los valores de potencial
zeta se mantuvieron en el rango entre +15 y +30 mV. En este contexto, Zhang vy
colaboradores, sugieren que el tamafio de las nanoparticulas esta asociada la efectividad de
las interacciones electrostaticas entre los componentes idnicos, donde aquellas particulas mas
pequefias y compactas son producto de una mayor atraccion entre cargas opuestas o de una
mayor magnitud provenientes de cada uno de sus componentes.l%”1% Esto indica que los
complejos quitosano-ADN pudieron haber sido modificados de forma parcial en su
superficie, resultando aun valores de tamafio y cargas superficiales similares a las discutidas
anteriormente en las figuras 11-13, prevaleciendo una particula compacta y una superficie
cationica debido a la presencia de los grupos amino del quitosano. Una posible representacion

de la estructura de los lipoquitoplejos se muestra en la figura 22.

Figura 22. Representacion gréfica de la posible estructura final de un lipoquitoplejo.
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Sin embargo, los sistemas reportados en la literatura muestran que las formulaciones
con caracteristicas cationicas son utilizadas como sistemas de liberacion génica sobre
diferentes lineas de células cancerosas como las de tipo HelLa, HEK, entre otras. 1% Por lo
tanto, considerando los valores de tamafios y de potencial zeta obtenidos, los sistemas
estudiados podrian ser de potencial interés para esta aplicacion.

Para evaluar la importancia de cada una de las variables establecidas en el disefio
ortogonal sobre los resultados tanto de tamafio de particula como de carga
superficial/potencial zeta de cada una de las formulaciones, se realizd el tratamiento
estadistico de los datos usando el programa denominado “SPSS Statistics” de la empresa
IBM como ha sido realizado también en otras investigaciones similares.!'° Para evaluar las
diferentes variables se utilizaron especificamente dos parametros, el coeficiente
estandarizado beta que brinda informacion acerca del impacto de la variable independiente
sobre la variable dependiente en una muestra dada. La significancia indica el porcentaje con
el cual los cambios observados sobre la variable dependiente se deben a factores aleatorios y
no debido a un cambio ralizado en la variable independiente evaluada. De tal manera que se
consideran como significativas aquellas con un valor menor o igual a 0,05 0 5%.'%1%2 |_os

resultados se resumen en los cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Analisis estadistico del disefio ortogonal sobre la variable tamafio de particula.

Resultado analizado: Tamario

Variable en el ortogonal Coeficiente estandarizado Beta Significancia
DPPC:PE-PEG2000 (molar) 0,107 0,584
pH -0,163 0,409
PE-PEG2000:ADN (molar) 0,322 0,109

Cuadro 4. Anélisis estadistico del disefio ortogonal sobre la variable carga superficial (potencial Z).

Resultado analizado: Potencial Z

Variable en el ortogonal Coeficiente estandarizado Beta Significancia
DPPC:PE-PEG2000 (molar) -0,054 0,779
pH -0,280 0,156
PE-PEG2000:ADN (molar) -0,283 0,152
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Se puede observar en los resultados que considerando el coeficiente estandarizado
beta la variable que tiene una mayor importancia es la relacion PE-PEG2000:ADN (molar)
tanto para tamafio como para potencial zeta, sin embargo al tomar en cuenta las las
significancias se puede notar que no existe ninguna variable que sea significativa

estadisticamente (< 0,05).
5.6 Determinacion de la eficiencia de transfeccidon de los complejos

formulados

La evaluacion de la eficiencia de transfeccion se realizdO mediante la técnica de
citometria de flujo. Esta es una técnica que permite la deteccion rapida y sencilla de células
o particulas, cuya medicién se realiza al hacer fluir estas a través de un punto donde se cruzan
con un laser. Esto permite que la deteccion y medida de los pardmetros de interés sea
realizada de manera individual para cada una de las particulas implicadas, pudiendo realizar
un posterior analisis estadistico de los datos. Ademas, al analizarse una gran cantidad de
particulas de forma simultanea le confiere a esta técnica una adecuada confianza.'*3

