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LUGAR DE TRABAJO.

El presente proyecto de investigacion se realiz6 en la unidad de Inmunologia Molecular
perteneciente al Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.
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7. RESUMEN

Estrategias actuales para combatir el cancer suelen presentar ciertas desventajas, ya que
no son selectivas para células blanco y afectan tejidos sanos. Es por esto por lo que se
buscan nuevas alternativas. En cancer se ha explorado el uso de microbots basados en
bacterias anaerobias como trasportadores especificos dirigidos a tejidos tumorales, ya
que la mayoria de los tumores sélidos exhiben regiones hipoxicas, por lo que la masa
tumoral presenta microambientes anaerdbicos Unicos, la hipoxia puede ser explotada
para el tratamiento de cancer selectivo. Los microbots tienen el potencial de suministrar
agentes génicos y farmacéuticos concentrados a las células blanco para evitar efectos
secundarios a células sanas. En el presente trabajo se elaboraron Bacteriobots basados
en bacterias de la cepa Bifidobacterium Breve y Nanocomplejos (NCs) compuestos por:
nanoparticulas magnéticas fluorescentes (NPMF), quitosan y el plasmido pHRE-LUC, el
cual codifica para el gen de luciferasa que es regulado por un promotor inducible por
hipoxia. Se evalué la biocompatibilidad de las Bifidobacterias al ser inoculadas
intravenosamente (IV) en ratones. Los Bacteriobots fueron caracterizados por el
microscopio de barrido electrénico (SEM), ademas de evaluar su potencial para el

envio dirigido y expresion de genes en un modelo tumoral in vivo. Los NCs acoplados
a la membrana de la bacteria presentaron un tamafio de 200 a 250 nm con una carga
superficial de + 16 mV. Se comprobd que las Bifidobacterias tienen la capacidad de
colonizar el area hipoxica de tumores solidos mediante PCR. Posteriormente los
Bacteriobots fueron inoculados 1V en ratones portadores de tumor de la cepa C57/BI6, al
cabo de 2 dias fueron sacrificados para determinar la biodistribucion de los Bacteriobots,
asi como su eficiencia de trasporte especifico y expresion génica. Se determind la
capacidad natural de colonizacion tumoral de los microbots mediante fluorescencia y
luminiscencia. El sistema de envi6 de genes (Bacteriobots) tuvo una mayor selectividad
y especificidad hacia un tejido especifico, esto comparado con otros dos sistemas;

Nanocomplejos con presencia de campo magnético y plasmido desnudo inoculado.



8. ABSTRACT

Current strategies to fight cancer usually have certain disadvantages, since they are not
selective for target cells and affect healthy tissues. Because of these new alternatives are
sought. In cancer, the use of microbots based on anaerobic bacteria as specific
transporters targeting tumor tissues has been explored, since most solid tumors exhibit
hypoxic regions, so that the tumor mass has unique anaerobic microenvironments,
hypoxia can be exploited for selective cancer treatment. Microbots have the potential to
deliver concentrated gene and pharmaceutical agents to specific cells to avoid side
effects to healthy cells. In this work, Bacteriobots based on bacteria of the strain
Bifidobacterium Breve and Nanocomplex (NCs) composed of: fluorescent magnetic
nanoparticles (NPFM), chitosan and the plasmid pHRE-Luc which codes for the
luciferase gene that is regulated by a hypoxia inducible promoter. The biocompatibility
of bifidobacteria was evaluated. Bacteriobots were characterized by scanning electron
microscope (SEM), in addition to assessing their potential for targeted delivery and gene
expression in an in vivo tumor model. The size of NCs coupled to the membrane of the
bacterium was about 200 to 250 nm with a surface load of + 16 mv. It was found that
bifidobacteria have the ability to colonize the hypoxic area of solid tumors by PCR.
Subsequently, Bacteriobots were inoculated IV in tumor-bearing mice of strain ¢57 / bl6,
after 2 days they were sacrificed to determine the biodistribution of Bacteriobots, as well
as their efficiency of specific transport and gene expression. The highest fluorescence
and luminescence signal were found in tumor tissue compared to other organs. The gene
delivery system (Bacteriobots) had greater selectivity and specificity towards a specific
tissue, this compared whit two other systems: nanocomplexes with presence of magnetic

field and naked plasmid.
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9. INTRODUCCION.

El cancer es una de las enfermedades que causan mas muertes a nivel mundial,
estrategias actuales contra el céncer y otras enfermedades de importancia global
presentan ciertas desventajas tales como la falta de selectividad tumoral, toxicidad no
especifica y la resistencia a maltiples drogas. Los tratamientos estan generalmente
limitados por la ineficiencia terapéutica y por la alta incidencia de efectos secundarios
graves asociados debido a los complejos microambientes cancerigenos, las células
cancerosas desarrollan la capacidad de resistencia a los medicamentos debido a las
diversas jerarquias celulares estimuladas por la hipoxia y el bajo pH que lo rodea. Los
tumores solidos que muestran un rapido progreso de las células tumorales hacia la
agregacion celular esférica desarrollan una necrosis central, una regién de hipoxia que
rodea el area necrotica. La region de hipoxia en el tumor sélido ha sido reconocida como
un microambiente complejo con una concentracion muy baja de oxigeno y nutrientes
deficientes, debido al suministro inadecuado de oxigeno de la vasculatura anormal, la
cual no puede satisfacer las demandas de las células cancerosas que proliferan
rapidamente. ElI microambiente hipoxico reduce la susceptibilidad de las células
cancerosas a los medicamentos contra el cancer, baja respuesta de radicales libres y
menor proliferacion de células cancerosas en el centro de los tumores solidos. A medida
que los tumores desarrollan regiones de hipoxia, deben ajustar su metabolismo para
adaptarse a este microambiente empobrecido en oxigeno, los tumores se adaptan a este
cambio a traves de la activacion del Factor Inducibles por Hipoxia (HIF), que juega un
papel esencial en el cambio a produccion de energia anaerobica. HIF a su vez regula al
alza la expresion de multiples genes asociados con la carcinogénesis, la angiogénesis, la
regulacion metabolica, el equilibrio del pH y la apoptosis celular, los cuales promueven
la supervivencia del tumor. El papel esencial de HIF: en la proteccién vascular, la
recuperacion de sangre tumoral y el suministro de nutrientes, hace que los tumores
solidos sean dificiles de tratar, lo que lleva a la resistencia en radioterapia, quimioterapia
e inmunoterapia. Un mediador importante de la respuesta hipoxica es la interaccion de
HIF con su sitio de reconocimiento de ADN, los elementos de respuesta a la hipoxia
(HRE). Se ha demostrado que las secuencias HRE inducen selectivamente la expresion
génica en respuesta a la hipoxia cuando se colocan rio arriba de un promotor, logrando
asi generar una terapia génica dirigida contra la hipoxia. La hipoxia tumoral es un
obstaculo importante y frecuente para el tratamiento eficaz del cancer con radioterapia,
quimioterapia e inmunoterapia. Aunque la hipoxia de los tumores solidos ha resultado en
un obstaculo en la terapia, su bajo nivel de oxigeno sirve como habitat ideal para una
serie de bacterias anaerobias. La presencia de bacterias en tumores humanos ha sido
reconocida por mas de 50 afios. Se han encontrado grandes cantidades de bacterias en
tumores extirpados de pacientes, por ejemplo, se ha demostrado que cepas atenuadas de
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Clostridium y Bifidobacterium spp son capaces de multiplicarse selectivamente en
tumores. Kimura informé por primera vez que B. bifidum se puede localizar
selectivamente y proliferar en las zonas hipoxicas tumorales mediante un metodo
intravenoso sistémico, esta caracteristica se atribuyd al microambiente hipdxico del
tejido tumoral ya que era adecuado para la localizacion de B. bifidum. Bifidobacterium
spp. es una bacteria Gram positiva, clasificada como no patégena anaerdbica, cuando se
inocula por via intravenosa, prolifera selectivamente y se localiza en diferentes tipos de
tumores solidos. Actualmente existen estudios clinicos desarrollandose en humanos con
el uso de Bifidobacterias. Por otro lado, se ha generado una gran expectativa en los
sistemas basados en células (microbots) ya que poseen mecanismos mas complejos que
les permiten alcanzar tejidos especificos, atravesar barreras no permeables facilmente y
modular su microambiente. Recientemente, se han propuesto el uso microbots debido a
su potencial en aplicaciones biomédicas. Algunos microbots se han desarrollado
utilizando microorganismos dinamicos, como E. coli, S. typhimurium, S. marcescens y
cepas de bacterias magnetotacticas (MTB). Sin embargo, varias cepas de bacterias no
son adecuadas para su uso como microbots biomédicos debido a su fuerte resistencia a
algunos antibioticos, patogenicidad y dificiles procedimientos de cultivo. En este estudio
mostramos el uso simultaneo de Bifidobacterias con NCs para administrar pDNA en un
modelo in vivo, los Bacteriobots actian como vector de entrega de NCs que transfectan
las celulas tumorales y entregan el transgén, el microbot no expresa el transgén de
interés (en este caso, un gen bioluminiscente) mas bien, el gen bioluminiscente se carga
en los NC, que se transportan en la superficie de la bacteria. Aqui, aprovechamos el
microambiente hipoxico caracteristico de los tumores solidos, que favorece el
crecimiento selectivo de Bifidobacterias y el aumento de expresion del transgén cargado
en los Bacteriobots cuya expresion es mediada por un promotor que responde a hipoxia.
Estos Bacteriobots son biocompatibles y relativamente seguros.



10.ANTECEDENTES.

10.1 Céancer.

Cancer es el nombre general para un grupo de mas de 100 enfermedades, se caracteriza
por el crecimiento anormal de células mas alla de sus limites habituales que pueden
invadir partes adyacentes del cuerpo y / o extenderse a otros dérganos, aunque hay
muchos tipos de cancer, los no tratados pueden causar enfermedades graves e incluso la
muerte (OMS 2018). EI crecimiento celular del cancer es diferente al de las células
normales, en lugar de morir, contindian creciendo y forman nuevas células anormales, las
cuales pueden invadir otros tejidos, algo que las células normales no pueden hacer. Las
células se transforman en células cancerosas debido a cambios en su ADN (&cido
desoxirribonucleico) el cual se encuentra en cada célula y dirige todas sus acciones. En
una célula normal, cuando el ADN se dafia, la celula repara el dafio o muere. En las
células cancerosas el ADN dafiado no se repara, la célula no muere y se pueden dividir

sin parar formando tumores (American Cancer Society, 2013).

Actualmente el cancer es uno de los mayores retos en salud publica y es la segunda
causa principal de muerte a nivel mundial, se estima que causo 9.6 millones de muertes
en 2018. EIl cancer de pulmdn, préstata, colorectal, estomago e higado son los tipos
méas comunes en hombres. (OMS 2018). Los tumores malignos se han posicionado
como primeras causas de mortalidad desde hace varias décadas, México no ha sido la
excepcion, desde la década de 1960 el cancer se ubico entre las diez principales causas

de muerte (Reynoso y Torres, 2017).

Una caracteristica de los tumores es el nivel bajo de oxigeno lo que genera hipoxia. La
hipoxia intratumoral se ha considerado una fuerza que conduce a la progresion tumoral
con prondstico negativo en los pacientes (Greijer y Wall, 2004; Lépez, 2006; Monti y
Gariboldi, 2011; Xu et al., 2013).



10.1.1 Hipoxia y su relacién con el cancer.

El suministro adecuado de oxigeno a los tejidos es esencial para el mantenimiento de la
funcién de las células de mamiferos (Greer et a.l, 2012). La hipoxia tisular se produce
cuando hay un desequilibrio entre la oferta y el consumo de oxigeno (Gilany y
Vafakhah, 2010). La deficiencia en este suministro caracteriza aquellas situaciones
fisiopatoldgicas tales como insuficiencia circulatoria, el infarto y la isquemia cerebral en
la cuales existe un flujo sanguineo insuficiente para proporcionar la oxigenacion
necesaria (Zitta et al, 2010, Greer et al., 2012). La creciente evidencia, estudios clinicos
y experimentales sefiala el papel fundamental y fisiopatologicos de la hipoxia en el
cancer (Gilany y Vafakhah, 2010). Las células tumorales muy proliferativas forman
rapidamente masas, que al estar localizadas lejos de los vasos sanguineos, no alcanzan el
aporte necesario de oxigeno y nutrientes, en tales condiciones el factor inducible por
hipoxia (HIF) se activa y, a su vez, activa o reprime la expresion de una amplia variedad
de genes que inician la formacion de nuevos vasos sanguineos y modifican el
metabolismo, estableciendo asi las condiciones favorables para el desarrollo de la masa

tumoral y su proliferacion (Denny, 2010).

La hipoxia que se observa con frecuencia en los tumores sélidos ha sido identificada
como un importante prondstico negativo. Debido a una menor disponibilidad del
oxigeno en el tumor, aumenta la resistencia a radioterapia, quimioterapia, farmacos,
ademas activa una cascada sefializadora que promueve la induccidén o represion de la
transcripcion de una multitud de genes (Boticario y Cascales, 2010; Denny, 2010; Xu et
al.,2013).

Los tumores sélidos muestran un rapido progreso de las células tumorales hacia la
agregacion celular esférica, desarrollan necrosis central y la region de hipoxia, que rodea
el area necrotica, con capilares sanguineos desordenados (Brown y Wilson, 2004)
(Figura 1).
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Figura 1. Microambiente tumoral. Concentracién de oxigeno en tumor sélido (Thomas Stefani et al.,
2013).

La region de hipoxia en el tumor solido se ha reconocido como un microambiente
complejo (Graham y Unger, 2018; Wang et al., 2019) que revela una concentracion de
oxigeno muy baja y nutrientes deficientes (Luo et al., 2016), debido al suministro
inadecuado de oxigeno de la vasculatura anormal que no puede satisfacer las demandas

de las células cancerosas que proliferan rapidamente (Graham y Unger, 2018).

El ambiente hipéxico reduce la susceptibilidad de las celulas cancerosas a los
medicamentos anticancerigenos (Teicher et al., 1981, 1990; Vaupel y Mayer, 2007,
Zeng et al., 2015; Wang et al., 2019; Graham y Unger, 2018), baja respuesta de
radicales libres y menor proliferacién de células cancerosas en el centro de los tumores
solidos (Luo et al., 2016). A medida que los tumores desarrollan regiones de hipoxia,
deben ajustar su metabolismo para adaptarse a este microambiente empobrecido en
oxigeno. Los tumores se aclimatan a través de la activacion de HIF, que juega un papel
esencial en el cambio a una produccion de energia anaerébica (Bertout et al., 2008;
Chauhan y Jain 2013; Zeng et al., 2015). HIF a su vez regula la expresion de multiples
genes asociados con la angiogénesis, la regulacién metabdlica, el equilibrio del pH y la
apoptosis celular, que promueven la supervivencia del tumor. El papel esencial de los

HIF en la proteccion vascular, la recuperacion de sangre tumoral y el suministro de



nutrientes, hace que los tumores solidos sean dificiles de tratar, lo que lleva a la

resistencia en radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia (Zeng et al., 2015).

La hipoxia tumoral es un obstaculo importante y frecuente para un tratamiento eficaz
(Wilson y Hay, 2011; Leone etal., 2015; Zeng et al., 2015; Graham y Unger, 2018). Un
mediador importante de la respuesta hipdxica es la interaccién de HIF con su sitio de
reconocimiento de ADN relacionado, el elemento de respuesta a la hipoxia (HRE)
(Wang y Semenza 1993; Keith et a |., 2012).

Las estrategias actuales contra el cancer y otras enfermedades de importancia mundial
tienen ciertas desventajas, como la falta de selectividad tumoral, toxicidad inespecifica y
resistencia a multiples farmacos. Los tratamientos generalmente estan limitados por la
ineficiencia terapéutica y por la alta incidencia de efectos secundarios graves asociados
(Cho et al.,2012), debido a los complejos microambientes cancerigenos, las celulas
cancerosas desarrollan la capacidad de resistencia a los medicamentos para bloquear la
focalizacion, debido a las diversas jerarquias celulares estimuladas por la hipoxia y el
bajo pH que rodea (Brown 2007; Beck y Blanpain 2013). Por ende, es necesario
implementar nuevas terapias. Entre los enfoques utilizados en el desarrollo de
tratamientos contra el cancer se encuentran: la nanobiotecnologia, inmunoterapia e
imagenologia y la terapia génica donde se emplean diversas herramientas para la
deteccidn, andlisis, produccién e inhibicion de genes o proteinas, especificos de células

afectadas en estas enfermedades.

