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RESUMEN

M.C. Jorge Alberto Roacho Pérez
Universidad Autonoma de Nuevo Lebdn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: Disefio, construccion y evaluacién in vitro de un nanosistema magnético

para la induccién génica de apoptosis en lineas celulares de cancer de mama HER2+

NuUmero de paginas: 121 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con Orientacion en Biologia

Molecular e Ingenieria Genética

Area de estudio: Nanomedicina

Introduccién: El subtipo de cancer de mama HER2+ esté asociado con una alta tasa de
mortalidad. Los tratamientos actuales carecen de especificidad y producen efectos
secundarios en el paciente. Es por ello por lo que se busca el desarrollo de nuevos métodos
de terapia que sean especificos, como la administracion del plasmido pTracer/sTRAIL, el
cual causa apoptosis preferentemente en células cancerosas, evitando asi el dafio en
células sanas y por lo consecuente disminuir los efectos secundarios que pudiera
ocasionar. Para poder administrarlo es necesario el desarrollo de un vehiculo como lo es
una nanoparticula dirigida hacia la proteina de membrana HERZ2. La importancia del uso de
nanoparticulas radica en la mejora de la biodistribucion del tratamiento Objetivos: Disefar,
construir y evaluar la biocompatibilidad de un nanosistema dirigido contra células de cancer
de mama HER2+. Metodologia: Se sintetizaron nanoparticulas de magnetita por el método
de co-precipitacién quimica. Estas se recubrieron con PEG/Tween 80; CS/Tween 80 y con
PEIl. Los nanosistemas se caracterizaron para determinar la estructura cristalina con
difractdbmetro de rayos X, la presencia de grupos funcionales con espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier, la morfologia y tamafio de particula por microscopia
electronica de barrido y el radio hidrodindmico asi como el potencial Z por dispersion de luz
dinamica. La citotoxicidad fue evaluada con la linea celular 3T3TL1 de fibroblastos de ratén
por los métodos de MTT para la evaluacion del metabolismo celular, tincion HyE para el
analisis morfol6gico y medicion de la hemdlisis. Para las nanoparticulas que cumplieron con
los criterios de tamafios menores a 150 nm y potencial Z positivo se realizaron pruebas de

adhesion con el plasmido pTracer/sTRAIL (previamente aislado y caracterizado) y con

Wl



aptameros especificos contra HER2. Resultados: Se lograron obtener nanoparticulas de
magnetita monocristalinas con tamafos de particula de aproximadamente 10 nm. Estas se
recubrieron con éxito con los diferentes polimeros. Se caracterizaron los tamafios, formas
y potencial Z de cada nanoparticula. Se determinaron las concentraciones éptimas donde
las nanoparticulas no ocasionaban citotoxicidad ni ruptura de glébulos rojos. Las
nanoparticulas M-PEG/Tween 80 tienen tamafios aproximados de 100 nm con potencial Z
negativo. Este potencial Z negativo evita que el ADNp se adhiera en la superficie por lo que
hace de estas nanoparticulas no funcionales para la aplicacion que se buscaba. Las
microesferas formadas M-CS/Tween 80 tienen tamafios aproximados de 1.4 um, por lo que
su tamafio no las hace 6ptimas para ser endocitadas por las células. Por lo tanto, esta
segunda estructura tampoco es apta para la aplicacion que se busca. Las nanoparticulas
que lograron todas las caracteristicas deseadas fueron las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con PEI. El plasmido pTracer/sTRAIL y el aptdmero especifico contra HER2
fueron unidos a las nanoparticulas M-PEI con éxito. Se determiné la concentracién 6ptima
de nanoparticulas, ADNp y aptémero donde la nanoparticula era saturada por completo por
los &cidos nucleicos. Conclusiones: Se disefiaron, sintetizaron y caracterizaron tres
diferentes nanosistemas, siendo M-PEl el de las caracteristicas requeridas para
considerarse como vehiculo para la administracion de terapia génica dirigida contra HER2.
Como perspectivas queda pendiente su evaluacion in vitro en cultivos de células

cancerosas.