Para evaluar la eficiencia de transfeccion, se formularon diferentes complejos
quitosano: ADN y quitosano: ADN: fosfolipidos (utilizando una disolucion de quitosano en
un buffer de &cido acético-acetato de sodio). Como control negativo se tomaron las células
Hel a sin ser tratadas con las formulaciones preparadas, mientras que como control positivo
se utilizd un reactivo de transfeccion comercial (Lipofectamina).!'* La doxorrubicina se
empled como control positivo de toxicidad, facilitando la diferenciacion entre las células
HelLa vivas y las células muertas durante las mediciones en el citometro de flujo. A partir del
valor tomado como control negativo, se analizaron las células ya tratadas con los diferentes
tipos de complejos formulados. La poblacion de células tratadas y exitosamente
transfectadas, son detectadas mediante la emision de fluorescencia, como expresion de la
GFP cuyo gen se encuentra en el ADN acomplejado con el quitosano. De manera similar al
estudio realizado por Zheng y colaboradores, donde el GFP es detectado por citometria de
flujo al evaluar la eficiencia de transfeccion de nanoparticulas de quitosano insertadas via
mucosa gastrointestinal . }*°

En las figuras 23 y 24 se muestran los resultados de eficiencia de transfeccion
obtenidos para las formulaciones quitosano: ADN a diferentes relaciones N:P (N:P 2:1
utilizando a la hora de la formulacion, la disolucion de quitosano a pH 4; N:P 9:1y 15:1
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utilizando quitosano a pH 5), después de un tiempo de 24 y 48 h respectivamente. Cabe
mencionar que las formulaciones evaluadas presentaron un pH final cercano a la neutralidad
(7,0) tal y como se indica en el cuadro 6 de la seccion de anexos, donde se muestra el pH
final de cada formulacion luego de haber sida diluida en medio Opti-MEM.

Como se puede observar, las formulaciones quitosano: ADN a diferentes relaciones
N:P registraron eficiencias de transfeccion muy similares entre 7 y 11 % en promedio. Este
resultado inesperado por parte de las relaciones N:P mas grandes podria ser explicado en
términos de un fuerte acomplejamiento entre los polielectrolitos, induciendo a que menor
cantidad de ADN esté disponible y pueda interaccionar con las células. Ademas, los
resultados son reforzados con los obtenidos en los experimentos de electroforesis, en los
cuales no se observé una banda visible de ADN en la mayoria de los casos, indicando una
retencion excesiva del acido nucleico dentro del complejo por parte del quitosano, debido a
la fuerte atraccidn electrostatica entre las macromoléculas y consecuentemente dificultando
la liberacion del ADN plasmidico. El quitosano como portador de acidos nucleicos ha sido
ampliamente estudiado y se ha evidenciado que a una mayor relacion N:P se puede obtener
mayor eficiencia de transfeccion, no obstante, a relaciones muy altas puede existir una union
demasiado fuerte entre ambas macromoléculas reduciendo la capacidad de liberacion del
acido nucleico resultando en una menor eficiencia de transfeccion.!'® En contraste, estudios
similares realizados por por Ishii y colaboradores registran eficiencia de transfeccion de
complejos quitosano: ADN a relaciones intermedias (N:P 3:1 y 5:1), quizas debido a una
Optima interaccion y ensamblaje entre sus componentes.

Considerando lo anterior se tomo la relacion N:P 9:1 para realizar los experimentos
de modificacion con fosfolipidos. Las diferentes relaciones entre los componentes se ven
resumidas en el cuadro 2 previamente mostrado en el presente trabajo de investigacion. Cada
una de las formulaciones del disefio ortogonal se siguié con su respectiva evaluacion
biol6gicay se compararon con las formulaciones sin la adicién de fosfolipidos. En las figuras
23, 24, 25y 26 se muestran los resultados de estos experimentos.
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Figura 23. Promedio de eficiencia de transfeccion (%) de tres muestras preparadas independientemente de

cada una de las formulaciones analizadas en el citometro de flujo a las 24h de crecimiento.