10.2 Terapia genica.

Dentro del tratamiento de pacientes con cancer la terapia génica se presenta como una
alternativa importante, entre los enfoques utilizados en el desarrollo de dichos
tratamientos se encuentran: la nanobiotecnologia, inmunoterapia e imagenologia, donde
se emplean diversas herramientas para la deteccidn, analisis, produccién e inhibicion de

genes o proteinas, especificos de células afectadas en estas enfermedades, sin embargo
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el éxito de esta terapia depende en gran medida del desarrollo de un vector o vehiculo de
envio que sea capaz de entregar de forma eficiente y selectiva el material genético
deseado en las células diana, ademas que este vehiculo presente un minimo de toxicidad

para las células normales (St George, 2003).

Las herramientas empleadas son multiples y variadas, entre ellas el desarrollo de
vacunas de DNA, anticuerpos monoclonales, y vectores para la entrega de genes o
proteinas; asi como el uso de terapia celular, nanoparticulas magnéticas (NPM),
microbots y RNA de interferencia, entre otros.

10.3 Vectores para terapias génicas.

Se define vector como el vehiculo que transporta un gen al interior de uno o
varios hospedadores y permite su replicacion y/o expresion (Kok et al., 1984). Para la
terapia genica in vivo, el gen debe ser entregado adecuadamente a las células en el sitio
objetivo. El uso directo de acidos nucleicos libres ha producido niveles eficientes de
transfeccion cuando se administra por via intratumoral o intramuscular, lejos de las
enzimas plasmaticas degradantes. Sin embargo, los acidos nucleicos desnudos no logran
los resultados deseados debido a su réapida eliminacion, degradacion enzimatica,
biodistribucion inespecifica y baja absorcion celular. Por lo tanto, el desafio principal
para la terapia génica es desarrollar portadores seguros y eficientes para proteger los
acidos nucleicos y facilitar su transferencia a células especificas en el sitio especifico.
Para la administracién de genes in vivo, los sistemas de portador / acido nucleico,
denominados vectores, se clasifican en dos clases: vectores virales y vectores no virales.
(Zhou et al., 2017). Los vectores virales han sido estudiado ampliamente para él envié
de material génico, los cuales son eficientes en la transfeccion a las células tumorales, en
ellos han sido desarrolladas diferentes estrategias a manera de obtener un sistema eficaz
de expresion genética, los cuales incluyen la orientacion especifica al tejido de interés,
minimizar o eliminar la expresién de genes virales que podrian llevar a la perdida de la

sefial transducida, asi como métodos de identificacion de dosis respuesta para los
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distintos tipos de cancer, todo esto se ha realizado para lograr obtener el mayor
beneficio terapéutico, pese a ello no se ha conseguido desarrollar un modelo idéneo, ya
que en muchos de los modelos virales se presenta cierta tasa de respuesta inmunologica
hacia el vehiculo lo cual disminuye el potencial del sistema, otro punto donde se
encuentra una desventaja a estos modelos es la transfeccion inespecifica, esto es, que
presentan cierta citotoxicidad a células normales (St George, 2003; Hidai y Kitano
2018), ademas, los vectores virales no son viables para la liberacion de medicamentos
(Kaneda y Tabata, 2006). Por estas propiedades no deseadas se ha buscado utilizar otros
métodos de envio de material genético y acarreadores de drogas, en los cuales puedan
evadirse contrariedades como estas. Un par de décadas atras se ha puesto gran interés en
los denominados vectores no virales, demarcando que son adecuados para utilizarlos
como vehiculos de envio en terapia génica respecto a su facilidad de uso, produccion a
gran escala y la falta de respuesta inmune especifica considerable hacia ellos, por esto se
ha tomado interés a una variedad de sistemas no virales para utilizarlos en terapia génica
(Li y Huang, 2000).

10.3.1 Vectores no virales.

Los vectores no virales son mucho menos inmunogénicos (Hardee et al., 2017) y
abarcan todos los sistemas fisicos y quimicos que van desde liposomas cationicos,
polimeros, dendrimeros, nanoparticulas magnéticas, bacterias, etc. (Figura 2)
(Nayerossadat et al., 2012). En las Gltimas décadas, la aplicacion de la nanotecnologia
en el disefio de vectores no virales ha mejorado enormemente su eficiencia,

especificidad y biocompatibilidad de transfeccion génica.
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Figura 2. Vectores no virales para terapia génica (Akhtar S. 2006).

El nimero de vectores no virales en ensayos clinicos también ha aumentado. Estos
vectores no virales estan disefiados con muchas propiedades favorables para superar las
barreras biologicas en su viaje desde el sitio de administracion al sitio de accion: el
citoplasma o el nucleo. En la sangre, los vectores de administracion de genes estan
disefiados para evitar la filtracion renal rapida, escapar del sistema fagocitico
mononuclear (SFM) y el sistema reticuloendotelial (SRE) para prolongar su circulacion
sanguinea para una mayor acumulacion en el tejido tumoral a través de la permeabilidad
y retencién. También estan disefiados para responder al microambiente tumoral y a las
sefales intracelulares y asi administrar acidos nucleicos en el citosol o el nicleo para la
extraccion o expresion de genes (Zhou et al., 2017). Para entender mas sobre estos
vectores no virales, es necesario profundizar a detalle en cuanto a los mecanismos de

liberacion y entrada a las células huésped.

10.3.2 Vectores cationicos.

Lipidos cationicos.

Los lipidos cationicos pueden condensar los acidos nucleicos en lipoplejos y se han

utilizado ampliamente para la administracion de genes (Semple et al., 2010; Jones et al.,



2013), algunos de los cuales se han utilizado en ensayos clinicos que incluyen
lipofectina y lipofectamina. Lipofectin es un kit de administracion de genes in vitro
comercializado. La lipofectamina se compone de una mezcla de un lipido policatiénico
2,3-dioleiloxi-N- [2 (esperminacarboxamido) etil] -N, N-dimetil-1-propanaminio
(DOSPA) y 1,2-dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) (Dalby et al., 2004). Los lipidos
cationicos generalmente se mezclan con lipidos auxiliares tales como DOPE o colesterol
para promover la condensacion de acidos nucleicos en una estructura de fase hexagonal
estable, que es favorable para la eficiencia de la transfeccién (Gao y Huang, 1995; Lasic,
1996), DOPE no solo promueve la formacion de una estructura de fase hexagonal, sino
que también facilita que los acidos nucleicos escapen de los endosomas y se liberen del
complejo (Hoekstra et al., 2007).

Polimeros catiénicos.

Polimeros cationicos a base de aminas como la polilisina (PLL), polietilenimina (PEI),
poliamidoamina (PAMAM) vy quitosan han sido explotados como polimeros

acarreadores de genes (Figura 3).
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Figura 3. Estructura quimica de polimeros cationicos (Zhou et al., 2017).
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Estos polimeros pueden acomplejarse con los &cidos nucleicos cargados negativamente
para formar poliplejos nanométricos y asi protegerlos contra la degradacion enzimética y

potenciar su entrada celular (Zhou et al., 2017).
PLL

PLL es uno de los policationes mas usados para la entrega de genes. Su estructura
biodegradable lo hace atractivo para su uso in vivo. La transfeccién génica de los
complejos poliméricos de PLL es débil, debido a que pueden quedar atrapados en el
endosoma y lisosoma después de la endocitosis celular. Debido a esto PLL es
usualmente modificado con los grupos endosomolitico (histidilo e imidazol) para
facilitar el escape lisosomal y asi mejorar su actividad de transfeccion.

PEI

PEI, particularmente con un peso molecular de 25 kDa, muestra una gran eficiencia de
transfeccion en una amplia gama de tipos de células. Su alta eficiencia de transfeccion
de genes es, posiblemente, porque puede romper los endosomas a través del mecanismo
proton-esponja. La eficacia de transfeccion y la toxicidad de PEI estan estrechamente
asociadas con su peso molecular. La PEI de alto peso molecular generalmente tiene una
eficiencia de transfeccion favorable, pero también una alta toxicidad debido a su dafio
inducido por la membrana celular y la apoptosis. PEI con el peso molecular en el rango
de 20 a 30 kDa exhibe alta eficiencia de transfeccion; especialmente, 25 kDa PEI se
considera el estandar de oro en la transfeccion genética de polimeros. Aunque el PEI de
bajo peso molecular (<2,000 Da) ha reducido la toxicidad, es incapaz de condensar el

ADN vy, por lo tanto, no es efectivo para la transfeccién (Zhou et al., 2017).

10.3.3 Quitosan.

Otro de los polimeros catiénicos mas utilizados es el quitosano; es un polisacarido

policationico natural biodegradable compuesto de unidades de D-glucosamina y N-acetil
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D-glucosamina unidas por enlaces glucocidicos 1,4 derivados de la desacetilacion
parcial de la quitina (Figura 4) de los caparazones de los crustaceos, gambas, cangrejos,
camarones, calamares, asi como de las paredes celulares de los hongos (Koping et al.,
2001; Huang et al., 2004; Saranya et al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Mohamed et al.,
2017; Ali y Ahmed, 2018; Hu et al., 2018), es el segundo polisacarido méas abundante
después de la celulosa (Ali y Ahmed, 2018).

Chitin

L o~<
How /%/

CH;

Deacetylation

Chitosan

Figura 4. Estrucara del quitosano. Quitina (3-(1-4)- N-acetil-D-glucosamina) y quitosano (p-(1-4) -D-

glucosamina) producto de la desitalacién parcial de la quitina (Khattak S et al., 2019).

El quitosano es un material multifuncional, ampliamente considerado como un polimero
no toxico, biodegradable, biocompatible (Koping et al., 2001; Huang et al., 2004; Kean
y Thanou, 2010; Saranya et al., 2011;), con actividad supresora de tumores (Ye et al.,
2017), antibacteriana, fungicida y baja inmunogenisidad (Ali y Ahmed, 2018; Hu et al.,
2018). Ademas de todas estas caracteristicas positivas, el quitosano exhibe otras
propiedades relevantes, como la mucoadhesion, la transfeccion, la gelificacion in situ, la
mejora de la permeacion y la inhibicién de la bomba de eflujo, en reconocimiento de
todas estas caracteristicas el quitosano se ha indicado como un biomaterial prometedor
para aplicaciones biomédicas y farmacéuticas como la administracion controlada de
medicamentos, ingenieria de tejidos, bioimagenes, dispositivos biomédicos,

cicatrizacion de heridas (Rodrigues et al., 2012; Ali y Ahmed, 2018). En 2001, fue
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aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) como sustancia GRAS (generalmente reconocida como segura) (Ali y Ahmed,
2018), ademas para su uso en vendajes para heridas (Kean y Thanou, 2010; Rodrigues
et al., 2012; Mohamed et al., 2017), para ingenieria de tejidos y suministro de
medicamentos (Mohamed et al., 2017). También esta aprobado para aplicaciones

dietéticas en Japon, Italia y Finlandia (Kean y Thanou, 2010).

El quitosano esta disponible en una variedad de formas que difieren principalmente en el
peso molecular y el grado de desacetilacién (Rodrigues et al., 2012), dependiendo del
procedimiento de preparacion y sus fuentes, su peso molecular (Mw) puede variar de
300 a méas de 1000kD con un grado de desacetilacion de 30% a 95% (Ali y Ahmed,
2018). Estas diferencias afectan caracteristicas importantes como la solubilidad y la
mucoadhesividad. Con un pKa de aproximadamente 6.5, el quitosano es soluble en
soluciones &cidas debido a la protonacion de los grupos amino que componen la cadena
polimérica a este pH, el quitosano altamente desacetilado (85%) es facilmente soluble en
soluciones de pH de hasta 6.5, pero a medida que disminuye el grado de desacetilacion,
la solubilizacion se vuelve mas dificil. Con respecto a la capacidad mucoadhesiva del
polimero, esta incrementa con el aumento en el grado de desacetilacion, ya que esto
proporciona mas grupos amino cargados positivamente disponibles para la interaccion
con residuos cargados negativamente del moco, es decir, &cido sialico. De hecho, esto
explica por qué la mayor parte de las aplicaciones de quitosano en la administracion de
medicamentos informa el uso de quitosano altamente desacetilado, ya que la
mucoadhesion es responsable de una retencion mas prolongada en el sitio de accion o

absorcion (Rodrigues et al., 2012).

Inicialmente, el quitosano utilizd en aplicaciones médicas, como para el vendaje de
heridas y la ingenieria de tejidos, sin embargo, con el tiempo, el quitosano se desarrolld
como un candidato destacado para el sistema de administracion de biomacromoleculas y
farmacos (Ali y Ahmed, 2018), el quitosano es uno de los materiales mas populares en el
campo de la entrega de medicamentos y es, con mucho, el mas aplicado de los polimeros
naturales, debido a sus propiedades mucoadhesivas y de absorcidn, estrechamente

relacionadas con el caracter cationico del polimero. De hecho, debido a su carga
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positiva, el quitosano tiene la caracteristica especial de adherirse a las superficies
mucosas, favoreciendo la interaccion del farmaco con la capa de moco que cubre

diferentes superficies epiteliales.

Las aplicaciones del quitosano en el campo de la administracion de farmacos se han
centrado principalmente en la produccion de acarreadores que mejoran el rendimiento y
la eficacia de las moléculas encapsuladas, ya sean macromoléculas o farmacos de bajo
peso molecular. Las nanoparticulas y las microparticulas, como matrices continuas
solidas, son los acarradeadores més habituales con una composicion a base de quitosano.
Es importante destacar que muchos trabajos informan el uso de quitosano como material
de recubrimiento, en lugar de ser parte de la matriz del sistema. Con respecto a este, se
ha informado el recubrimiento de varias estructuras, incluidas las nanoparticulas
lipidicas sélidas, las nanoparticulas poliméricas y liposomas. El objetivo claro de este
enfoque es modificar las propiedades de la superficie de la estructura del nicleo, ya sea
para mejorar el patrén de interaccion con las estructuras circundantes o para mejorar el
perfil de biodegradacién. Una de las propiedades mas relevantes del quitosano, con
especial interés en la administracion de farmacos, se basa en su capacidad para abrir
transitoriamente las uniones epiteliales estrechas. Esta capacidad se ha demostrado en
numerosas ocasiones, tanto en forma de solucion como de acarreador, lo que resulta en
la mejora de la permeacion de macromoléculas a través de epitelios bien organizados
como el nasal, intestinal, ocular, bucal y pulmonar. Otra caracteristica del quitosano que
aumenta el interés en el polimero es la flexibilidad de su estructura molecular, que
facilita las modificaciones quimicas que se realizan para mejorar ain mas varias

propiedades, como la solubilidad o la mucoadhesion.

Todas las propiedades del quitosano mencionadas anteriormente, desde sus propiedades
estructurales intrinsecas hasta las capacidades demostradas de mejora de la
mucoadhesion y la permeacion, asi como la biodegradabilidad, dotan a este polimero de
un valioso potencial para aplicaciones de administracion de farmacos. (Rodrigues et al.,
2012).
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10.3.4 Biocompatibilidad del quitosan.