Firma del asesor

Dra.C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez
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|. INTRODUCCION

El cancer de mama (CaMa) es una de las neoplasias malignas mas frecuentes en
México y el mundo. Los datos mas recientes del INEGI y la OMS indican que en
2015 el cancer provoc6 8.8 millones de defunciones a nivel mundial, siendo la
primera causa de mortalidad en todo el mundo, donde el CaMa se encuentra en
quinto lugar con 571,000 muertes. En México, el CaMa representa la primera causa
de mortalidad por tumores malignos en mujeres de 20 afios y mas (1). Una de las
principales causas de la alta mortalidad por cancer es la limitacion de los
tratamientos actuales, los cuales no son especificos sobre células cancerosas
provocando en las pacientes efectos secundarios, por lo cual es importante mejorar

los esquemas de tratamiento.

1.1. Subtipos en CaMa

El CaMa es una enfermedad heterogénea en cuanto a fenotipos y respuesta al
tratamiento. Existen diferentes formas de clasificar al CaMa, una de las mas
utilizadas es la clasificacion por inmunohistoquimica. En esta clasificacion se busca
la presencia de los marcadores de membrana: Receptor de Estrogenos (ER),
Receptor de progesterona (PR) y Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
Humano 2 (HER2) (2). La clasificacién de los subtipos por inmunohistoquimica, asi

COMO su respuesta a los tratamientos actuales se muestran en la tabla 1.



Tabla 1. Subtipos inmunohistoquimicos en CaMa (2).

Subtipo Receptores Pronéstico
Luminal A+ ER+ PR+ HER2- Bueno
Luminal B+ ER+ PR+ HER2+ Intermedio
HER2+ ER- PR- HER2+ Pobre
Triple Negativo ER- PR- HER2- Pobre

1.2. Respuesta al tratamiento

La clasificacion del tipo de CaMa es un factor determinante para la decision
terapéutica. El buen prondéstico, es decir altas posibilidades de que la paciente
sobrelleve la enfermedad, de los subtipos luminal A y luminal B se debe a la
respuesta hacia las actuales terapias hormonales, dirigidas a los receptores
hormonales ER y PR. Los subtipos HER2+ y el triple negativo (los cuales
representan alrededor del 30% de los casos) son los de peor prondstico (bajas
posibilidades de que la paciente se recupere de la enfermedad) al tratarse con
quimioterapia, la cual resulta con efectos secundarios graves en las pacientes. Entre
los efectos secundarios existen posibilidades de aparicibon de malignidades
secundarias, cardiotoxicidad e infertilidad. Mientras que en el subtipo de CaMa triple
negativo no se conoce un marcador de membrana especifico, en el caso de HER2+
existe una sobreexpresion de la proteina de membrana HERZ2, lo cual se considera
para el desarrollo de terapias dirigidas que pudieran mejorar el pronostico de la

enfermedad (3).



De los tratamientos actuales contra cancer, el mas eficaz es el uso de farmacos (4).
Este se ha preferido sobre otras terapias porque tienen una eficacia superior para
matar células cancerosas, usualmente por inhibicién de la replicacion o induccion
de apoptosis (4,5). A pesar de su eficiencia contra células cancerosas, los farmacos
causan graves efectos secundarios en pacientes, debido a que estos actian
también sobre células sanas (2) y tejidos como la médula 6sea, las células
epiteliales y los foliculos capilares (6). Las limitaciones del uso de farmacos incluyen
falta de especificidad del tratamiento, biodisponibilidad reducida, depuraciéon
sanguinea rapida y baja solubilidad. Otras limitaciones importantes son la
resistencia del paciente y reaparicion de la enfermedad. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de desarrollar tratamientos eficientes que puedan ofrecer menos

efectos secundarios en comparacién con las terapias actuales (7).

1.2.1. Tratamiento del subtipo HER2+

El subtipo HER2+ carece de la expresion de ER y de PR, y por el contrario cuenta
con una sobreexpresion de la proteina HER2. HER2 es una glicoproteina
transmembranal, mediadora de la activacion de vias intracelulares que conducen a
la proliferacion celular y su sobreexpresion desencadena caracteristicas
oncogénicas, como elevada tasa de proliferacién, migracion celular, pérdida de
apoptosis y diseminacion metastasica. Esta sobreexpresion se ha documentado en
el 15 al 20% de las pacientes de CaMa en etapas tempranas (2). Este fenotipo se
encuentra asociado con un comportamiento agresivo, metastasis en visceras y
cerebro, asi como una esperanza de supervivencia baja aun en etapas tempranas

(8). En la Figura 1 se observa la sefializacion de la proteina de membrana HER2.
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Se observa que la activacion de la proteina de membrana HER2 se da por los
ligandos extracelulares, activando los segundos mensajeros como la proteina Ras,
la Fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) y proteinas AKT. Estos segundos mensajeros promueven la expresion
génica de genes involucrados en proliferacion, supervivencia celular, metastasis y
angiogénesis. La sobreexpresion de HER2 culmina en la promocion de proliferacion

tumoral (9).