Las formulaciones identificadas como ortogonal 1-9 corresponden a la incorporacion
de fosfolipidos en la formulacién gquitosano: ADN plasmidico. Segun las figuras 23 y 24, la
adicion de fosfolipidos a las formulaciones quitosano ADN, resulta en un ligero
desplazamiento en el porcentaje de transfeccion, sin embargo, estadisticamente la eficiencias
de transfeccion de las formulaciones con fosfolipidos adicionados resultan similares a las
obtenidas en las formulaciones sin fosfolipidos. El efecto de los fosfolipidos como un
componente adicional a los complejos macromoleculares ha sido evidenciado en estudios
similares, tal como el realizado por Du y colaboradores, en el cual se argumenta que la
adicion de fosfolipidos le permite al complejo tener mayor afinidad con los fosfolipidos
externos de las células facilitando no solamente el proceso de endocitosis en la célula, sino
también su fusién con la membrana endosomal y promoviendo asi la liberacion del &cido

nucleico en el citoplasma dentro de la célula.*'8
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Figura 24. Promedio de eficiencia de transfeccidn (%) de tres muestras preparadas independientemente de

cada una de las formulaciones analizadas en el citometro de flujo a las 48h de crecimiento.

Al comparar la eficiencia de transfeccion promedio obtenida a las 24 h de crecimiento
con la obtenida a las 48 h (figuras 23 y 24, respectivamente) parece que la misma decrece en
el tiempo de exposicion para cada una de las formulaciones evaluadas. Lo contrario fue
observado con el control positivo de Lipofectamina, sin embargo, se ha observado que no
todos los reactivos de transfeccidn siguen la misma tendencia en el tiempo, este efecto fue
reportado por Sandbichler y colaboradores, donde al realizar ensayos con cuatro diferentes
reactivos de transfeccion comerciales obtuvieron diferencias en sus comportamientos,
algunos obteniendo su mayor eficiencia de transfeccion a las 24h, mientras que otros a las
48h, asimismo se sefiala que existe una importante diferencia entre las eficiencias de
transfeccion de los reactivos, al evaluar su capacidad de transfeccion en diferentes tipos de
linea celular.!®

5.7 Determinacion de la viabilidad celular de los complejos
La citotoxicidad inducida por los nanomateriales o nanoestructuras se da como

resultado de la interaccion que se origina entre la superficie de la nanoestructura con los
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componentes de la célula.*® Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas inciden
en cdmo estas interactian con dichos componentes y por esto, en su citotoxicidad. Se ha
observado en otras investigaciones, tal como la realizada por Huang y colaboradores, que
tanto el tamafio de particula como la carga superficial son factores que afectan en gran medida
la interaccidon nanoparticula-célula, donde entre menor sea el tamafio de la nanoparticula,
mayor sera su area superficial y tendr& una mayor interaccion con los diferentes componentes
de la célula haciéndose més citotoxica. Por otro lado, se ha observado que la carga superficial
también es determinante, entre mas positiva sea la superficie, mayor interaccion tendra la
nanoparticula con la membrana plasmatica cargada negativamente, resultando en una mayor
captacion celular pero también en una mayor citotoxicidad.!?

Ademéas de la evaluacion en la eficiencia de transfeccion de las diferentes
formulaciones, estas se evaluaron en términos de su viabilidad celular sobre células HelLa a
las 24 y 48 h de exposicion, haciendo uso de AlamarBlue como reactivo de ensayo de

viabilidad celular. En las figuras 25 y 26 se muestran los resultados obtenidos.