Su biocompatibilidad es un tema actual de gran importancia, aunque el significado real
de la palabra muchas veces se ignora. La biocompatibilidad se aborda con frecuencia
como ausencia de toxicidad, pero estos son conceptos diferentes que se refieren a
contextos diferentes. En una revision muy elucidativa sobre la seguridad preclinica de
los vehiculos poliméricos, Gaspar y Duncan indican claramente que, si bien las
moléculas del farmaco deben discutirse en términos de toxicidad, los materiales
biomédicos, que incluyen materiales poliméricos, deben considerarse por su
biocompatibilidad. Desde esta perspectiva, la toxicidad se refiere al dafio potencial que
puede causar un material, mientras que la biocompatibilidad se define, como la
capacidad de un biomaterial para realizar su funcion deseada con respecto a una terapia
médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el receptor o
beneficiario de esa terapia, pero generando la respuesta celular o tisular benefica mas
apropiada. La formulacion de quitosano bajo la forma de un vehiculo puede tener
implicaciones en su biocompatibilidad y, por lo tanto, es importante abordar y tratar de
manera diferente, tanto la biocompatibilidad del quitosano como molécula y como
vehiculo. Como una molécula cargada positivamente, el quitosano generalmente
proporciona una gran interaccion con las membranas celulares, que estan cargadas
negativamente (aproximadamente -70 mV) debido a los intercambios ionicos entre el
medio intracelular y extracelular, que estan mediados por la bomba de Na + / K +. En
realidad, debido a esa carga positiva, las nanoparticulas de quitosano a menudo son
absorbidas por las células. Cuando el quitosano se formula como un vehiculo y forma un
complejo con un farmaco, el nimero de grupos amino cargados positivamente que
permanece disponible con frecuencia disminuye, comparativamente. En consecuencia,
este menor nimero de cargas afecta su capacidad de interactuar con las membranas
celulares y el medio ambiente circundante, lo que puede disminuir su absorcion v,
posiblemente, su posible toxicidad. Como tal, los quitosanos altamente desacetilados
tienen una mayor propension natural a la interaccion celular, como se ha demostrado
(Rodrigues et al., 2012).
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10.3.5 Biodegrabilidad del quitosan.

La biodegradabilidad se convierte en una caracteristica crucial cuando se considera la
toxicidad aguda y a largo plazo, ya que los materiales no degradables pueden
acumularse en los 6rganos o incluso intracelularmente. En el caso de la absorcion
sistémica de polimeros hidrofilicos como el quitosano, deben tener un peso molecular
adecuado para el aclaramiento renal. Si el tamafio del polimero administrado es mayor
que esto, entonces el polimero deberia sufrir degradacion. La biodegradacion (quimica o
enziméatica) proporcionaria fragmentos adecuados para el aclaramiento renal. La
degradacion quimica en este caso se refiere a la degradacion catalizada por acido, es
decir, en el estomago. Aunque se ha informado que la despolimerizacion por oxidacion-
reduccion y la degradacion por radicales libres, es poco probable que sean una fuente

significativa o degradacion in vivo.

El quitosano es altamente biodegradable, debido principalmente al hecho de que, en
condiciones fisiologicas, sus cadenas moleculares pueden ser digeridas por enzimas que
hidrolizan los enlaces glucosamina-glucosamina, glucosamina-N-acetil-glucosamina y
N-acetil-glucosamina-nacetil-glucosamina, como lisozimas o quitinasas, el primero
existe en las superficies mucosas, el segundo es producido por la microbiota intestinal

normal.

Se han identificado ocho quitinasas humanas, tres de las cuales han mostrado actividad
enzimatica, (aln no se han investigado con respecto a la degradacion del quitosano y / o
sus derivados) estas formas son: la quitinasa &cida de mamifero (AMCasa), la di-N-
acetilquitobiasa y la quitotriosidasa. AMCasa se identificd en el tracto gastrointestinal y
el pulmén y se ha demostrado que juega un papel importante en el asma. Se ha
demostrado que este papel estd mediado a través de la respuesta de células T auxiliares
de tipo 2 que induce la secrecién de AMCasa de las células epiteliales pulmonares de
una manera dependiente del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La
di-N-acetilquitobiasa se identificd en higados de pacientes con enfermedad de Tay Sachs
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y Sandhoff en 1974 y en higado de rata en 1986, donde se descubri6é que catabolizaba las
glucoproteinas ligadas a asparagina. La quitotriosidasa esti presente en exceso en el
plasma de pacientes con enfermedad de Gaucher. Esta enzima tiene implicaciones en
algunas enfermedades (enfermedad de Gaucher y aterosclerosis) pero también en

mecanismos de proteccion contra hongos y parasitos que tienen estructuras quitinosas.

La capacidad de un material para degradarse bioldégicamente, aunque se entiende
positivamente, también debe considerarse desde el punto de vista de la posibilidad de
producir productos de degradacion toxica. En el caso del quitosano, su degradacién no
plantea ninguna preocupacién critica, ya que los productos de su metabolismo son
oligosacéridos que se incorporan a las vias metabolicas de glucosaminoglicanos y
glucoproteinas o se excretan facilmente en la orina directamente. Ademas, se han
presentado pruebas en varios informes de que no se observan problemas de acumulacion

0 retencion en el cuerpo.

En general, tanto la tasa como el grado de biodegradabilidad del quitosano en
organismos Vivos dependen del grado de desacetilacion y peso molecular. ElI aumento

del grado de desacetilacion disminuye la tasa de degradacion.

En cuanto a la degradacion in vivo de quitosano después de la administracion
intravenosa no esta claro cual es el mecanismo de degradacién cuando se inyecta
quitosano por via intravenosa. Es probable que los procesos de degradacion vy
eliminacion de la distribucion dependan mucho del peso molecular. Los posibles sitios
de degradacion, inferidos debido a la localizacion del quitosano, pueden ser el higado y
el rifidbn. En un estudio, se encontré que los oligosacaridos de quitosano aumentan la
actividad de la lisozima en la sangre de conejos inyectados por via intravenosa con 7.1—
8.6 mg / kg (Kean y Thanou, 2010).

Suzuki y col. administraron quitosano (700 kDa) con Holmium-166 en forma de
complejo de quelato y estudiaron su distribucién en ratas y ratones. Encontraron que 72
h después de i.v., el 4,2% y el 4,8% de la radiactividad se recuper6 en la orina y las
heces, respectivamente. Banerjee y col. inyectaron nanoparticulas de quitosan (10 kDa)

marcadas con 99 mTc por via intravenosa, los autores encontraron que el principal
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6rgano de absorcion parece ser el higado, donde se determind que la acumulacion
aumenta con el incremento del peso molecular. Sin embargo, hubo una recuperacion de
menos del 60% de la dosis administrada total en todos los casos y no se normalizo al
peso del tejido. Esta falta de normalizacién dificulta la comparacion de estos resultados
con los de otros estudios. La mayoria de los estudios han encontraron que el higado es
un sitio significativo de acumulacién; Esto podria deberse a que este 6rgano es un sitio

primario de metabolismo.

Zhang y col. analizaron la biodistribucién de paclitaxel a partir de micelas de quitosano
de noctil-O-sulfato en ratas Sprague-Dawley, se encontré que el quitosano modificado
marcado con fluorescencia se localiza principalmente en el rifion (rifibn> higado> bazo>
genital> intestino delgado> plasma> pulmon> intestino> estomago> corazon> musculo>

cerebro) y se excreta por via renal (Kean y Thanou, 2010).

10.3.6 Toxicidad del quitosan.

El quitosano es ampliamente considerado como un polimero no toxico, biolégicamente
compatible. Esta aprobado para aplicaciones dietéticas en Japon, Italia y Finlandia, y ha

sido aprobado por la FDA para su uso en vendajes para heridas

En un ensayo clinico de fase 2 que incluyd la inyeccién percutanea de complejo de
quitosano-166 holmium, para el tratamiento del carcinoma hepatocelular, en pacientes
con malas perspectivas quirurgicas, informo resultados seguros y eficaces, en un estudio
sobre quelacion de grasas, no se informo que el quitosano de 4,5 g / dia en humanos
fuera tdxico, aunque no se encontré una reduccién significativa en la grasa. En un
estudio relativamente largo (65 dias), no se encontr6 ningun efecto perjudicial cuando se
inyectaron oligosacaridos de quitosano (7,1-8,6 mg / kg durante 5 dias). Un aumento en
la actividad de la lisozima fue evidente en el primer dia después de las inyecciones Rao
y col. no declararon "efectos toxicos significativos" del quitosano en las pruebas de
toxicidad aguda en ratones, ni irritacion de los ojos o la piel en conejos y cobayas,
respectivamente. Sin embargo, 50 mg/kg de quitosano administrado por via intravenosa
causo la muerte, probablemente debido a la agregacion de la sangre (Kean y Thanou,
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2010), esto confirma un principio fundamental de toxicologia, expresado por primera
vez por Paracelso, diciendo que "la dosis produce el veneno". Ademas de depender de la
dosis, la toxicidad también esta condicionada por las caracteristicas del polimero, como
el peso molecular y el grado de desacetilacion, asi como por el pH del medio de
incubacion y el tiempo de incubacion (Rodrigues et al., 2012).

La mayoria de los estudios reportados, el quitosano muestra efectos toxicos minimos y
esto justifica su seleccibn como un material seguro en la administracion de
medicamentos. Sin embargo, es importante enfatizar los estudios de seguridad cuando se
sugieren nuevos derivados de quitosano para uso biomédico (Kean y Thanou, 2010).

10.4 Nanoparticulas Magnéticas.

El término "nanoparticulas™ se refiere a materiales con al menos una dimension entre
aproximadamente 1 y 100 nanometros (nm) y generalmente contienen de varios cientos
de atomos. Los materiales magnéticos son aquellos materiales que muestran una
respuesta a un campo magnético aplicado. Se clasifican en cinco tipos principales;
ferromagnético, paramagnético, diamagnético, antiferromagnético y ferrimagnético. En
los materiales ferromagnéticos (como el hierro, el niquel y el cobalto) un atomo tiene un

momento magnético neto debido a electrones no apareados.

Las Nanoparticulas magnéticas (MNP) son de gran interés para una amplia gama de
disciplinas, tales como fluidos magnéticos, catalisis, biomedicina, almacenamiento de
energia magnética, almacenamiento de informacién y espintronica. Se utilizan para
mejorar la capacidad de los dispositivos de almacenamiento magnético, como cintas
magnéticas y discos duros de computadora. Las nanoparticulas magnéticas también se

pueden usar como sensores gigantes de resistencia magnética (Issa et al., 2013).

En la Gltima década, las nanoparticulas de 6xido de hierro (IONP) han atraido cada vez
mas atencion por sus excelentes propiedades fisicogquimicas y sus prometedoras
aplicaciones biomédicas como: administracién de farmacos, hipertermia magnética,

resonancia magnética (MRI), reparacion de tejidos, separacion magnética, transfeccion
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magnética, deteccion de hierro, terapia de quelacion y terapia de céncer (Issa et al.,
2013; Maldonado et al., 2017; Xie etal., 2018). Las IONP son un excelente material de
nanomedicina debido a su superparamagnetismo, altos momentos magnéticos,
contribucién adicional de anisotropia magnética, irreversibilidad de la magnetizacion de
alto campo, gran area superficial, efecto magnetotérmico, capacidad de manipular el
movimiento de las particulas y biocompatibilidad ideal. Las tres estructuras mas
comunes de las IONP que se utilizan en aplicaciones biomédicas son: magnetita (FezOs4),
hematita (a-Fe203) y maghemita (y-Fe203); entre ellos, las nanoparticulas de FesO4 son
de gran interés para aplicaciones in vivo y clinicas debido a su propiedad
superparamagnética, y que no tienen magnetismo restante después de la eliminacién del

campo magnético (Issa et al., 2013; Xie et al., 2018).

Sin embargo, es importante mencionar que la oxidacion y erosion acida de la superficie
en las IONP es un problema importante, ya que su degradacion es mas rapida. Aunado a
esto las IONP deben de interactuar con moléculas biologicas y poder evadir el sistema
reticuloendotelial (RES). Inmediatamente después de ser inyectados en el torrente
sanguineo, las IONP se recubren con proteinas del plasma sanguineo. Este proceso,
conocido como opsonizacion, hace que las IONP sean susceptibles de identificacion y
posterior eliminacion por las células fagociticas, también se sabe que las IONP desnudas
generalmente muestran una mayor toxicidad tanto in vitro como in vivo. Por lo tanto,
estos complejos son recubiertos con polimeros como: almidon, dextrano, polietilenglicol
(PEG) vy quitosano, en consecuencia aumenta su tiempo de circulacion,
biocompatibilidad y aumenta la probabilidad de alcanzar sus células objetivo (Issa et
al., 2013). Estas modificaciones de la superficie tienen muchas funciones importantes
que incluyen: proteger contra la aglomeracion del nacleo de éxido de hierro y mejorar la
dispersién, proporcionar mangos quimicos para la conjugacion de moléculas de
farmacos, ligandos dirigidos y restos informadores, limitan interacciones celulares

especificas para menor citotoxicidad y mayor (Xie et al., 2018).
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10.5 Nanoparticulas magnéticas poliméricas.

Las Nanoparticulas magnéticas de Oxido de hierro (IOMNP) funcionalizadas con
polimeros se han investigado ampliamente debido a las deficiencias de los agentes
quimioterapéuticos convencionales como: su focalizacion inespecifica, eliminacion
rapida del cuerpo y los efectos secundarios hacia los tejidos sanos. Las IOMNP
poliméricas ofrecen propiedades fisicas y quimicas Unicas, una toxicidad
significativamente disminuida, alta capacidad para acarrear farmacos, mayores fuerzas
repulsivas para equilibrar las fuerzas de atraccién magnéticas y de Van der Waals y una
facil funcionalizacion (Xie et al., 2018).

Las IOMNP recubiertas pueden funcionalizarse uniendo varias moléculas tales como
grupos carboxilo, biotina, aminas, etc. Estas moléculas sirven para acoplar varios
farmacos terapéuticos o anticuerpos dirigidos al complejo IOMNP. Estos portadores
magneéticos pueden usarse para atacar sitios u oOrganos especificos en el cuerpo para

terapia tumoral o administracion de genes.

El vector cargado de farmaco se introduce por via intravenosa o intraarterial en el
sistema circulatorio en complejos biocompatibles. EI campo magnético de alto gradiente
se usa para apuntar y concentrar el vector magneético en un sitio especifico. Luego, el
farmaco se puede liberar de forma pasiva, es decir, debido a la degradacion del vector o
de forma activa mediante la aplicacion de un pulso magnético o calor. Cabe sefialar que
el entorno natural del sitio juega un papel importante en la liberacién del farmaco a
través de diversas condiciones como el pH y la osmolalidad, experimentan un cambio en
sus propiedades fisiologicas que conduce a su liberacion en el area u érgano afectado.
Obviamente, el objetivo del vector se logra a través de una fuerza magnética ejercida a
través de la interaccion del momento dipolar magnético de las IOMNP con el gradiente
de campo magnético aplicado. El éxito del proceso de seleccion y entrega dependera de
una interaccion compleja de muchas variables, como las propiedades del campo

magnético aplicado y las IOMNP, incluida la estabilidad de la unién del farmaco, las
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condiciones hidrodinamicas, la concentracion de IOMNP, el método de inyeccién, la
ubicacion y profundidad del sitio objetivo ( Issa et al., 2013; Ali y Ahmed, 2018).

Desde la idea pionera de que las particulas finas de hierro podrian transportarse a través
del sistema vascular y concentrarse en un sitio especifico del cuerpo con la ayuda de un
campo magnético, la aplicacion de nanoparticulas magnéticas para administrar
medicamentos o anticuerpos a 6rganos o tejidos se ha convertido en un campo de
investigacion activo (Freeman et al., 1960; Goodwin etal., 1999).

Arias y colaboradores prepararon nanocompuestos de magnetita (Fe304) / quitosano
para el suministro intravenoso de gemcitabina. La capacidad de respuesta magnética se
examino registrando el ciclo de histéresis por exposicion a un iman permanente de 1,1 T.
La retencion del farmaco en la cubierta polimérica proporciona una mayor carga junto
con un perfil de liberacion del farmaco més lento. Ellos observaron que la liberacion del
famaco fue dependiente del pH, por lo cual puede ser un potencial vehiculo para el
tratamiento del cancer (Arias et al., 2012). En otro informe, fue reportado un
nanocompuesto magnético mesoporoso basado en magnetita y silice (SiO2) envuelto en
quitosano para controlar la liberacion de DOX. El compuesto mostr6 una buena
sensibilidad al pH vy libero el 86,1 % del farmaco total cargado en 48 horas a un pH de
4,0. Se descubrio que el comportamiento de liberacion era de tipo controlado por
difusion (Wu et al., 2017). El quitosano actio como un agente blogueante para inhibir la
liberacion prematura de la droga. En un estudio en 2016 Alvizo y colaboradores
utilizaron nanoparticulas magneticas recubiertas de quitosan y pDNA (gen Trail) como
envio de genes dirigidos a tumor en ratones, encontrando una reduccion significativa del
tumor, esto fue asociado a que las NP fueron direccionadas al sitio del tumor mediante
un iman y en el sitio del tumor hubo una mayor expresion de Trail comparado con otros

organos (Alvizo et al., 2016).
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10.6 Bacterias como vectores.