O Ligandos HER1

() Ligandos HER3/4
&) \ /
HER2 HER2 O O

] R
HER1/(EGFR) ] HER3 /
HER4
—
{ X \ d

Cltoplaama

I Progresion del ciclo celular I

J = \

Proliferacion || Supervivencia || Metastasis || Angiogénesis

Figura 1. Sefializacion de la activacion de HER2 (9). Al haber una sobreexpresion de HER2 hay una

mayor activacion de los segundos mensajeros Ras, PI3K, MAPK y AKT. Estos segundos mensajeros
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generan promotores o factores de transcripcion (TFs) que promueven la expresién génica de genes

involucrados en proliferacion, supervivencia celular, metastasis y angiogénesis.

El tratamiento contra CaMa HER2+ mas utilizado, es la administracion de
quimioterapia con farmacos de la familia de las antraciclinas y ciclofosfamidas.
Estos farmacos se unen al ADN e impiden su replicacion, causando la muerte en
las células cancerosas. Sin embargo, existe la posibilidad de reaparicién de la
enfermedad debido a la supervivencia de células cancerosas, ademas de que
existen casos de resistencia al tratamiento por parte del paciente. Este tipo de
tratamientos quimioterapéuticos no son dirigidos hacia células cancerosas, sino que
atacan a células sanas y enfermas sin discriminacion, produciendo efectos

secundarios en el paciente debido a la alta toxicidad inespecifica (2).

Debido a los efectos secundarios, como alternativa al uso de quimioterapia, surge
el desarrollo de la terapia dirigida con trastuzumab. Las terapias dirigidas en cancer
consisten en el desarrollo de agentes terapéuticos que sean especificos a
receptores moleculares en la membrana celular del tejido canceroso. En el caso del
CaMa HER2+ la molécula blanco es la proteina HER2. Trastuzumab es un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a HER2 y bloquea la
sefalizacion proveniente del exterior. El uso de este anticuerpo ha mejorado en la
mayoria de los pacientes el tratamiento quimioterapéutico. Sin embargo, no todos
los pacientes responden a este tratamiento, debido a que muchos generan
resistencia debido a la subexpresion y sobreexpresion de diferentes genes. En

algunas pacientes, incluso, se han presentando problemas de cardiotoxicidad



(3,10,11). Es por ello por lo que existe la necesidad de desarrollar nuevos
tratamientos eficientes que disminuyan o eliminen los efectos secundarios en
comparacion a las terapias actuales. Durante afos recientes se ha trabajado en el
desarrollo de tecnologias terapéuticas alternativas, basadas en la investigacion y

aplicacion de la nanotecnologia y la biologia molecular (4,5,12,13).

1.3 Terapia con genes inductores de muerte celular

El desarrollo de la biologia molecular permite la aplicaciébn de técnicas de
manipulacion de &cidos nucleicos en el tratamiento de varias enfermedades
incluyendo cancer. La terapia génica consiste en la transferencia de material
genético con efecto terapéutico al nlicleo de una célula. Este material genético
puede ser ADN o ARN, la secuencia genética completa, segmentos génicos o un
oligonucledtido. Segun los diferentes objetivos de la terapia génica del céncer,
existen dos clasificaciones principales: la terapia génica correctiva y la terapia
génica inductora de muerte. La terapia génica correctiva desactiva los oncogenes o
activa los genes supresores de tumores, restaurando las funciones celulares
normales. La terapia génica inductora de muerte celular (14) no tiene como objetivo
convertir las células cancerosas en ceélulas sanas, sino activar la muerte de los
tejidos cancerosos mediante la activacion de diferentes vias celulares de apoptosis

0 activacion de células del sistema inmunoldgico (15).