" I Viabilidad celular

Lipo 800
N: P 2:1
N:P 9:1
N:P 15:1
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Figura 25. Promedio de viabilidad celular (%) de tres muestras preparadas independientemente de cada una de

las formulaciones analizadas en el citometro de flujo a las 24h de crecimiento.
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Figura 26. Promedio de viabilidad celular (%) de tres muestras preparadas independientemente de cada una de

las formulaciones analizadas en el citometro de flujo a las 48h de crecimiento.

Se puede notar, que tanto a las 24 como a las 48 h de crecimiento la viabilidad celular
promedio de las formulaciones presenta valores mayores al 70%. Los resultados obtenidos
por parte del reactivo citotoxico doxorrubicina presentaron un comportamiento esperado,
donde la muerte celular aumenta con el tiempo de exposicion. Por otro lado, las viabilidades
celulares promedio del control positivo de lipofectamina tanto a las 24 (38%) como a las 48
h (57%) registraron porcentajes relativamente bajos, a pesar de que el mismo presento altas
eficiencias de transfeccion (mayores al 80%). Este comportamiento ha sido reportado por
Clements y colaboradores, donde la eficiencia de transfeccion de la lipofectamina es bastante
alta, sin embargo, con altas dosis de acido nucleico se torna muy citotoxica.’?? De manera
similar, Moradian y colaboradores argumentan que la viabilidad celular disminuye al
aumentar la dosis de acido nucleico empleada, induciendo un estrés sobre la célula que como
efecto indirecto genera citotoxicidad.'® Finalmente, cabe mencionar que a nivel general, las
viabilidades celulares de las formulaciones disminuyeron ligeramente desde las 24 a las 48 h
de crecimiento, esto podria deberse a la adhesidn persistente a las células por parte de los

complejos que no lograron transfectar. Este fendmeno ha sido notado en otras investigaciones
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independientemente de la linea celular usada, tal como la llevada a cabo por Qi y
colaboradores, donde al evaluar el efecto de las nanoparticulas en la profiliferacion de células
obtienen una disminucion en la viabilidad celular desde las 24 a las 48 h sobre la linea celular

de carcinoma gastrico humano MGC803.12

CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La técnica de AFM demostrd ser una técnica Util para la caracterizacion morfologica
de las nanoparticulas formuladas.

El encapsulamiento y retencion del plasmido por parte del quitosano depende de la
relacion N:P a la cual se formule el complejo, sin embargo, la mayoria de las formulaciones
evaluadas tienen la capacidad de retener el ADN plasmidico.

La técnica de electroforesis en gel de agarosa demostrd ser una herramienta facil y
répida para evaluar el encapsulamiento del ADN plasmidico en la matriz de quitosano.

La presencia de sales en el medio de formulacion induce una ligera desestabilizacion
estructural de los complejos, la cual podria provocar un efecto sobre la eficiencia de
transfeccion de estos.

La adicion de fosfolipidos a la formulacion genera una ligera disminucién en el
tamafio del nanoencapsulado, posiblemente por una mejor compactacion del complejo por
medio de interacciones electrostaticas. Ademas, provoca una ligera disminucién en el
potencial zeta de los complejos.

La adicion de fosfolipidos en la formulacion de los complejos quitosano: ADN
plasmidico, genero un ligero aumento en la eficiencia de transfeccion.

Las formulaciones estudiadas muestran una viabilidad celular superior al reactivo de
transfeccion comercial, potenciando su posible uso como sistema de vehiculacién in vivo.

Al evaluar estadisticamente el disefio ortogonal, se obtuvo que el valor de cada una
de las variables individuales evaluadas en el disefio no consiguié un impacto significante

sobre las caracteristicas fisico-quimicas finales del complejo, por lo que no se pudo utilizar
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la informacion resultante de este analisis como herramienta para poder posteriormente

optimizar las diferentes formulaciones.

6.2 Recomendaciones

El recubrimiento del complejo quitosano: ADN con fosfolipidos en las relaciones
estudiadas, generd un ligero efecto sobre los resultados obtenidos, sin embargo, se debe
considerar la adicion de una mayor proporcion de fosfolipidos en la formulacion final con el
fin de obtener diferencias significativas.