Otro tipo de vectores no virales que se utilizan son las bacterias, cualquier bacteria
adecuada para su uso en terapia debe poseer varias caracteristicas. Deben ser
genéticamente tratables, ser no patogénicas, por lo que deben ser bien toleradas por el
anfitrion, exhibir una replicacion preferencial y acumulacion dentro de los tumores, ser
moviles, no inmunogénicas y ser susceptible a antibidticos para que se puedan eliminar
del el cuerpo después de la entrega de genes. Como vectores bacterianos que satisfacen
los criterios anteriores, dos estrategias estan surgiendo en funcion de si las bacterias se

utilizan o no como una herramienta de entrega de proteina o gen.

La idea basica de la entrega de genes es que las cepas bacterianas transformadas
suministren genes codificados en un plasmido eucariotico en células donde se expresan
como productos génicos terapeéuticos. El proceso de entrega podria implicar la
localizacion intracelular de las bacterias. En otro enfoque, las bacterias no se utilizan
para la transferencia de genes, sino mas bien persisten en los tejidos diana y producen
las proteinas terapéuticas in situ. El transgén puede ser expresado en el citoplasma

mediante transcripcion procariota y su maquinaria de traduccion (Min et al., 2010).

10.6.1 Bacterias como vehiculos en terapia tumoral.

Diversas lineas de investigacion en el desarrollo de terapias contra el cancer se han
centrado en la utilizacion de bacterias genéticamente modificadas a manera de utilizarlas
como vectores en sistemas de envio y liberacién de plasmidos, se ha reportado que
algunas especies de bacterias genéticamente modificadas tienen la capacidad de alojarse
y replicarse favorablemente en el interior de tumores solidos, esto se ha atribuido a las
condiciones hipoxicas presentes en las areas necréticas dentro de los tumores, lo cual
sitla a estas bacterias como potenciales vehiculos localizados (Theys et al., 2003).
Bacterias que colonizan los tumores con algun efecto benéfico de la infeccion bacteriana
fue reconocida por primera vez por el Dr. William B. Coley hace mas de 100 afios.

Desde entonces, las estrategias oncoliticas utilizando diversas cepas bacterianas, tales
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como Salmonella typhimurium (S. typhimurium), E. coli, Clostridium, Bifidobacterias, y
Listeria, han sido ampliamente exploradas como alternativas a las terapias tradicionales
contra el cancer, como la radioterapia o la quimioterapia. Estas bacterias segin se
informa tienen una propension a acumular de forma natural y replicarse en una amplia

variedad de tumores solidos.

Bacterias dirigidas a tumores se han aplicado solas o en combinacién con agentes
terapéuticos convencionales, también han sido manipulados para entregar moléculas
terapéuticas. En particular, S. typhimurium ha sido modificada por bioingenieria para
generar sefial de bioluminiscencia o de fluorescencia y se ha empleado para controlar la
migracion bacteriana a los tumores en modelos de animales pequefios. En otro estudio se
demostr6 que Salmonella presenta la capacidad de transferir plasmidos con expresion
eucariotica al interior de células de mamiferos, tanto en modelos in vitro como in vivo
(Bauer et al., 2005), este modelo fue tomado en cuenta en las lineas de investigacion que
utilizan a microorganismos como Vvehiculos de envio dirigido y fue orientado a
tratamiento de cancer, ejemplo de ello fue utilizar a Salmonella typhimurium
transformada con un plasmido que contenia el ligando FIt3 el cual es un agente
tumoricida, FIt3 demostrd ser expresado en el interior de células tumorales y presentd
efecto tumoricida in vitro, en el modelo in vivo, se administré Salmonella typhimurium
modificada en sitos proximales al tumor de manera que esta aproximacion facilitara la
llegada al sitio diana, con ello se demostr6 una regresion en el volumen tumoral
aproximada del 50% en comparacién con los controles (Yoon et al.,, 2007). Se
demuestra con esto la disponibilidad de Salmonella typhimurium para el tratamiento de
tumores solidos, otros modelos de transfeccion a células eucariotas como este se han
desarrollado utilizando microorganismos como Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes y Mycobacterium (Schoen et al., 2004; Loeffler et al., 2006;
Daudel et al., 2007).

En diversos modelos se ha demostrado el potencial de estos microorganismos para el
desarrollo de terapia génica, estos datos pueden facilitar la prediccion de la eficacia
terapéutica de bacterio-terapia a través de la visualizacion de la acumulacion bacteriana

y replicacion en 6rganos especificos. (Dunham 2002).
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10.6.2 Colonizaciéon bacteriana en tumores.

La colonizacién bacteriana de los tumores se atribuyd inicialmente a la naturaleza
hipoxica de los tumores sélidos (bajos niveles de O2). Hipoxia es causada por tumores
de crecimiento rapido con suministro insuficiente de sangre, y es una caracteristica bien
establecida de tumores sélidos. Se ha propuesto que la naturaleza anaerobia de hipoxia y
regiones necréticas dentro de los tumores promueve el crecimiento de bacterias
anaerobias y anaerobias facultativas. Las areas de necrosis también pueden proporcionar
nutrientes tales como purinas para promover aun mas el crecimiento de bacteria. La
participacion de la quimiotaxis bacteriana hacia compuestos quimio-atrayente presentes
en las regiones necroticas (por ejemplo, aspartato, serina, citrato, ribosa o galactosa)
producidos por las células quiescentes de cancer también se ha sugerido como un factor
contriblyete. Sin embargo, la teoria de la hipoxia esta evolucionando como se hace
evidente que otros elementos del microambiente Unico dentro de los tumores solidos
pueden estar involucrados, incluyendo neovasculatura aberrante y supresion inmune
local (Baban et al., 2010).

Esta es la razon por la cual se han orientado diversas lineas de investigacion hacia
bacterias que por naturaleza propia pueden colonizar tumores y no son patogénicas para
el huésped. Un grupo muy importante y altamente representativo de este tipo son las
bacterias lacticas. El uso de bacterias lacticas como vehiculos de envio de material
genético representa un modelo atractivo para disefio de sistemas en el tratamiento de
cancer. Se ha demostrado que bacterias lacticas como Bifidobacterium tienen el
potencial de liberar un plasmido contenido, ser internalizado y ser expresado (Min et al.,
2010).
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10.7 Bifidobacterium como vector.

Dentro del tratamiento de pacientes con cancer la terapia génica se presenta como una
alternativa importante, sin embargo el éxito de esta terapia depende en gran medida del
desarrollo de un vector o vehiculo de envio que sea capaz de entregar de forma eficiente
y selectiva el material genético deseado en las células diana, ademéas que este vehiculo
presente un minimo de toxicidad para las celulas normales (St George, 2003). El
potencial de localizacion en la fraccidén hipoxica de tumores sélidos ha sido determinado
y ampliamente estudiado en Bifidobacterias el cual es clasificado como un bacilo no-
patégeno anaerobio, al ser inoculado via intravenosa prolifera de forma selectiva y
localizada en diferentes tipos de tumores solidos en modelos murinos (Yazawa et al,
2000).

Los primeros en demostrar que bacterias anaerobias del género Bifidobacterium podian
selectivamente germinar y crecer en regiones hipdxicas en tumores solidos después de
una inyeccion intravenosa fueron Kimura y colaboradores debido al ambiente hipdxico
requerido para el crecimiento de esta bacteria. Otro estudio fue el de Yazawa y
colaboradores, administraron intravenosamente B. Longum con el plasmido denominado
pBLES100 a ratones con carcinoma mamario inducido e inicialmente se observo una
distribucién de los bacilos viables en todo el cuerpo pero después de 96-168 horas solo
se detectaron en el tejidos tumorales, los cuales presentaban replicacion y expresion del
pladsmido pBLES100. Los bacilos fueron solo encontrados en el tumor debido al
ambiente de hipoxia necesario para el crecimiento de esta bacteria, por lo que lo que se
sugiere como un novedoso vector de entrega de genes especifico a tumores (Yazawa et
al, 2001).

Un disefio de aplicacion terapéutica utilizando a Bifidobacterium longum se describe en
el desarrollo del plasmido pBLES100-s-eCD que codifica para el gen de citosina
deaminasa, esta enzima tiene la capacidad de convertir la 5-fluorocitocina (5-FC) en 5-

fluorouracilo (5-FU) que a su vez es citotoxico, con esto se demostrd la eficacia
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antitumoral en ratones portadores de tumor mamario mediante la bactofeccion directa o
intravenosa de B. longum. Se confirmo qué B. longum/S-eCD producen selectivamente
citosina desaminasa en tejido tumoral hipdxico, la CD fue capaz de convertir el 5-
fluorocitocin en 5-fluorouracil in vivo, a el cual se le adjudica el efecto antitumoral
(Sasaki et al, 2006), también Bifidobacterium se ha utilizado como acarreador de genes
suicidas dirigidos a tumor, se demostrd que puede inhibir eficazmente el crecimiento de
tumor de vejiga en ratas, aumentando la proteina caspasa 3 e induciendo apoptosis en las
células del tumor (Tang et al, 2009).

Bifidobacterium longum tiene la habilidad de alojarse selectivamente en tumores sélidos,
la capacidad de proliferacion, replicacion y expresion de un plasmido dentro del

microambiente hipdxico del tumor.

10.8 Microbots.

El suministro terapéutico es un objetivo principal de la medicina moderna. Células,
nanoparticulas y materiales genéticos han sido utilizados para el tratamiento y la
prevencion de enfermedades. Sin embargo, los desafios en el suministro convencional de
medicamentos contindan incluyendo dosis altas, administracion repetida, distribucion
fuera del objetivo y efectos secundarios graves. Independientemente del tipo de
administracion, la eficacia de las formulaciones de medicamentos a menudo se ve
comprometida por las pobres propiedades farmacocinéticas de los medicamentos, como
la vida media corta, la biodistribucion limitada y la eliminacion rapida del cuerpo. Por
ejemplo, las terapias basadas en péptidos y proteinas tienen una semivida sérica corta y a
menudo pierden su actividad en cuestion de minutos a horas. Por lo tanto, las
administraciones repetidas en dosis altas son inevitables para inducir el efecto
terapéutico deseado; sin embargo, estos tratamientos producen efectos secundarios
adicionales debido a la distribucion no especifica. Por ejemplo, un problema importante
que enfrenta la doxorrubicina es la cardiotoxicidad, que puede conducir a insuficiencia
cardiaca congestiva después de afios. De manera similar, el cisplatino causa

nefrotoxicidad y dafio al tubo proximal renal. Ademas, una serie de barreras bioldgicas,
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o0 la patologia de la enfermedad, podrian limitar el acceso de medicamentos a sitios
dificiles de alcanzar, lo que daria como resultado una biodisponibilidad y un indice
terapéutico deficientes (Park et al., 2013; Erkoc et al., 2018). Por esta razon,
recientemente se han explorado estrategias alternativas. Una de esas estrategias
alternativas es utilizar los llamados “microrobots” (Erkoc et al., 2018) ya que cuentan
con mecanismos complejos que les permiten llegar a tejidos especificos, cruzar barreras
no permeables facilmente, y modular su microambiente (Wang et al., 2014).

Los microbots basados en bacterias (bacteriobot) consisten en un sistema de entrega de
farmacos, plasmidos y proteinas, conjugados con nanoestructuras y bacterias como un
sensor, y un actuador que puede apuntar y guiar al bacteriobot a su destino a través de
gradientes de temperatura, pH, oxigeno y diferentes quimioatrayentes (Cho et al., 2015;
Erkoc et al., 2018). Las nanoestructuras son acarreadas ya sea dentro o en la superficie
de la membrana de las bacterias para la entrega de cargas terapéuticas en la célula (Sabu
et al., 2018). Ademas en este enfoque se aprovechan las caracteristicas intrinsecas de las
mismas bacterias, que incluyen quimiotaxis, magnetotaxis, galvanotaxis y fototaxis. Los
Bacteriobots son uno de los vehiculos mas efectivos para los sistemas de administracion
de medicamentos (Cho et al., 2015) ya que poseen la propiedad invasiva de las bacterias

y pueden colonizar selectivamente las regiones hipdxicas del tumor (Sabu et al., 2018).

Recientemente, se han propuesto varios tipos de bacteriobots debido a sus muchas
ventajas en diversos campos, como la medicina, el monitoreo del medio ambiente, el
espacio y el ejército. Especialmente, para superar los inconvenientes de la quimioterapia

convencional (Park et al., 2013).

En 2004, se introdujo por primera vez Serratia marcescens, una bacteria Gram negativa
como agente activo de entrega de carga (Darnton et al., 2004). En 2007, Akin et al.,
demostro el suministro de nanoparticulas y farmacos tanto in vitro como in vivo,
utilizando Listeria monocytogenes. En este estudio, las nanoparticulas recubiertas con
estreptavidina se unieron a la superficie de la bacteria a través de la interaccién biotina-
estreptavidina. La absorcion de las nanoparticulas desnhudas, un farmaco y microrobots
se evalud en células de carcinoma nasofaringeo humano, in vitro. Los microrobots, que

fueron fabricados usando nanoparticulas que contienen genes de luciferasa, fueron
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inyectados intraperitonealmente a ratones para investigar la aplicabilidad in vivo del
sistema. Las imégenes de bioluminiscencia de los ratones después de 3 dias de la
inyeccion revelaron una transfeccion exitosa de los érganos con el farmaco (Akin et al.,
2007). Park y colaboradores proponen un microbot basado en bacterias para actividad
terandstica contra tumores solidos. Desarrollaron un bacteriobot el cual acarrea
microperlas de poliestireno recubiertas con Cy 5.5 los cuales fueron administrados en
ratones y observaron que los Bacteriobots mostraron una mayor acumulacion en tumor,

esto fue detectado por la sefial de Cy 5.5 (Figura 5).
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Figura 5. Orientacién tumoral y localizacién de bacteriobots en un modelo de tumor de rat6n

singénico (Park et al., 2013).

En otro estudio publicado en 2014, se us6 Magnetococcus marinus para transportar
nanoliposomas unidos a su membrana celular, en este trabajo, los autores demostraron
que es posible unir aproximadamente 70 nanoliposomas a la membrana celular
bacteriana sin dafiar su funcionalidad y movilidad. También analizaron la citotoxicidad
de sus microrobots in vitro utilizando diferentes lineas celulares y revelaron que la
biocompatibilidad de las bacterias mejor6 cuando sus membranas celulares se

funcionalizaron con nanoliposomas (Taherkhani et al., 2014).
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Después de una década de investigaciones fisicas y quimicas, los microrobots
bacterianos recientemente comenzaron a usarse con mas frecuencia en aplicaciones de
administracion de medicamentos. En 2016, Han et al. construyeron microrobots
bacterianos basados en liposomas utilizando S. typhimurium atenuado. Demostraron que
los microrobots bacterianos que transportan liposomas cargados de drogas tienen una
mejor capacidad para matar tumores en comparacion con los liposomas desnudos, que se
distribuyen pasivamente debido al movimiento browniano. Ademas, se usd un sistema
de cocultivo que contiene células sanas y células cancerosas en el mismo estudio para
demostrar la quimiotaxis de los microrobots bacterianos hacia las células cancerosas
(Han et al., 2016). En otro estudio donde se vio una regresion tumoral fue en realizado
por Chen et al donde ratones fueron inoculados intravenosamente con 10° Salmonellas
recubiertas de polidopamina, inmediatamente aplicaron una terapia fototermal vy
observaron que al dia 20 hubo una regresion del tumor significativa (Chen et al., 2018).
Stanton y col. elaboraron un novedoso microrobot biohibrido, fabricado a partir de
microparticulas Janus con tapa metalica, donde E. coli se uni6 a la mitad del metal y
DOX se cargd en la otra mitad de la microparticula (Stanton et al., 2016). En otro
estudio, la cepa MC-1 de M. marinus fue modificada con nanoliposomas, se utilizo en
un trabajo in vivo para administrar un farmaco antineoplasico, en la region hipoxica de
tumores usando un campo magnético. Se demostrd que el 55% de los microrobots
bacterianos inyectados cerca del microambiente tumoral penetraron con éxito en las
regiones deficientes en oxigeno con la ayuda del campo magnético (Polak et al., 2015)
Afkhami y colaboradores demostraron que bacterias magnetotacticas tienen un gran
potencial para ser utilizadas como acarreadores (microbots) para la entrega dirigida de
agentes terapéuticos ya que la magnetotaxis natural de la bacteria puede explotarse para
dirigirlos hacia un tumor mientras es impulsado por sus propios motores moleculares
(Afkhami etal., 2011).