La terapia génica inductora de muerte consiste en la destruccion de células
tumorales a través de la transfeccion con ADN, generalmente ADN plasmidico

(ADNp) (15), que contiene un gen que produce una proteina que induce la muerte
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de las células cancerosas. Hay varias ventajas de usar ADNp frente a la proteina
misma,; la obtencion de ADNp es menos costosa y requiere poco tiempo incluso
para su produccién a gran escala; el plasmido no desencadena una respuesta
inmune; y las células tumorales no desarrollan resistencia al ADNp. Los plasmidos
utilizados son moléculas de ADN circulares bicatenarias, y pueden replicarse y
transcribirse una vez dentro del nucleo celular. El plasmido para esta aplicacion
necesita tener en su secuencia un promotor de transcripcion eucariota, como CMV,
SV40, AFPS o AFPL, para producir proteinas en células de mamiferos. Con el uso
de enzimas modificadoras de ADN, como las enzimas de restriccién y las ligasas,
la secuencia del gen inductor de muerte puede agregarse al plasmido comercial. En
el disefio de estos pladsmidos se puede incluir genes reporteros como la secuencia
que codifica a la proteina verde fluorescente (GFP) o la proteina luciferasa para
monitorear por colorimetria la expresion del plasmido (16). Una vez dentro de la
célula cancerosa, este ADNp por mecanismos naturales (transcripcion y traduccion)
produce mRNA y posteriormente una proteina. Esta proteina producto del ADNp es
la que causa la muerte a la célula cancerosa. El producto proteico de la expresién
de este tipo de genes causa directamente la muerte celular mediante la activacion

de apoptosis o0 necrosis (15,17).

1.3.1. TRAIL: gen inductor de muerte

Ejemplo de este tipo de genes inductores de muerte mediante apoptosis es TRAIL.
El gen TNFSF10, mejor conocido como TRAIL, codifica una citocina que induce
apoptosis preferentemente en células transformadas y tumorales, sin causar dafio

aparente a células normales. Esta proteina se une a varios receptores de factores
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de necrosis tumoral que desencadenan la activacion de caspasa 8 y caspasa 3 (18).

En la Figura 2 se observa la sefializacion de la activacién de TRAIL (19).
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Figura 2. Sefalizacién de TRAIL (19). Se observa que el ligando TRAIL activa al receptor de
membrana DR4 o DR5. Este produce la activacién de segundos mensajeros incluyendo la caspasa-

3 la cual produce apoptosis.



1.3.2. Retos de la terapia con genes inductores de muerte

El uso de terapia génica inductora de muerte es una estrategia poco estudiada, sin
embargo, es reportada como exitosa a nivel in vitro (15). Existe evidencia de
estudios in vitro e in vivo de la eficiencia de esta técnica (14). En enero del 2015, el
7.7% de todos los protocolos experimentales aprobados para investigacion en
humanos en el mundo estaban enfocados al desarrollo de terapia con genes
inductores de muerte, siendo el nUmero mas alto de proyectos de las demas
variantes de terapia génica (17). A pesar del éxito de la investigacion en etapa
preclinica de estas terapias, aun no se han conseguido resultados significativos en
la etapa clinica (20). Desde los primeros experimentos con genes inductores de
muerte en 1984, sélo 45 protocolos han llegado a fase clinica de experimentacion
1, sélo uno a fase IV, y ninguno ha sido aprobado para la clinica. Uno de los puntos
clave para la mejora de esta terapia, y asi poder llevarla a la clinica, es evitar la
expresion de los genes inductores de muerte en tejidos sanos (17). Existen dos
estrategias para evitar toxicidad en tejido sano. La primera es utilizar genes cuyos
productos proteicos solo afecten a las células cancerosas, como ocurre con el gen
TRAIL. La segunda estrategia es el uso de vectores de transfeccion que sean
dirigidos, es decir, que reconozcan exclusivamente a las células cancerosas, y

dirijan la terapia hacia éstas, sin dafar los tejidos sanos (14).

1.4. Vectores de transfeccién en terapia génica
La introduccion de ADNp en las células tumorales ha sido un desafio para el
desarrollo de esta terapia. A pesar de los buenos resultados presentados en

sistemas in vitro, la administracion de ADNp in vivo no es eficiente puesto que el
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ADNp posee una vida media corta en la circulacion sanguinea, debido a la
degradacion causada por las nucleasas circulantes en plasma sanguineo. La
eliminacion rapida hace que no esté disponible para la aplicacidn intravenosa en la
clinica. Otra propiedad del ADNp es su alta carga negativa, igual que la membrana
celular, que disminuye la efectividad de la transfeccion por simple difusion pasiva
debido a la repelencia de las cargas eléctricas, imposibilitAndole atravesar epitelios
y membranas celulares para ser endocitada por la célula cancerosa (21,22). Estos
inconvenientes se resuelven con un vector de transfeccién. Un vector de
transfeccion es una estructura que funciona como un vehiculo que transporta ADN
a través de la circulacién sanguinea protegiéndolo, y lo distribuye hasta que una
célula lo endocita (5). Los vectores de transfeccion utilizados en terapia génica se
catalogan en dos grupos: vectores virales y vectores no virales. como se muestra

en la Figura 3 (23).