A pesar de que al agregar los fosfolipidos DPPC:PE-PEG2000 en diferentes
cantidades tuvo un impacto positivo en la mayoria de las formulaciones, se podria considerar
adicionar otro lipido tal como lo es el colesterol, cuya funcion como estabilizador de
complejos dentro del cuerpo ha tenido un papel importante en aplicaciones de transfeccion.?®

Al realizar el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos en las formulaciones
del disefio ortogonal, se obtuvo que ninguna de las variables del mismo es significativa sobre
los valores finales de tamafio y potencial zeta, no obstante se podria evaluar la significancia
que podria tener la relacion entre las tres variables tomadas en cuenta en el disefio ortogonal
y de esta manera obtener mas informacion acerca de como poder optimizar ain mas las
diferentes formulaciones variando los datos en cada una de las variables.

La técnica de AFM ha sido una herramienta importante en el proceso de
investigacion, ya que ha permitido la obtencion de iméagenes de las distintas formulaciones
de nanoencapsulados realizadas hasta el momento. Esta técnica, ademas, ofrece la posibilidad
de medir las propiedades nanomecanicas de las muestras por medio de la técnica denominada
PinPoint Nanomechanical™, presente en los microscopios de fuerza atémica de Park
Systems, la cual recolecta datos al formar curvas de fuerza/distancia en cada pixel, para que
asi sea posible calcular propiedades nanomecénicas cuantificables, tales como mddulo,
adhesion, deformacién y disipacion y de esta manera poder diferenciar e identificar cada
complejo por aparte.*?

Se propone la evaluacion de la eficiencia de transfeccion de las nanoparticulas
estudiadas con y sin la adicion de fosfolipidos sobre una linea celular diferente tal como
HEK?293, ya que se ha visto que las eficiencias de transfeccion de vectores no virales como

el quitosano varian de manera importante de una linea celular a otra.*?’
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Como recomendacion final se podria realizar un disefio ortogonal en el cual se evalle

la relacion N:P como variable y se fije un unico valor de pH a la hora de formular los

lipoquitoplejos, con el fin de tener mas clara la ruta a seguir para mejorar la eficiencia de

transfeccion. Esto, al estudiar el comportamiento de diferentes relaciones N:P con las

diferentes relaciones a las que se agregan los fosfolipidos en cada formulacion.
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CAPITULO VIII: ANEXOS

8.1 Anexo 1. Célculo de las relaciones N:P tedricas en los complejos

quitosano: ADN

Muestra de calculo realizada para la determinacién de aminas libres por mol de
quitosano utilizado:

e Partiendo desde el hecho de que el polimero (quitosano) con el que se trabajo posee

una unidad repetitiva [CeH11NO4]n se tiene 200009/m0L _ 194 yunidades x 1N =
161 g/mol
124 moles de N por cada mol de quitosano = 124 x 0,90 = 111,6 mn:z)lglii'

Muestra de calculo realizada para la determinacion de micro moles de fosfatos libres por
microlitro de ADN a la concentracién de trabajo:

e Partiendo desde el hecho de que el ADN posee 7950 pares de bases y se encontraba

9
7 1g 4912356——

se tiene mol__ — 309 L por
15900 nucleétidos mol

a una concentracion de 0,237

0,2377 ol [P-]

g
Wr m
M — 7,69x104E :
uL ADN

nucleétido —

umol

Muestra de calculo realizada para la formulacion de los complejos quitosano: ADN a una

relacion N:P 2:1 tomando como base una masa de 2,5 ug de ADN en 100 pL de formulacion:

e ADN:CixVi=C2xV2—>0,2377 t—i’xvp 0,025 t—‘j x 100 pL — V1 =105 L

7,69x10—4pmol [P—]
uL ADN

— 10,5 uL. ADN x = 8,07x10-3 umol [P-].