Como se vio anteriormente microorganismos como Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens y cepas de bacterias magnetotacticas (MTB) (cepa

Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1, La cepa Magnetospirillum magnetotacticum
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MS-1, la cepa Magnetospirillum magneticum AMB-1 y la cepa Magnetococcus MC-1)
se han utilizado para la elaboracion de microbots. Sin embargo, varias cepas de
bacterias, como E. coli, S. marcescens y cepas MTB todavia tienen varios puntos débiles
que limitan su uso como microaccionadores para microrobots biomédicos:
procedimiento de incubacién complejo, resistencia a los medicamentos contra
antibidticos y patogenicidad en animales vivos (Park et al., 2013). Aunque las bacterias
atenuadas tienen una patogenicidad limitada, la inmunogenicidad potencial también
debe considerarse con respecto a las aplicaciones clinicas. Es por esto que en los ultimos
afios se ha estado buscando un acarreador inocuo como es el caso de las Bifidobacterias,
estas se han utilizado como agentes antitumorales mostrando infiltracién especifica y
replicacion selectiva dentro de tumores solidos, incluida una funcién tumoricida directa
(Xie et al., 2018).

Luo y col. trabajaron con dos especies bacterianas anaerobicas, Bifidobacterium breve
(en el método de transporte de carga) y Clostridium difficile (en el método dirigido por
anticuerpos), para administrar nanorods de Au, para imagenes, y para ablacion térmica
usando excitacion de luz infrarroja cercana, en la region hipoxica de tumores sélidos in
vivo. Observaron una mayor eficacia del tratamiento y un periodo de retencion mas
prolongado de los nanorods, que se administraron mediante el método dirigido por
anticuerpos en la region reducida en oxigeno de los tumores solidos.

Liu y colaboradores utilizaron la cepa B. bifidum como acarreador de Quantum dots
(Figura 6), los cuales fueron conjugados en la bacteria con palmitoil oleoil
fosfatidilcolina, se inocularon 2 x10* bacilos intravenosamente en ratones C57B/6N y
observaron la sefial de fluorecsencia en tejido tumoral desde las primeras 24h post
inyeccion, las maxima sefial de fluorescencia fue entre las 72 y 96h, indicando que el
microbot puede llegar al tejido profundo de los tumores sdlidos después de ser

administradas intravenosamente (Liu et al., 2012).
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Figura 6. Iméagenes fluorescentes de cortes de tejido tumoral sélido en diferentes momentos después
de la inyeccidn intravenosa de Bifidobacterias con Quantum dots (Liu et al., 2012).

En otro estudio en 2019, Luo y colaboradores disefiaron nanoparticulas de PGLA con
PFH (Figura 7) las cuales fueron conjugadas a la membrana de B. longum, 24h después
de la administracion intravenosa en ratones, se observo fluorescencia en el area tumoral
desde las 24h hasta las 168 h (Luo et al., 2019).
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Figura 7. Capacidad de colonizacion tumoral de PFH / PLGA-B. longum in vivo (Luo et al., 2019).
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El bacteriobot representa un novedoso vehiculo alternativo para los sistemas de
administracion de farmacos especificos (Cho et al., 2015).

Debido a lo anterior y con base a los antecedentes mostrados, en el presente proyecto se
propone el desarrollo de un microbot basado en Bifidobacterias y nanoparticulas
magnéticas recubiertas de quitosano y pDNA, para su uso en envio dirigido de genes en
cancer. Para dicha estrategia se elaboraron nanocomplejos de nanoparticulas magnéticas
fluorescentes, quitosan (como agente protector), y un plasmido de DNA, que contiene un
promotor cuya activacion para la posterior expresion génica puede ser controlada por el
microambiente tumoral. El sistema fue caracterizado y evaluado a nivel in vivo en un
modelo tumoral de melanoma so6lido implantado en muslo, asi como también se
monitorio el nivel de citocinas inflamatorias. En este estudio mostramos el uso
simultaneo de Bifidobacterias con NCs (microbots) para entregar pDNa en un modelo in
vivo, el transgen se expresa altamente en el tejido tumoral, el microbot no expresa el
transgén de interés (en este caso, un gen bioluminiscente ) mas bien actian como
vectores de entrega que transfectan las células tumorales y entregan el transgen para que
las células de los mamiferos lo expresen, el gen bioluminiscente se carga en los NC, que
se transportan en la superficie de la bacteria. Aqui, aprovechamos el microambiente
hipéxico tumoral, el cual es favorable para la replicacion del Bacteriobot, este
microambiente ademas regula la expresion del gen cargado en los NCs adheridos a la
membrana de la bacteria y asi mejorar la eficiencia del tratamiento en la hipoxia

tumoral. Estos microbots son biocompatibles, relativamente seguros.
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11. JUSTIFICACION.

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, se le atribuyen
millones de defunciones al afio. Las terapias convencionales utilizadas en el tratamiento
contra el cancer han resultado ineficientes ya que son inespecificas, derivando en dafio
colateral a tejidos sanos, presentando un indice casi nulo en la completa recuperacion de
los pacientes. Ademas, el microambiente hipoxico reduce la susceptibilidad de las
células cancerosas a los medicamentos contra el cancer, la baja respuesta de radicales
libres y menor proliferacion de células cancerosas en el centro de los tumores sélidos.
Aunque la hipoxia de los tumores s6lidos ha resultado en un obstaculo en la terapia, su
bajo nivel de oxigeno sirve como habitat ideal para una serie de bacterias anaerobias. La
presencia de bacterias en tumores humanos ha sido reconocida por méas de 50 afios, se
han encontrado grandes cantidades de bacterias en tumores extirpados de pacientes. Es
por eso que se busca el desarrollo de sistemas con envio sitio dirigido, focalizado y
biocompatible. Dentro del desarrollo de agentes terapéuticos, se ha generado una gran
expectativa en los sistemas basados en células (microbots) ya que tienen mecanismos
méas complejos que les permiten alcanzar tejidos especificos, atravesar barreras no
permeables facilmente y modular su microambiente, recientemente se han propuesto el
uso microbots debido a su potencial en aplicaciones biomédicas. ES por eso que en este
trabajo se propuso el desarrollo y uso de Bacteriobots para la administracion de
plasmidos a células tumorales de un modelo murino. Los Bacteriobots actian como
vector de entrega de NCs que transfectan las células tumorales y entregan el transgén.
Aqui, aprovechamos el microambiente hipoxico caracteristico de los tumores solidos,
que favorece el crecimiento selectivo de Bacteriobot y el aumento de expresion del
transgén cargado en los Bacteriobots cuya expresién es mediada por un promotor que

responde a hipoxia, reduciendo asi significativamente el dafio a tejidos sanos.
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12.HIPOTESIS.

Bacteriobots basados en Bifidobacterias y Nanoparticulas Magnéticas Fluorescentes
(NPMF) son eficientes para focalizar y sitio dirigir la liberacion de un gen cuya

expresion es controlada por hipoxia en un modelo tumoral murino in vivo.
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13. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la eficiencia de Bacteriobots basados en Bifidobacterias y NPMF para el envio

dirigido de genes activado por hipoxia en un modelo tumoral in vivo.

13.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Elaborar y caracterizar Nanocomplejos (NCs) de quitosan- pDNA-NPMF.

2. Evaluar la eficiencia de transporte y expresion genica de los NCs en un modelo
tumoral in vivo.

3. Determinar la biodistribucion de Bifidobacterias tras una inyeccion intravenosa
en un modelo tumoral in vivo.

4. Evaluar la actividad reguladora de citocinas por Bifidobacterias en un modelo
tumoral in vivo.

5. Elaborar y caracterizar Bacteriobots basados en Bifidobacterias y pPDNA-NPMF.

6. Evaluar eficiencia de transporte y expresion genica de Bacteriobots regulada por

hipoxia en un modelo tumoral in vivo.

36



14. MATERIALES Y METODOS.

Esquema general.
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14.1 Descripcion, purificacion y caracterizacion de los plasmidos a utilizar.

Se utilizé el plasmido pNFkB-Luc adquirido de la empresa Clontech (Mountain, CA,
US), el cual responde al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NFkB). El vector contiene el gene que codifica para la luciferasa de
luciérnaga (Photinus pyralis, 1689 pb), ademas contiene multiples copias de secuencias
consenso del NFKkB fusionadas a la region promotora de la Timidina Quinasa del Virus
del Herpes Simple (HSV-TK), un sitio de clonacion y un gen de resistencia a ampicilina
(Figura 8).
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Figura 8. Mapa del vector pNFkB-Luc.

Otro vector que se utilizd fue pGSH-GFP-HIF4 (pRNAI-HIF) un ARN de interferencia

del factor inducible por hipoxia.

Ademas, se utilizd el vector pHRE-Luc, el cual contiene el gen de la luciferasa (Figura
9) regulado por un promotor sensible a hipoxia, este fue generado por 6 repeticiones de
secuencias consenso llamadas elementos de respuesta a hipoxia compuestas por sitios de

union a HIF altamente conservadas (CGTGTACGTG) separadas por 5 nucledtidos
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aleatorios (Figura 10), seguido por el promotor minimo de la timidina quinasa humana

(TK).

Figura 9.
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14.2 Extraccion de ADN plasmidico.

Cada uno de los plasmidos fue trasformado en bacterias de la cepa Escherichia coli (E.
coli) Top 10 de Invitrogen (Carlsbad, CA, US), para corroborar que la cepa tenia los
vectores, se sembraron en placas de agar Lennox L Base (LB) de Invitrogen con
ampicilina (100ug/ml) o kanamicina (50pg/ml) toda la noche 37°C, después del
crecimiento en placa se tomaron varias colonias, estas se crecieron en tubos eppendorf
con 1 ml de caldo LB ampicilina (100ug/ml) o kanamicina (50pg/ml) a 37°C con una
agitacion de 250 rpm toda la noche. De las colonias seleccionadas, se separaron 200 pL
de cada tubo y se almacenaron a -20°C, los 800 pL restantes se centrifugaron a 10,000
rpm durante 5 min para obtener un pellet bacteriano, se agregaron 20 puL de Fenol y
20puL de solucion Dye (Sucrosa (6%) y azul de bromofenol (0.1%), se mezclé todo con
ayuda del Vortex (Maxi Mix IlI, Thermolyne) hasta resuspender el pellet,
posteriormente se centrifugo a 12,000 rpm durante 3 min, se tomo la fase acuosa
colocandolo en un gel de agarosa al 0.8% posteriormente se realizé una electroforesis
durante 50 min a 100 V y 80 mA. El gel se tifio en bromuro de etidio y se observo en el
transiluminador (3UV, UVP).

14.3 Caracterizacion enzimatica del vector pHRE-Luc.

El plasmido purificado fue caracterizado por enzimas de restriccion y se llevaron a cabo
conforme a las instrucciones de la cosa comercial Promega (Madison, WI, US). Para
cada reaccion se utilizaron de 1 a 3 U de enzima por ug de ADN. Las reacciones y

enzimas utilizadas se muestran en la (tablal).
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Agua BSA Buffer Xho | BamH | ADN Total

4.5 pl 0.5 ul 1pl 1pl 1pl 2 ul 10 pl

Tabla 1. Reaccidn de la digestion del vector pHRE-Luc.

Las digestiones se incubaron a 37° por dos horas y se inactivaron a 65°C por 10 min.
Después las reacciones se cargaron en un gel de agarosa al 0.8%, se realizd una
electroforesis y se tifilo en bromuro de etidio para posteriormente observarlo en el

transiluminador.

14.4 Extraccion de plasmido por el método maxiprep.

Una vez caracterizado el vector, se produjo a gran escala. Se inoculo una coloniaen 1 ml
de caldo LB con antibiotico, el cual se incubo a 37°C toda la noche con una agitacion de
300 rpm, posteriormente se paso a 1L de caldo LB con antibiotico, se incubo a 37°C
toda la noche, una vez terminado el tiempo de incubacion se realizé la extraccion del
plasmido utilizando el kit comercial “HiPure Plasmid Maxiprep Kit de Invitrogene

(Carlsbad, CA, US), siguiendo las instrucciones del fabricante.

14.5 Preparacion de reactivos para la formacion de Nanocomplejos.

El quitosan soluble en agua de 20kDa con un grado de desacetilacion de ~70% de
Coyote Foods (Saltillo, COA, MX) vy el Tripolifosfato de pentasodio (TPP) de Sigma-
Aldrich (San Louis, MO, US) fueron pesados y resuspendidos en agua MiliQ, a
concentraciones de 2 mg/mL y 0.86 mg/ml respectivamente. El pH de quitosan se midio

y ajusté a 5.5, mientras que para el TPP se ajusto a 3.
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14.6 Formacion y caracterizacion de Nanocomplejos formados por pDNA-
Quitosan-NPMF.

Los Nanocomplejos fueron elaborados por el método de gelacién idnica descrito por
Calvo y Cols (1997), en el cual los iones del quitosan reaccionan con los aniones del
entrecruzante TPP para formar nanocomplejos, compuestos también por pDNA y NPMF
de un tamafio de 75nm, compuestas por un nacleo de Oxido de fierro
superparamagnético (SPIO) de 8nm, cubierto de una capa silicea biocompatible y un
fluoréforo orgéanico unido covalentemente cuyo espectro es similar al del fluorocromo
Cianina 5.5 (MaxVigen-710 nm, Nvigen). Los Nanocomplejos estan formados de NPMF

recubiertas de quitosan y pDNA.

14.7 Elaboracion de Nanocomplejos.

La metodologia para la elaboracion de Nanocomplejos fue estandarizada por Bonilla,
2017 de la siguiente manera: todos los reactivos se colocaron en dos microtubos
Eppendorf (Hamburgo AL) etiquetados como (+) y (-). En el microtubo (-) se coloco 1ul
de NPMF, 1 pg de pDNA (pHRE-Luc), 3.75 pl de TPP y tampon fosfato salino (PBS)
Gibco, mientras que en el microtubo (+) se agregaron 15ul de quitosan y 15 ul de PBS,
ambos microtubos se agitaron en el vortex (Maxi Mix I, Thermolyne) por 1 min 30 seg.
Para formar los Nanocomplejos, los componentes del microtubo (-) se agregaron al
microtubo (+) gota a gota mientras estaban en agitacion 950 rpm y una vez mezclados se
incubaron 1h a TA a una agitacion de 950 rpm. El volumen final para la elaboracion de

los nanocomplejos fue de 60 L.

Se utilizdé una concentracién de 100 ng/mL de NPMF para la caracterizacion de los
Nanocomplejos y una relacion de TPP-quitosan de 1:4, la cantidad de quitosan requerida

fue calculada con la siguiente formula:

(1g DNA x 3) (radio Q: pDNA)
pl Quitosan =

12mM
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14.8 Determinacion de homogeneidad y tamafio de Nanocomplejos.

Se realiz6 mediante dispersion de luz dindmica utilizando el aparato Zetaziser ZS90
(Malvern), los Nanocomplejos fueron aforados a 1mL con agua destilada filtrada y

cargados en cubetas de poliestireno de 1 mL DTS0012, Malvern (Reino Unido).