1.4.1. Vectores virales

Los vectores virales fueron los primeros en ser utilizados como vector de
transfeccion en terapia génica. Hasta el afio 2012, se aprobaron en el mundo 1,714
protocolos experimentales para investigaciéon en humanos sobre terapia génica. De
estos protocolos aproximadamente el 70% involucraban el uso de vectores virales
debido a su alta tasa de transfeccion. Estos vectores consisten en un virus,
generalmente adenovirus, retrovirus, virus adenoasociados, lentivirus o virus herpes
simple. La estructura de un virus consiste en un genoma rodeado por una capa
proteica. Para la replicacion viral, el virus necesita insertar su material genético en

una célula huésped para usar la maquina de replicacion y transcripcion del huésped.
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Para construir el vector viral, a estos virus se les extrae su material genético
virulento, remplazandolo por el material genético terapéutico que se desea
incorporar a la célula diana, haciéndolo inofensivo. La eficacia de la transfeccion de
los virus es superior a la de otros métodos, pero existen varias desventajas, como
el reconocimiento inmunitario de la mayoria de los virus, la interaccibn mutagénica
de retrovirus y lentivirus y la toxicidad inflamatoria del adenovirus, lo cual es un

riesgo para el paciente (5,20).

A. Vector viral B. Liposoma

Moléculas
_—"® anfipaticas

ADN terapéutico
Capside viral

Molécula de

reconocimiento ADNp encapsulado

Region hidrofébica

C. Nanoparticula polimérica

N U) ¢ 47— Materiales poliméricos
(G) Materiales inorganicos

S

4/ y:__;@\\ ADNp en la superficie
U Moléculas de reconocimiento

Figura 3. Vectores en terapia génica (24). Se describen los componentes de los vectores virales (A)

y no virales (B y C) cominmente utilizados en terapia génica (24).

1.4.2. Vectores no virales
Una alternativa a los vectores virales es el desarrollo de vectores no virales. Estos
se dividen en tres categorias: ADN desnudo, métodos fisicos y nanoparticulas

catiénicas.
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El ADN desnudo se administra normalmente en forma de plasmido. Sin
embargo, la internalizacion celular de éste es baja, ademas de que es
degradado rapidamente por las nucleasas en sangre.

Los métodos fisicos como métodos hidrodinamicos, “gene gun” y
electroporacion tienen buenos resultados ex vivo, aumentando la eficiencia
de transfeccion del material genético. Sin embargo, aun tienen que ser
perfeccionados debido al dafio que generan in vivo (20).

Las nanoparticulas son vectores basados en principios quimicos y tienen
propiedades que los convierten en un vector prometedor para la transfeccion
de ADNp. Una caracteristica esencial es que las nanoparticulas utilizadas
posean carga de superficie catidnica. EIl ADNp tiene carga negativa, por lo
que las nanoparticulas catidnicas generan interacciones de atraccion
electrostatica con ADNp. EI ADNp y las nanoparticulas catidnicas interactiian
por fuerzas de atraccién, y el ADNp se carga en la superficie de las
nanoparticulas creando un complejo. Este complejo se toma facilmente
dentro de la célula en comparacién con el ADNp desnudo. Otra caracteristica
del ADNp unido a las nanoparticulas es la proteccion contra la degradacion
por las nucleasas sanguineas, mejorando la biodisponibilidad del agente

terapéutico (25,26).
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1.5. Nanoparticulas

La nanotecnologia se define como el disefio, la fabricacion y la aplicacion de
nanoparticulas. Al menos una de sus dimensiones debe estar en la escala
nanomeétrica para ser considerado un nanomaterial. Por lo tanto, los nanomateriales
se pueden formar de unos pocos cientos a millones de atomos. Debido a su
pequefio tamafo, las propiedades de las nanoparticulas varian de su forma de bulto.
Se pueden controlar diferentes caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas, Unicas
en nanoparticulas, durante su sintesis para utilizarlas en aplicaciones biomédicas.
Varias propiedades fisicoquimicas hacen de las nanoparticulas una herramienta
prometedora en medicina, tales como el tamafio, la forma, la carga superficial, las
interacciones hidrofilicas, el magnetismo y las caracteristicas eléctricas, asi como

la falta de capacidad para producir una reaccién inmunoldgica indeseable (27).