e Quitosano: Ya que la relacién N:P es de 2:1 entonces se necesitan 8,07x10-3 pmol
[P-] x 2 = 1,61x10-2 ymol [N*] - X ¢ 0,90 = 1,61 x10-2[N+] — X=0,01789 Nr

5 0,01789 pmol N x—2%C% — 1 60%10-4 p mol Qui
111,6 ymol N

Xug

—_— - -4 . _ 1pL
20000mg/pmol 1,60x10-4 pmol Qui - X = 3,2 pg X_O,Sug =64 L.
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8.2 Anexo 2. Determinacion de aminas libres en el quitosano mediante el

método de ninhidrina

Curva de Calibracion con Glicina

1,4000
1,2000
1,0000
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Concentracion (mM)

y=0,6141x + 0,0714
R?=0,9989

Absorbancia (570 nm)

Figura 28. Muestras de quitosano de 2 mg/mL preparadas para el analisis espectrofotométrico con ninhidrina.
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Cuadro 5. Resultados obtenidos en el ensayo de ninhidrina para el quitosano de ultra bajo peso molecular.

Concentracién Concentracién Concentracién de
Coeficiente de . Obtenida de . . .
- N Obtenida de . aminas primarias
Muestra | Ecuaciéon de larecta| determinacion . aminas
aminas - . en moles por mol
(R rimarias (mM) primarias de quitosano
P (mol/uL) a
y =0,3447x - 0,0145 0,9989 1,012 1,012E-09 40,49
y =0,6859x - 0,0004 0,9999 1,009 1,009E-09 40,38
y =0,3433 - 0,0149 0,9996 1,015 1,016E-09 40,62
y =1,4333x - 0,0064 0,9992 0,989 9,893E-10 39,57
y = 0,6408x + 0,0061 0,9981 1,063 1,063E-09 42,53
y =0,3619x - 0,1225 0,9988 1,342 1,342E-09 53,66
y =0,3304x + 0,0118 0,9919 1,206 1,206E-09 48,23
Quitosano y =1,618x + 0,116 0,9957 1,256 1,256E-09 50,23
ULMW 0,5

mg/mL |y =0,3177x - 0,0213 0,9960 1,182 1,182E-09 47,27
y = 0,6842x - 0,041 0,9972 1,164 1,164E-09 46,58
y = 0,3175x - 0,0216 0,9959 1,182 1,182E-09 47,28
y = 1,4126x - 0,089 0,9970 1,169 1,169E-09 46,75
y =0,3177x - 0,0213 0,9960 0,999 9,993E-10 39,97
y = 0,6842x - 0,041 0,9972 0,979 9,790E-10 39,16
y = 0,3175x - 0,0216 0,9959 0,998 9,982E-10 39,93
y = 1,4126x - 0,089 0,9970 0,983 9,828E-10 39,31
Promedio N/A N/A 1,100 1,097E-09 43,87

Para cada muestra de quitosano utilizando la ecuacién de la curva de calibracion, se

despejo la variable dependiente “x” sustituyendo la variable "y” por la absorbancia obtenida

en cada una. Posteriormente la concentracion obtenida en milimolaridad se expresd en

término de mol N/mol Qui.
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8.3 Anexo 3. Célculo de las relaciones N:P en los complejos quitosano:

ADN utilizando el resultado obtenido por el ensayo con ninhidrina

Muestra de célculo realizada para la formulacién de los complejos quitosano: ADN a
una relacién N:P 2:1 tomando como base una masa de 2,5 pg de ADN en 100 uL de

formulacion:

mollP=], __tmol _ _ 76951010221y 10,5 uL = 8,07x10° mol x 2 =
WL ADN ~ 1000000pmol uL ADN

7,69x10-4 £

1uL Qui
1,097x10—9 mol [N+]

1,61x10-8 mol [N*] x = 14,7 pL Qui.

.. La formulacion total es: 14,7 uL Qui + 10,5 uL. ADN + 74,8 uL H2O0.