Los valores de RI (indice de refraccion y absorcion), utilizados en las mediciones fueron
de 1.330 y 0.001 respectivamente (valores del quitosan), mientras que para dispersarte
los valores fueron de 0.8872 de viscosidad y 1.330 de RI (valores del agua). Los
resultados obtenidos se reportan en una gréfica de tamafio/intensidad que muestra una
curva de frecuencia. El Sofware utilizado para la medicién de la muestra y analisis de

datos fue “Zetasizer Software” version 7.11.

14.9 Determinacion de la carga superficial de Nanocomplejos.

Se evaluo la carga superficial de estos mediante medicion del potencial Z determinado
por dispersion de la luz electroforética en el Zetasizer ZS90. Para esta medicion, los
Nanocomplejos fueron aforados a 1 ml con agua destilada filtrada estéril, posteriormente
fueron cargados con ayuda de una jeringa de insulina en una celda capilar plegada
DTS1070 Malvern. Los valores de RI y absorcion utilizados en las mediciones fueron
los ya mencionados anteriormente. La medicion se realiz0 con el modelo de
Smoluchowski, los resultados obtenidos de las tres mediciones se reportan en una

grafica de potencial zeta. El software utilizado fue “Zetasizer Software” version 7.11.

14.10 Evaluacion in vivo de Nanocomplejos.

Una vez determinada la carga superficial y el tamafio de los Nanocomplejos, se
realizaron evaluaciones in vivo para determinar tanto la eficiencia de transporte y
entrega, asi como la expresion génica. Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6
NHsd de Harlan (Indianapolis, IN, EU) con una edad de 6 a 8 semanas, con pesos

comprendidos entre 25-30 gr. Posteriormente se indujo un tumor so6lido en todos los
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ratones. Estos fueron inyectados con 500,000 células B16F10 (melanoma murino)
intradérmicamente cerca del muslo. Se permitio el crecimiento de la masa tumoral por
un periodo de 15 a 20 dias post inyeccion. Tras la formacion de los tumores solidos

todos los ratones fueron inoculados con distintos tratamientos con una n=3:
Grupo 1 Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc + la presencia de Magneto.
Grupo 2 Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc sin la presencia de Magneto.

Grupo 3 Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc + el vector pPRNAI-HIF + la presencia
de Magneto.

Grupo 4 Control negativo; Solucién fisiologica al 0.9%.

Todos los Nanocomplejos fueron preparados para llevar 50 pg de pDNA por raton,
resuspendidos en 100 pl finales de sIn fisioldgica, todos los tratamientos fueron
inoculados por vena caudal. Posterior a la inoculacién, a cada raton (excepto el grupo 2)
se le coloc6 un magneto de Neodimio con una intensidad de ~30,000 Gaus (3T) en el
sitio de la masa tumoral durante 1h, con la finalidad de sitio dirigir los tratamientos
especificamente al tumor. Después de 48 h de la exposicion a €l magneto, todos los
ratones fueron sacrificados y se tomaron los siguientes 6rganos: bazo, corazén, higado,

pulman, rifidn y tejido tumoral.

Los organos fueron lavados con solucion fisiologica, después fueron congelados y
descongelados con nitrogeno liquido para su posterior maceracion, una vez macerados
fueron lisados con el buffer “Cell Culture Lysis 5X Reagent” de Promega.
Posteriormente se centrifugé a 10,000 g, se colectd el sobrenadante resultante y fue

almacenado para su posterior analisis.
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14.11 Determinacion de la localizacion de Nanocomplejos en un modelo murino.

Para determinar la localizacién de los Nanocomplejos después de la inoculacion
intravenosa (IV) en ratones, se midio la fluorescencia. Los Nanocomplejos contienen
NPMF que estas a su vez cuentan con un fluoréforo que puede ser medido. Se tomaron
50 pl del sobrenadante del lisado de cada 6rgano y se mezclaron con 100 pl de sin.
Fisioldgica, los 150 ul resultantes de cada muestra se colocaron en una placa oscura de
96 pozos de fondo plano de Costar Corning (Corning, NY, EU).

La fluorescencia se midié con el lector de placas Varioskan Lux de ThermoFisher
Scientific (Waltham, MA, EU), los resultados fueron procesadas utilizando el software
Skanlt RE version 4.1, los valores obtenidos fueron analizados y graficados con el
software GraphPad Prism version 6.0. Las longitudes de emision y excitacion utilizadas
fueron las establecidas por el fabricante: 673 nm y 695 nm, respectivamente. El analisis
estadistico de los datos fue realizado con el software estadistico GraphPad Prism version
6.0, donde se verifico la normalidad de datos y posteriormente se realiz6 una prueba post

ANOVA para la comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey.

14.12 Analisis de la expresion de luciferasa en un modelo murino.

Para determinar la expresion de luciferasa en los érganos de los ratones, se utilizo el Kit
ONE-Glo Luciferase Assay System de Promega de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, se tomaron 50 yL de cada muestra, los cuales fueron colocados en placas
blancas de 96 pozos de fondo plano Costar Cornin Inc. Posteriormente, a cada muestra
se agregaron 100 pL del buffer con sustrato. La luminiscencia de la placa se leyo
utilizando el equipo Varioskan Lux, y el procesamiento de los datos utilizando el
software Skanlt, los valores en las graficas se reportan como unidades de luminiscencia
(UL). EI analisis estadistico de los datos fue realizado con el software estadistico
GraphPad Prism version 6.0, donde se verifico la normalidad de datos y posteriormente
se realiz6 una prueba post ANOVA para la comparacion multiple de medias mediante la

prueba de Tukey.
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14.13 Determinacion de la localizacion de Bifidobacterias en un modelo murino

tras una inyeccion IV.

Para este estudio se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 NHsd de Harlan con
una edad de 6 a 8 semanas, con pesos comprendidos entre 25-30 gr. Posteriormente se
indujo un tumor sélido en todos los ratones, se inyectaron 100,000 células B16F10

intradérmicamente cerca del muslo.

Se permitié el crecimiento de la masa tumoral por un periodo de 15 a 20 dias post
inyeccion. Tras la formacion del los tumores solidos se cultivaron Bacterias de la cepa
B. breve, las Bifidobacterias se crecieron en caldo de Man, Rogosa, Sharpe de Oxoid
Thermo Fisher (Waltham, MA, US) suplementado con L-Cysteina HCI al 0.005M,
Glucosa 0.050M y Tween 20 al 0.100 % (scMRS) a 37°C durante 24 a 48h en
condiciones de anaerobiosis, una vez terminado el tiempo de incubacion se contaron
1x10° bacilos en la camara de Neubauer y se resuspendieron en 100 pL de sln

fisiologica.

Las Bifidobacterias fueron inoculadas por vena caudal y se dividieron en los siguientes

grupos, cada uno con una n=3:

Grupo 1 Ratones inoculados con 1x10 ° Bifidobacterias y sacrificados a los 5 dias post-

inoculacion.

Grupo 2 Ratones inoculados con 1x10 ° Bifidobacterias y sacrificados a los 7 dias post-

inoculacion.

Grupo 3 Ratones inoculados con 1x10 ° Bifidobacterias y sacrificados a los 9 dias post-

inoculacion.

Grupo 4 Ratones inoculados con sin fisioldgica al 0.9 %.
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Los ratones se sacrificaron 5, 7 y 9 dias post-inoculacion, se removieron los siguientes
drganos: bazo, corazon, higado, pulmon, rifién y tejido tumoral. Todos los érganos
fueron macerados, este macerado se dividio en 2 partes: se tomaron 100 pl para inocular
placas de agar scMRS, el resto se proceso con el kit “Wizard Genomic DNA
Purification” siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, después de obtener el
ADN genomico (gADN) de todos los 6rganos, se realiz6 PCR para buscar la presencia
de la bacteria en los distintos érganos. Los oligonucleétidos que se utilizaron son
especificos para la identificacion de especies entre Bifidobacterias por el 16S rDNA:

IDB31F TAGGGAGCAAGGCACTTTGTGT
IDBC1IR ATCCGAACTGAGACCGGTT

Se utilizaron las condiciones recomendadas por Youn y colaboradores 2008.
Posteriormente los productos de PCR se corrieron en una electroforesis en gel de

agarosa al 1%.

14.14 Evaluacion de la actividad reguladora de citocinas por Bifidobacterias en un

modelo murino.

Para este estudio se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 NHsd de Harlan con
una edad de 6 a 8 semanas, con pesos comprendidos entre 25-30 gr. Se utilizaron
Bacterias de la cepa B. breve, estas se crecieron en caldo scMRS a 37°C de 24 a 48h en
condiciones de anaerobiosis, una vez terminado el tiempo de incubacion se contaron
1x10° bacilos en la camara de Neubauer y se resuspendieron en 100 pL de sin

fisiologica.

Otra cepa que se utilizo fue S. Aureus, la cual se sometié 30 min a luz ultravioleta, una

vez atenuada, se resuspendieron 1x10° bacterias en 100 L de sin fisioldgica.

Tanto las Bifidobacterias como los Staphylococcus fueron inoculados por vena caudal y

se dividieron en los siguientes grupos, cada uno con una n=3:
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Grupo 1 Ratones inoculados con 1x10° Bifidobacterias / 1x10° Staphylococcus

sacrificados 1h post inoculacion.

Grupo 2 Ratones inoculados con 1x10° Bifidobacterias / 1x10° Staphylococcus
sacrificados 3h post inoculacion.

Grupo 3 Ratones inoculados con 1x10° Bifidobacterias / 1x10° Staphylococcus
sacrificados 6h post inoculacién.

Grupo 4 Ratones inoculados con 1x10° Bifidobacterias / 1x10° Staphylococcus
sacrificados 8h post inoculacion.

Grupo 5 Ratones inoculados con 1x10° Bifidobacterias y 1x10° Staphylococcus
sacrificados 24h post inoculacion.

Grupo 6 Ratones inoculados con sin fisiologica.

Después de inocular las cepas, los ratones fueron sacrificados a las 1h, 3h, 6h, 8h y 24h
post inoculacion, se extrajo sangre por puncion cardiaca y se analizo el set de citocinas a
partir de suero por el kit Mouse Inflamation (Becton Dickinson, NJ, EU) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Las muestras se procesaron por citometria de flujo.
El anlisis estadistico de los datos fue realizado con el software GraphPad Prism version
6.0, donde se verificd la normalidad de datos y posteriormente se realiz6 una prueba post

ANOVA para la comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey.

14.15 Elaboracién de Bacteriobots.

Para la elaboracion de los Bacteriobots se utilizé la combinacidn de Bifidobacterias de la
cepa Bifidobacterium breve y Nanocomplejos. Se prepararon los Nanocomplejos como

ya se explico previamente.

Para este proceso, los componentes se colocaron en 2 microtubos: el primero contenia
Nanocomplejos resuspendidos en 60 pl de sIn fisiologica, el segundo, 1x10°
Bifidobacterias resuspendidas en 100 pl de sin fisioldgica, al segundo microtubo se le
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agrego el primero, después se agregaron 1.875 pl de TPP y 1.875 ul de Genipin al 0.1M,
posteriormente recibieron agitacion vigorosa y se incubaron 1h a 4°C a una agitacion de
950 rpm. Una vez terminado el tiempo de incubacion los Bacteriobots fueron
centrifugados a 2500 rpm para resuspenderse en un volumen final de 100 pl.

14.16 Determinacion de la carga superficial de Bacteriobots.

Se evallo la carga superficial de estos mediante medicion del potencial Z determinado
por dispersion de la luz electroforética en el Zetasizer ZS90. Para esta medicion, los
Bacteriobots fueron aforados a 1 ml con agua destilada filtrada estéril, posteriormente
fueron cargados con ayuda de una jeringa de insulina en una celda capilar plegada
DTS1070 Malvern. La medicion se realizdo con el modelo de Smoluchowski, los
resultados obtenidos de las tres mediciones se reportan en una gréfica de potencial zeta.

El software utilizado fue “Zetasizer Software” version 7.11.

14.17 Determinacion de la viabilidad de Bacteriobots.

Se elaboraron Bacteriobots con 1y 3 veces la concentracion de NPMF, con el propdsito
de comprobar que las NPMF no son toxicas para las Bifidobacterias al plegarlas en su
membrana celular. Se prepararon Bacteriobots con las concentraciones antes
mencionadas y se plaquearon en agar csMRS, las placas se incubaron por 24h y 48h en

condiciones de anaerobiosis y se observo si existia 0 no crecimiento bacteriano.

Ademas, los Bacteriobots (1x y 3x) fueron inoculados en 1 ml de caldo scMRS vy se

monitoreo la densidad Optica durante 24h y 48h.
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14.18 Caracterizacion de Bacteriobots por el Microscopio de Barrido Electronico
(SEM).

Se elaboraron Bacteriobots bajo las condiciones anteriormente descritas, se colocaron
20pL en un cubreobjetos y 20 pL de la solucién fijadora al 1% (buffer de fosfatos 0.1M
y glutaraldehido al 25%). Se homogeniz6 la solucién y se dejé fijar por 30 min a 4°C. Se
removio el liquido restante con mucho cuidado de no tocar la superficie del cubreobjetos
y se dejo secar por mas tiempo para visualizar la muestra en el SEM.

14.19 Determinacion de la localizacion de Bacteriobots en un modelo murino.

Una vez caracterizado el bacteriobot, se realizaron evaluaciones in vivo para determinar
la eficiencia de transporte. Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 NHsd de
Harlan, con una edad de 6 a 8 semanas, con pesos comprendidos entre 25-30 gr.
Posteriormente se indujo un tumor solido en todos los ratones, fueron inyectadas
500,000 celulas B16F10 (melanoma murino) intradérmicamente cerca del muslo. Se
permitid el crecimiento de la masa tumoral por un periodo de 15 a 20 dias post
inyeccion. Tras la formacion de los tumores sélidos todos los ratones fueron inoculados

con distintos tratamientos con una n=3:

Grupo 1 Bacteriobots + la presencia de Magneto.
Grupo 3 Nanocomplejos + la presencia de Magneto.
Grupo 3 Plasmido solo

Grupo 4 Control negativo; Solucion fisiolégica al 0.9%.

Todos los Bacteriobots fueron preparados para llevar 50 pg de pDNA por raton
resuspendidos en 150 ul finales de sin fisiolégica, todos los tratamientos fueron
inoculados por vena caudal. Posterior a la inoculacion, a cada raton se le coloco un
magneto de Neodimio con una intensidad de ~30,000 Gaus (3T) en el sitio de la masa
tumoral durante 1h, con la finalidad de sitio dirigir los tratamientos especificamente al

tumor. Después de 48 h de exposicion al magneto, todos los ratones fueron sacrificados
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y se tomaron los siguientes érganos: bazo, corazén, higado, pulmdn, rifion y tejido

tumoral.

Los drganos fueron lavados con solucion fisiologica, después fueron congelados y
descongelados con nitrogeno liquido para su posterior maceracion, una vez macerados
fueron lisados con el buffer “Cell Culture Lysis 5X Reagent” de Promega.
Posteriormente se centrifugd a 10,000 g, se colecté el sobrenadante resultante y fue

almacenado para su posterior analisis.

Para determinar la localizacién de los Bacteriobots después de la inoculacion
intravenosa (I1V) en ratones, se midié la fluorescencia de las NPMF ya que cuentan con
un fluoréforo que puede ser medido. Se tomaron 50 pl del sobrenadante del lisado de
cada 6rgano y se mezclaron con 100 pl de sin. Fisiolégica, los 150 pl resultantes de cada
muestra se colocaron en una placa oscura de 96 pozos de fondo plano de Costar
Corning.

La fluorescencia se midid con el lector de placas Varioskan Lux de ThermoFisher
Scientific, los resultados fueron procesadas utilizando el software Skanlt RE version 4.1,
los valores obtenidos fueron analizados y graficados con el software GraphPad Prism
version 6.0. Las longitudes de emisidn y excitacion utilizadas fueron las establecidas por
el fabricante: 673 nm y 695 nm, respectivamente. El analisis estadistico de los datos fue
realizado con el software estadistico GraphPad Prism version 6.0, donde se verifico la
normalidad de datos y posteriormente se realizdO una prueba post ANOVA para la

comparacion multiple de medias mediante la prueba de Tukey.

14.20 Analisis de la expresion de luciferasa de Bacteriobots en un modelo murino.

Se realizaron evaluaciones in vivo para determinar la eficiencia de entrega de material

genético, asi como la expresion génica.

Para determinar la expresion de luciferasa en los 6rganos de los ratones, se utilizé el Kit
ONE-Glo Luciferase Assay System de Promega de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, se tomaron 50 pL de cada muestra, los cuales fueron colocados en placas
blancas de 96 pozos de fondo plano Costar Cornin Inc. Posteriormente, a cada muestra
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se agregaron 100 pL del buffer con sustrato. La luminiscencia de la placa se ley6
utilizando el equipo Varioskan Lux, y el procesamiento de los datos utilizando el
software Skanlt, los valores en las graficas se reportan como unidades de luminiscencia
(UL). EI analisis estadistico de los datos fue realizado con el software estadistico
GraphPad Prism version 6.0, donde se verifico la normalidad de datos y posteriormente
se realiz6 una prueba post ANOVA para la comparacion maltiple de medias mediante la
prueba de Tukey.

Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité de Etica de
Investigacion y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. Todos los procedimientos de manejo de
animales fueron realizados de acuerdo a la Norma oficial Mexicana NOM-062-Z0OO0-
1999 especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio.
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15.RESULTADOS

15.1 Caracterizacion de pHRE-Luc.

La caracterizacion del vector pHRE-Luc fue realizada por digestion enzimatica mediante
las enzimas de restriccion Nhel y BamHI. En la figura 11, se muestra un gel de
electroforesis con el vector pHRE-Luc digerido, el carril 1 corresponde al marcador de
peso molecular y en el carril 2 se observaron dos bandas: la primera con un peso de 3232
pares de bases (pb), la segunda de 2275 pb la cual contiene el casete de expresion

(promotor inducible por hipoxia y el gen reportero de la luciferasa).

1kb DNA ladder
Promego®

—10.000
— 8,000
- 6.000
= 5,000
— 4,000
— 3.000
— 2500
2,000
- 1500

== 1.000
— 50

Figura 11. Caracterizacion del vector pHRE-Luc. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la
digestién del vector pHRE-Luc, con las enzimas Nhel y BamHI.

15.2 Formacién y caracterizacién de Nanocomplejos de pDNA-Quitosan-NPMF.

Fue evaluado el tamafio y potencial Z de los Nanocomplejos mediante dispersion de luz
dinamica. Se elaboraron NCs acomplejados con 2 distintos pDNAs conforme a la
metodologia establecida por Bonilla y colaboradores en 2017, en el primer
Nanocomplejo se utilizd6 pHRE-Luc, en la figuara 12 se muestra la grafica obtenida para
la evaluacion de tamafio, se observd una completa homogeneidad, un indice de

polidispersion bajo (0.157) y un tamafio de 302 nm con un 100 % de intensidad.
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Mientras que para los Nanocomplejos con pRNAI-HIF se observd una homogeneidad
con un indice de polidispersion de 0.174, un tamafio de 228 nm con 100 % de intensidad

(Figura 13).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z.Average (d.nm): 3029 Peak 1: 3253 100.0 109.6
Pdr: 0.157 Peak 2: 0.000 00 0.000
Intercept: 0942 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensiy

Intenstty (Percent)
w

0.1 1 10 100
Size (d.nm)

Figura 12. Homogeneidad y tamafios de los Nanocomplejos con pHRE-Luc.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 2183 Peak 1: 228 4 100.0 61.37
Pdi: 0.174 Peak 2: D.000 0.0 0.000
Intercept: 0.946 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

204
15:
101

Irtensty (Percent)

PEIU"

1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})

Figura 13. Homogeneidad y tamafios de los Nanocomplejos con pRNAI-HIF.
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Ademas también se midié el potencial Z de ambos NC, el acomplejado con pHRE y

pRNAI-HIF: con un potencial positivo de 16.1mV y 15.9 mV respectivamente, ambos

con una intensidad de 100% (Figura 14 y 15).

Mean (mv) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mWVk: 16.1 Peak 1: 16.1 100.0 399
Zeta Deviation (mVy: 3.99 Peak 22 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/cm): 0.B29 Peak 32 000 0.0 0.0

Result quality :

Zeta Potential DeEribwetion

200
Apparant Zeta Polential (mh])
Figura 14. Potencial Z de los Nanocomplejos con pHRE-Luc.
Mean {mi}) Area (%) St Devw (M)
Zeta Potential (my): 159 Peak 1: 159 100.0 5.15
Zata Deviation (mVy): 515 Peak 2: 000 0.0 0.00
Conductivity (mS/icm): 0.800 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality : «
Zeta Potential Destribution
'E <110 R R R T L ER T PR LR PP EEEREE T
T
g [ N N N N
o
-100 o 100 200

Apparent Zeta Potential (m\)

Figura 15. Potencial Z de los Nanocomplejos con pRNAIi-HIF.
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15.3 Evaluacion de la eficiencia de transporte especifico de Nanocomplejos en un
modelo in vivo.

Se determiné la eficiencia de transporte de los Nanocomplejos mediante una medicién
de fluorescencia (longitudes de emision 673 nm y excitacién 695 nm). EI 6rgano que
tuvo una mayor concentracion de Nanocomplejos fue el tumor, seguido por el higado y
rifdn, esto en el grupo con la influencia de un magneto (H+M). En el tejido tumoral
analizado, el grupo H+M fue significativamente mayor con 163 unidades de
fluorescencia (UF)/ mg proteina comparado con el grupo que no tuvo la presencia del
magneto (H-M) (79 UF/ mg proteina). La concentracion de NCs del grupo H+M fue
significativamente mayor en tejido tumoral comparado con otros 6rganos (bazo,
corazon, higado, pulmdn y rifién). En cambio, el grupo sin presencia de magneto H-M,
tuvo una distribucion mas homogénea y no fue especifica de algin érgano si no que se

acumulo en higado y rifion (Figura 16).

400 - Control
H HHJ
£ 3001 Bl H+H+M
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Figura 16. Fluorescencia de érganos y tejido tumoral de ratones inoculados intravenosamente con
los distintos tratamientos a las 48h. (H+M) Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc mas la presencia de
magneto, (H-M) Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc sin la presencia de magneto, (H+H+M)
Nanocomplejos con los vectores pHRE-Luc y pRNAI-HIF més la presencia de magneto, (Control)
ratones inoculados con solucién fisioldgica al 0.9%. Los datos representan la media + el error estandar de
la media de 3 repeticiones. Arriba de las barras se marcan las diferencias entre cada uno de los
tratamientos *p<0.05, ** p<0.01.

57



15.4 Evaluacién de la expresion génica de Nanocomplejos en un modelo in vivo.

Se analizé la eficiencia de expresion del gen reportero luciferasa en los distintos 6rganos
(bazo, corazén, higado, pulmon y rifién), mediante la intensidad de luminiscencia. El
grupo (H+M) tuvo una mayor intensidad de luz en el tejido tumoral (6631 unidades de
luz (UL) / mg proteina) comparado con el grupo que no tuvo la presencia del magneto
(H-M) (2277 UL/mg proteina) y con el control negativo (849 UL/mg proteina). Ademas
se observo una disminucion de la intensidad de luz en el grupo (H+H+M) (4868.1413

UL/mg proteina) el cual contiene un iRNA dirigido contra HIF (Figura 17).

Control
— E H+H
= B HHM
s B H-M
10000 ™
@ 8000
c
5
o 6000+
[« N
£ 4000-
3
. Nin
2° o & & & &
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@ oo*& @6’} Q"’\é\ & ~

Figura 17. Luminiscencia de drganos y tejido tumoral de ratones inoculados intravenosamente con los
distintos tratamientos a las 48h. (H+M) Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc mas la presencia de
magneto, (H-M) Nanocomplejos con el vector pHRE-Luc sin la presencia de magneto, (H+H+M)
Nanocomplejos con los vectores pHRE-Luc y pRNAI-HIF méas la presencia de magneto y (Control)
ratones inoculados con solucion fisiolégica al 0.9%. Los datos representan la media * el error estandar de
la media de 3 repeticiones. Arriba de las barras se marcan las diferencias entre cada uno de los
tratamientos **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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15.5 Determinacion de la localizacién de Bifidobacterias en un modelo murino tras

una lV.

Para demostrar que la bacteria anaerobia B. breve coloniza tumores. Los 6rganos y
tejidos de ratones (bazo, corazdn, higado, pulmon, rifion y tumor) inoculados a los 5, 7'y
9 dias con la bacteria, fueron sembrados en placas de agar ScMRS en condiciones de
anaerobiosis a 37°C de 24 a 48h. Ademas se analizaron varios 6rganos mediante PCR
para determinar la presencia de B. breve. Se encontro la presencia de Bifidobacterias
después de la inoculacion intravenosa en: un raton de los tres sacrificados a los 5 dias,
dos de los tres ratones sacrificados a los 7 dias y en todos los ratones sacrificados a los

nueve dias (Figura 18).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de la amplificacion (827 pb) del 16 S rDNA de
Bifidobacterium Breve en érganos de ratones sacrificados a los 5, 7 y 9 dias. a), b) y c): ratones
sacrificados a los 5 dias, d), e) y f): ratones sacrificados a los 7dias, g), h) e i): ratones sacrificados a los 9
dias. C+: control positivo.

15.6 Evaluacion de la actividad reguladora de citocinas por Bifidobacterias en un
modelo murino.

Se determinaron los niveles de las citocinas IL-12p, IL-6, IFN, MCP-1, TNF e IL-10 a
partir de suero de ratones con un tumor sélido desarrollado, inoculados
intravenosamente con 1x10° bacilos de Bifidobacterias. La IL-12p no tuvo un
incremento significativo con respecto al control negativo en ninguno de los grupos (B1h,
B 3h, B 6h y B 8h). La IL-6 se incrementé conforme aumentaba el tiempo, teniendo su
méaxima concentracion a las 8h, despueés tuvo un descenso considerable a las 24h. El
incremento de esta citocina en el grupo de las Bifidobacterias no fue significativo con
respecto al control negativo. La concentracion de IFN no fue significativo comparado
con el control negativo. MCP-1 tuvo un aumento a las 3h. La TNF se incremento en las
primeras horas (1 y 3h), este incremento fue altamente significativo con respecto a los
controles, después de las 3h los niveles detectados disminuyeron casi a 0 pg/mL. En la
primera hora la IL-10 tuvo un incremento considerable y a las 3h tuvo su mayor
deteccién, ambas horas fueron estadisticamente significativos con respecto a los
controles. Los valores de IL-10 fueron inversamente proporcionales a los de TNF
(Figura 19).
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Figura 19. Niveles de citocinas en ratones con tumor inoculados intravenosamente con
Bifidobacterias 1h, 3h, 6h y 8h post inoculacion. B 1h, citocinas después de 1h post inoculacion de
Bifidobacterias; B 3h, citocinas después de 3h post inoculacién de Bifidobacterias; B 6h, citocinas
después de 6h post inoculacién de Bifidobacterias; B 8h, citocinas después de 8h post inoculacion de
Bifidobacterias; B 24h, citocinas después de 24h post inoculacion de Bifidobacterias; C+ 1h, citocinas
después de 1h post inoculacién de S. Aureus; C+ 3h, citocinas después de 3h post inoculacién de S.
Aureus; C+ 6h, citocinas después de 6h post inoculacién de S. Aureus; C+ 8h citocinas después de 8h post
inoculacién de S. Aureus; Control, ratones inoculados con solucion fisioldgica al 0.9%. Los datos
representan la media + el error estandar de la media de 3 repeticiones. Arriba de las barras se marcan las
diferencias entre cada uno de los tratamientos *p<0.05, **p<0.01.
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15.7 Caracterizacion de Bacteriobots.

Fue evaluado el potencial Z de los Bacteriobots. El valor obtenido se muestra en la
figura 20, donde se observa un potencial Z negativo con una media de -28 mV y una
intensidad del 100%.

Temperature (*C): 250 Zeia Runs: 12
Count Rate (kcps): 2630 Measurement Position (mm): 200
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 6
Mean (mV) Area %) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -28.4 Peak 1: -284 1000 401
Zeta Deviation (mV): 4.01 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
onductivity (mSiom): 00167 Peak 3: 000 0.0 0.00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

Tetal Counts

-100 o 100 200
Apparent Zeta Potential (mh)

Figura 20. Potencial Z de los Bacteriobots.

Los Bacteriobots fueron analizados por SEM a 15kV y 50,000x de aumento,
Bacteriobots con un didmetro de 1 a 2 um fueron observados (Figura 21). También se
pudo observar que los NCs fueron adheridos a la membrana de la Bifidobacterias y no

endocitados.
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Figura 21. Micrografia al microscopio electronico de barrido de un bacteriobot a base de
Bifidobacterias y nanoparticulas magnéticas fluorescentes recubiertas de quitosan-DNA (pHRE-
Luc).

15.8 Evaluacion de la eficiencia de transporte especifico de los Bacteriobots en un

modelo in vivo.

Se determind la eficiencia del transporte de los Bacteriobots mediante una medicién de
fluorescencia (longitudes de emisién 673 nm y excitacion 695 nm). La mayor sefial de
fluorescencia fue claramente observada en el tejido tumoral comparado con los otros
organos (bazo, corazon, higado, pulmén, rifidén). En el tejido tumoral analizado se
compard la eficiencia de transporte de dos sistemas: Microbots vs Nanocomplejos,

teniendo una mayor sefial de fluorescencia el grupo de los microbots (figura 22).
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Figura 22. Analisis de fluorescencia de 6rganos y tejido tumoral de ratonesa las 48h.

Ratones inoculados intravenosamente con Microbots y NCs. M+M, microbots mas la presencia de
magneto; NCs+M) Nanocomplejos mas la presencia de magneto; Control (-), solucion fisioldgica al 0.9%,
todos los tratamientos contienen el vector pHRE-Luc a excepcion del control negativo. Los datos
representan la media + el error estandar de la media de 3 repeticiones. Arriba de las barras se marcan las
diferencias entre cada uno de los tratamientos *p<0.05, *** p<0.001.

15.9 Evaluacion de la expresion génica de los Bacteriobots como vector en un
modelo in vivo.

La mayor intensidad de sefial de luminiscencia se obtuvo en el tejido tumoral comparado
con otros érganos; bazo, corazon, higado, pulmén y rifidn (P<0.001). En el grupo de los
Microbots mas la presencia de magneto (M+M) la biodistribucién de la expresion del
gen cargado fue mayor mente focalizada en tejido tumoral, al igual que en el grupo de
los NCs mas la presencia de magneto, en cambio, en el grupo del plasmido solo (P), la
distribucién de la expresion no fue selectiva, si no que fue casi la misma en todos

organos (Figura 23).
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Figura 23. Cuantificacion de la expresién de la luciferasa en érganos y tejido tumoral de ratones a
las 48h. M+M, microbots mas la presencia de magneto; NCs+M, Nanocomplejos méas la presencia de
magneto; Control (-), solucidn fisiol6gica al 0.9%, todos los tratamientos contienen el vector pHRE-Luc a
excepcion del control negativo. Los datos representan la media + el error estandar de la media de 3
repeticiones. Arriba de las barras se marcan las diferencias entre cada uno de los tratamientos *p<0.05,

*x%<0,001, **** p<0.0001.
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15.10 Determinacién de la localizacion de los Bacteriobots en un modelo murino

trasuna lV.

Para demostrar que los Bacteriobots colonizan tumores. Los 6rganos y tejidos de ratones
(bazo, corazdn, higado, pulmén, rifién y tumor) inoculados con los Bacteriobots, fueron
sembrados en placas de agar SCMRS en condiciones de anaerobiosis a 37°C de 24 a 48h.
Se observo crecimiento bacteriano en la placa con tejido tumoral y un minimo en higado

y bazo (Figura 24).

Spleen Hear Liver Kidney Lung

Figura 24. Biodistribucion de los Bacteriobots. El tejido tumoral y 6rganos mayores (bazo, corazén,
higado, rifion, pulmén) fueron sembrados en placas con agar SCMRS.