De igual manera se realiz6 para cada una de las relaciones estudiadas en el proyecto.

8.4 Anexo 4. Evaluacion de la estabilidad de las dispersiones liposomales

en el tiempo por medio de la técnica de DLS
300 l - l : l

—m— Tamarfio -6
—m— Potencial Z ﬁ

250 - - -7

200 n

Tamafio (nm)
i+ t
} \I
. —
(o]
Potencial Z (mV)

150 - - -10
- -11
100 -
- -12
T T T T T
1 2 3
Semana

Figura 29. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de

los liposomas en una relacion molar DPPC:PE-PEG2000 1:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo.
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T T T '7!5
180 4 - —Hl— Tamafio
- —Hl— Potencial Z - -8,0
| |
175 - - -8,5
90 <
~—~ T ' >
s 170 n _ 3
R 95 N
165 - " --10,0 &
g 1 5 5
— [S)
4 - -105 &
160 + 1
--11,0
155 - | 115
T T T T T
1 2 3
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Figura 30. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de

los liposomas en una relacion molar DPPC:PE-PEG2000 3:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo.

T T T T T
230 + —m— Tamafio _ L -8
—Mm— Potencial Z
220 4 L 10
|
_. 210+ S
= --12 £
< B N
2 200 " <
g - 14 8
g . g
190 — a
- -16
180 4 -+
T —-18
170 , . , : :
1 2 3

Semana

Figura 31. Promedio de tamafio de particula y potencial Z de tres muestras preparadas independientemente de

los liposomas en una relacion molar DPPC:PE-PEG2000 6:1 con el fin de evaluar estabilidad en el tiempo.



8.5 Anexo 5. Evaluacion de la estabilidad de los complejos quitosano:

ADN por medio de la técnica de electroforesis

N:P  N:P N:P N:P  N:P N:P
5:1 10:1 15:1 20:1 25:1 30:1

ADN

Figura 32. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN
(utilizando quitosano disuelto en acido acético) después de 24 h de haber sido diluidas en Opti-MEM y haber

alcanzado un pH final de 6,0.

N:P N:P N:p N:P N:P N:P

5:1 10:1 15:1 20:1 25:1 30:1 ADN

Figura 33. Prueba de electroforesis realizada en gel de agarosa a diferentes formulaciones de quitosano: ADN
(utilizando quitosano disuelto en acido acético) después de 48 h de haber sido diluidas en Opti-MEM y haber

alcanzado un pH final de 6,0.
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8.6 Anexo 6. Determinacion de los valores de pH de los complejos
quitosano: ADN en Opti-MEM

Cuadro 6. Medicién de los valores de pH de los complejos quitosano: ADN (utilizando el quitosano en un

buffer de &cido acético-acetato de sodio) formulados antes y después de haber sido diluidos con Opti-MEM.

Complejo quitosano:

Valor de pH

ADN Quitosano utilizadoa | Antes de ser diluido el | Después de ser diluido
complejo el complejo
N:P 2:1 4,0 4.2 7,2
N:P9:1 4,0 41 4,9
N:P 15:1 4,0 4,0 45
N:P 2:1 4,5 4,7 7,5
N:P 9:1 4,5 4,6 53
N:P 15:1 4,5 4,6 49
N:P 2:1 5,0 52 7,6
N:P 9:1 5,0 51 6,9
N:P 15:1 5,0 51 55

Cuadro 7. Cambios en el pH realizados a formulaciones quitosano: ADN (utilizando quitosano disuelto en

acido acético) diluidos en Opti-MEM para analizar su estabilidad por electroforesis.

Formulacién | pH inicial | pH final o ajustado
N:P 2:1 8,1 8,0
N:P 6:1 7,8 50
N:P9:1 7,7 4,0
N:P 12:1 7,5 3,0
N:P 15:1 7,0 7,0
N:P 12:1 7,0 2,0
N:P 18:1 6,3 6,0
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