66



16.DISCUSION

Las estrategias actuales para combatir el céncer usualmente presentan ciertas
desventajas, debido a que no son selectivas para las células cancerigenas y afectan las
células de los tejidos normales. Debido a ello, se estan buscando nuevas alternativas
(Cho et al., 2012). En cancer, el uso de microbots basado en bacterias anaerobicas como
transportadores especificos dirigidos a tejidos tumorales ha sido explorado, debido a que
ellas tienen mecanismos mas complejos que les permiten alcanzar tejidos especificos,
cruzar barreras no-permeables facilmente y modular su microambiente (Wang et al.,
2014). En este estudio mostramos el uso simultdneo de Bifidobacterias con NCs
(Bacteriobots) para la entrega de un gen a células tumorales cuya expresion es regulada

por el microambiente hipoxico de tumores sélidos en un modelo in vivo.

Desde la idea pionera de que las particulas finas de hierro podrian transportarse a través
del sistema vascular y concentrarse en un sitio especifico del cuerpo con la ayuda de un
campo magnético, la aplicacion de nanoparticulas magnéticas para administrar
medicamentos o anticuerpos a drganos o tejidos se ha convertido en un campo de
investigacion activo (Freeman et al., 1960; Goodwin etal., 1999). Sin embargo, es
importante mencionar que la oxidacion y erosion acida de la superficie es un problema
importante, ya que su degradacion es mas rapida. Aunado a esto las nanoparticulas
desnudas son mas susceptibles a la opsonizacidn, ademas muestran una mayor toxicidad
tanto in vitro como in vivo. Por lo tanto, en este estudio se utilizaron Nanoparticulas
magnéticas fluorescentes con un nacleo de oxido de hierro recubiertas con quitosan y el
vector pHRE-Luc (formando Nanocomplejos o NCs), al recubrirlas con este polimero
aumenta su tiempo de circulacion, biocompatibilidad y protege a los acidos nucleicos
contra endo/exo nucleasas intra/extracelulares (Issa et al., 2013). Otra de las funciones

mas importante del recubrimiento con quitosan es que, proporciona enlaces quimicos

67



para la conjugacion de moléculas de farmacos, ligandos dirigidos y &cidos nucleicos
(Xie et al., 2018).

En este estudio se obtuvieron NCs de 302 nm (figura 12) y 218 nm (figura 13) con los
plasmidos pHRE-Luc y pRNAI-HIF respectivamente. Este tamafio es ideal para la
transfeccion en terapias contra tumores, ya que estas pueden extravasarse al area tumoral
(Angelova y Yordanov 2015). También se obtuvieron potenciales zeta positivos de
+16.1 mV (figura 14) y +15.9 mV (figura 15) respectivamente. Un potencial positivo
representa una ventaja en terapias de envio dirigidas y en la eficiencia de transfeccion,
debido a que la membrana celular se encuentra cargada negativamente, de este modo los
NC’s pueden tener una fuerte interaccion electrostatica con la célula, lo cual resulta en
una rapida endocitosis, permitiendo una transfeccion eficiente (Kou et al. 2013). Una
carga excesivamente positiva puede causar citotoxicidad, interaccion no especifica y
agregacion sanguinea (Honary y Zahir 2013).

Una vez caracterizados, los NCs fueron inoculados via 1V por vena caudal en ratones,
donde se midi6 la fluorescencia de Organos para determinar su localizacion 48 h post
inoculacion, la fluorescencia puede ser determinada debido a que los NCs llevan un
fluoroforo organico unido covalentemente cuyo espectro es similar al del fluorocromo
Cianina 5.5. El 6rgano que tuvo una mayor acumulacion de NCs fue el tejido tumoral
(figura 16), debido a que los NCs magneticos fueron dirigidos mediante un iman hacia la
zona del tumor, evitando que se desvien a tejidos sanos. En cambio, cuando no se aplico
un campo magnético, la concentracion de NCs no fue especifica de un 6rgano blanco, si
no que se detecto una mayor concentracion en higado y rifion. Este resultado nos indica,
gue cuando se coloca un campo magnético en un sitio especifico, es capaz de sitio dirigir
Nanoparticulas magnéticas a través de la circulacion venosa hacia un érgano o tejido
especifico deseado. Tal y como lo demostraron Alvizo y colaboradores en 2016 al
inocular via IV Nanoparticulas magnéticas acomplejadas con quitosan y pDNA en
ratones C57/BL6, mediante un iman dirigieron las Nanoparticulas a los focos tumorales
en los pulmones de los ratones donde se vio una mayor expresion del gen apoptotico

cargado en las Nanoparticulas (Alvizo et al., 2016).
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Ademas de comprobar la eficiencia de transporte, también se determind la eficiencia de
expresion del gen reportero acomplejado en los NCs. La mayor intensidad de
luminiscencia detectada: fue en el tejido tumoral comparado con los otros 6rganos (bazo,
corazdn, higado, pulmén vy rifién), esto debido a que en las regiones tumorales son
caracteristicas la regiones hipéxicas, lo que genera la activacién de HIF (Denny, 2010),
este factor de trascripcion reconoce las repeticiones en tdndem de los sitios de unién
minimos de HIFla y HIF2a puestas en el promotor del vector pHRE-Luc utilizado en
este estudio, lo que genero una alta expresion del gen luciferasa en el tejido tumoral. El
nivel de expresion de la luciferasa es dependiente de los niveles de HIF en los tejidos.
Esto fue demostrado mediante un iRNA dirigido contra HIF, en el grupo donde se utiliz6
el iRNA; el nivel de intensidad de luminiscencia disminuyo significativamente. Zhou y
colaboradores elaboraron un vector con un promotor similar, al transfectar células en un
ambiente hipoxico observaron que la intensidad de eYFP fue significativamente mayor
que en celulas con niveles normales de oxigeno, de igual manera observaron que cuando
se transfecto un SiRNA contra HIF el nivel de eYFP disminuyo (Zhou et al., 2011).
También se observd que en el grupo donde hubo ausencia de un campo magnético para
dirigir los NCs, la sefial de luminiscencia disminuy0 tres veces en comparacion con el
grupo que si tuvo la presencia de un campo (Figura 17).

Una vez que se comprobo la eficacia de entrega y transporte de los NCs, y la expresion
especifica en tejido tumoral, se elaboraron Bacteriobots como acarreadores de NCs. Lo
primero que se realizé fue comprobar si B. breve fue capaz de colonizar tumores tras una
inoculacion intravenosa en ratones con tumor. Los 6rganos de ratones inoculados con
1x10° bacilos fueron sembrados en placas de agar scMRS, se detect6 la presencia de B.
breve mediante PCR en los dias 5, 7 y 9 post inoculacion, esto solo en tejido tumoral
(Figura 18). En el 2001 Yazawa Yy colaboradores, administraron intravenosamente B.
Longum con el plasmido denominado pBLES100 a ratones con carcinoma mamario,
inicialmente se observo una distribucién de los bacilos viables en todo el cuerpo, pero
después de 96-168 horas solo se detectaron en el tejidos tumorales, los cuales
presentaban replicacion y expresion del plasmido pBLES100. Los bacilos fueron solo
encontrados en el tumor debido al ambiente de hipoxia necesario para el crecimiento de

esta bacteria (YYazawa et al, 2001).
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Ya que la manera de administrar B. breve en ratones es via 1V, se evaluaron los niveles
de citocinas inflamatorias 1, 3, 6, 8 y 24h post inoculacion en los mismos. En la primera
hora hubo un incremento de la TNF aprox. 170 pg/mL, la cual se fue reduciendo
conforme fue en aumento la IL-10 (120pg/mL), a la 3er hora la TNF bajo su
concentracion a 140 pg/mL mientras que la IL-10 aumento a casi 200 pg/mL, a partir de
la sexta hora ambas citocinas se redujeron casi a su nivel basal. Estudios muestran que
las Bifidobacterias son capaces de promover la induccion de las citocinas TNF e IL-10
(Amrouche et al., 2006; Lopez et al., 2010; Herfel et al., 2013). Curiosamente, I1L-10 y
TNFa son dos citoquinas pleiotrdpicas que son producidas tanto por linfocitos T como
por células mieloides. Estan mutuamente reguladas y juegan roles opuestos en las
respuestas inflamatorias, y por lo tanto su equilibrio relativo es de relevancia central
para controlar la desviacion inmune (Lopez et al., 2010). Algunos géneros de
Bifidobacterias secretean serpinas extracelulares, las cuales son inhibidores de la serina
proteasa, tienen la capacidad de unirse e inactivar a las mismas. El gen que codifica la
serpina no esta ampliamente distribuido entre el género Bifidobacterium, y hasta el 2010
se ha identificado en nueve especies (Turroni et al., 2010). Mas precisamente, los
objetivos de las serpinas secretadas por las Bifidobacterias son dos importantes proteasas

pro-inflamatorias: la neutrofila humana y elastasa pancreatica (Ivanov et al., 2006).

Una vez que se comprobd que la administracion de Bifidobacterias por torrente
sanguineo es segura, se elaboraron Bacteriobots a partir de la cepa B. breve y NCs de
200-300 nm con un potencial zeta positivo. Posteriormente se determind su forma y
morfologia donde se utiliz6 SEM a un voltaje de 15 kV y una magnificacion de
50,000X, donde se observaron microbots con un diametro entre 1-2 um, los resultados
confirmaron que los NCs fueron adheridos uniformemente a la superficie bacteriana
(Figura 21). Los microbots fueron inoculados via IV por vena caudal en ratones, donde
se midi6 la fluorescencia de Organos para determinar su localizacion 48 h post
inoculacion. El érgano que tuvo una mayor acumulacion de Bacteriobots fue el tejido
tumoral (figura 22), debido a que estos tienen la capacidad de localizarse y germinar en
las zonas tumorales después de una inyeccion V. Se colocd un iman en la zona tumoral

para acelerar y eficientar la llegada de los microbots. En cambio, cuando se comparé el
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grupo de Microbots contra los NCs, se observd una mayor acumulacion de Microbots en
el tejido tumoral, lo que indicd que los Microbots tienen una mayor capacidad para
llegar a tumor después de ser inoculados via IV que los NCs solos. La fluorescencia
obtenida en tejido tumoral no se compara con la obtenida en otros 6rganos sanos; sin
embargo, se detecto una ligera deteccion de fluorescencia en el higado y el rifién, ya que
juegan un importante papel en la excrecion de nanoparticulas y otras sustancias
(Ernsting et al., 2013; Anita et al., 2018).

Multiples reportes indican que los vasos sanguineos tumorales presentan anormalidades
estructurales y estan interrumpidos por fenestraciones, con un tamafio de 400 nm a 1-2
micrones, lo cual permite la extravasacion de nuestros Bacteriobots hacia las células
tumorales (Angelova y Yordanov 2015; Graham y Unger 2018; Yuan et al., 1995) ya
que miden aproximadamente 2 um (Figura 21), ademas los Bacteriobots pueden
colonizar areas hipoxicas del tumor debido a sus complejos mecanismos (Wang et al.,
2014). Una vez en el area tumoral, los NCs adheridos a la bacteria fueron liberados
(debido a las condiciones ligeramente acidas del microambiente tumoral) y endocitados
por las células tumorales para la expresion genética del vector pHRE-Luc. La expresion
de luciferasa fue medida 48 h después de la administracion IV de microbots que
contenia 50 pg del vector pHRE-Luc. Se determind que en el tejido tumoral se dio la
mayor expresion de luciferasa, esto comparado con los demas Organos sanos, esta
expresion selectiva es atribuida al promotor hipoxico y a la presencia de los elementos
de respuesta a hipoxia que incrementan la expresion del gen luciferasa ante condiciones
hipdxicas (Marignol et al., 2005; Greco et al., 2003). Ademas, los microbots fueron
comparados con otros dos sistemas de entrega de genes; NCs solos y el plasmido
desnudo. Los microbots mostraron una diferencia significativa en cuanto a la eficiencia

de entrega de genes a un tejido especifico (Figura 23).

B. breve fue usada como vehiculo para acarrear y transportar NCs a la zona del tejido
tumoral por las siguientes razones: primeramente, al ser una bacteria probiotica tipica
que existe en muchos tipos de mamiferos incluyendo a los seres humanos, se ha probado
que el uso de B. breve es seguro, sin efectos inmunes secundarios o patogénicos.

Segundo, al ser una bacteria anaerdbica B. breve solamente coloniza tejidos hipoxicos y
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esto le da un potencial para asentarse en la profundidad de los tejidos de los tumores
solidos, en lugar de en los 6rganos y tejidos sanos. Tercero, la superficie rica en
peptidoglucano de la bacteria permite modificaciones quimicas adicionales para mejorar
la especificidad y eficacia de la entrega de los NCs. Cuarto, la escala-micrén de B. breve
tiene suficiente espacio dentro para el acoplamiento de los NCs con tamafio nano (Liu et
al., 2012).

Los microbots probaron ser muy especificos y eficientes como sistema de entrega de
genes ya que la expresion de los genes entregados fue especifica en el tejido tumoral
debido a: la habilidad de los microbots para colonizar solamente tumores y no los tejidos
sanos. Los NCs magnéticos unidos a las membranas de los microbots fueron dirigidos
por un magneto al tejido tumoral, mejorando la eficiencia del transporte. El quitosan fue
usado para proteger al ADN de degradacion. Los bajos niveles de oxigeno en el
microambiente tumoral, generaron la acumulacion de HIF, el cual puede incremento la
expresion del gen luciferasa del vector pHRE-Luc; sin embargo, en tejidos con niveles
normales de oxigeno, esta acumulacion de HIF no ocurrié, por lo cual la expresion de
luciferasa fue minima (comparado con el tejido tumoral). Estos microbots son

biocompatibles y seguros para su uso.
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17.CONCLUSIONES

Se elaboraron y caracterizaron Nanocomplejos de quitosan- pDNA-NPMF con
un tamafio de entre 250 y 300 nm y un potencial Z de + 16mV

La influencia de un campo magnético fue capaz de dirigir y focalizar NCs en el

tejido tumoral de un modelo murino.

B. breve demostrd tener una alta capacidad para colonizar tumores solidos y no

otros 6rganos sanos en un modelo tumoral in vivo.

B. breve es una bacteria segura al utilizarla como vehiculo de transporte para
terapia génica, al ser inoculada IV en un modelo murino, no representa ningdn
riesgo ya que es capaz de regular a la par citocinas inflamatorias y

antiinflamatorias resultando en un punto medio de la inflamacion.

Se elaboraron y caracterizaron Bacteriobots a base de Bifidobacterias, NPMF,

quitosan y pDNA.

La microscopia de barrido electronico demostré que los Bacteriobots tienen un
tamafo de entre 1.5 a 2 um ademas de comprobar que los NCs son adheridos a la

membrana de la bacteria.

Los Bacteriobots tienen la capacidad de dirigirse y focalizarse significativamente

en el tumor sélido de un modelo murino tras una IV.

La expresion del gen cargado en la membrana del bacteriobot es regulada por el

microambiente hipdxico de un tumor sélido
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La expresion del gen cargado en la membrana del bacteriobot es
significativamente mayor en tejido tumoral comparada con tejidos sanos.

El sistema de Bacteriobots demostrd ser mas eficiente en el transporte y
expresion génica tejido-especifico, comparado con NCs y plasmido desnudo.

El Bacteriobot esta disefiado con componentes biocompatibles y no téxicos que

le confieren un potencial para su aplicacion en humanos
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18.PERSPECTIVAS

La importancia de este trabajo radica en la especificidad del Bacteriobot hacia tejido
tumoral, asi como en la expresion tejido-especifica del gen reportero. El desarrollo de
esta estrategia tiene aplicaciones en el area biomédica como agente teragnostico, en
terapia génica contra tumores Yy en otros campos como monitoreo ambiental, y militar.

Los NCs adheridos a la membrana del Bacteriobots pueden ser acomplejados con algun
farmaco y sustitur el gen reportero con un gen apoptotico ya que el Bacteriobot es
altamente selectivo, el farmaco solo se libera en el sitio tumoral reduciendo al minimo el

dafios a celulas sanas.
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