La implementacibn mas reciente de vectores en terapia génica es el uso de
nanoparticulas poliméricas o inorganicas, que tienen propiedades bioldgicas y
fisicoquimicas (forma, tamafio, carga superficial y tasa de biodegradacion) que les
permiten transportar el ADNp a la célula tumoral. Las nanoparticulas catidnicas son
mMAas seguras para el paciente en comparacion con los vectores virales, pues estan
sintetizadas con materiales biocompatibles que son faciles de sintetizar, manipular
y caracterizar (5). La funciéon de estas nanoparticulas es proteger al material
genético de la degradacion y conducirlo a las células diana (5,18,20). Sin embargo,
incluso cuando hay antecedentes sobre el uso de nanoparticulas en la clinica, no
hay protocolos clinicos aprobados para muerte inducida (o programada) por terapia

génica. Desde 1995, la FDA aprobdé el uso de algunas nanoparticulas por
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administracion oral, local, tépica y sistémica para tratamiento para el cancer. Estas
son estructuras que llevan un agente quimioterapéutico a través de todo el cuerpo
del paciente (28). A pesar de la falta de estudios clinicos de nanoparticulas en
terapia génica, hay evidencia de la eficiencia preclinica de estos nanosistemas (29—
32). Las empresas tienen un interés comercial en la produccion de nanoparticulas,
debido a su facil produccién a gran escala. Las técnicas mas eficientes para la
produccion a gran escala de nanoparticulas de grado farmacéutico son
emulsificacion, difusibn de solventes y precipitacion quimica. Estas técnicas
permiten la formacién de particulas de forma y tamafio uniforme y controlada (33).
Segun su composicion se pueden dividir en liposomas, nanoparticulas inorganicas

y nanoparticulas poliméricas.

1.5.1. Liposomas

Hasta el 2012, de los 1,714 protocolos experimentales de investigacion en humanos
sobre terapia génica, el 6.4% involucraba el uso de liposomas, siendo estos las
nanoparticulas mas utilizadas. Los liposomas son vesiculas formadas por una
bicapa lipidica de fosfolipidos anfifilicos. Los liposomas tienen una excelente
capacidad de transfeccion in vitro, sin embargo, tienen algunas deficiencias in vivo
debido a su alta carga positiva. Esta alta carga positiva induce hemotoxicidad que
es causada por los agregados producidos debido a la interaccion entre liposomas y
proteinas sanguineas. También, estos agregados promueven una baja tasa de
transfeccion. Otros problemas con los liposomas es que son de baja estabilidad,

problemas con la produccion a nivel industrial y dificultades en la esterilizacion (20).
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Si comparamos tanto a las nanoparticulas poliméricas e inorganicas contra los
liposomas, las primeras pueden ser facilmente modificadas para reducir los excesos
de cargas positivas. Debido a ésto son consideradas por varios autores mas
prometedoras que los liposomas, y que los demas vectores de transfeccion

mencionados (34).

1.5.2. Nanoparticulas poliméricas

Actualmente, las nanoparticulas poliméricas biodegradables son de las mas
estudiadas. Son estables, esterilizables, con reproducibilidad de su sintesis a gran
escala, la biodegradacion es controlable, poseen baja inmunogenicidad y no son
toxicas. Es importante que los polimeros que se seleccionen en la sintesis sean
biocompatibles y biodegradables (5). La ventaja de usar polimeros biodegradables
es su degradacion controlada. Esta degradacion libera el plasmido en el citoplasma
celular una vez que el nanosistema esta dentro de la célula. La propiedad catiénica
de los polimeros utilizados permite la unién del &cido nucleico a la superficie de las
nanoparticulas. Dentro de las ventajas de su disefio estan la habilidad de encapsular
al agente terapéutico, la degradacion controlada al liberar el plasmido, ademas de
excelente biocompatibilidad tanto in vitro como in vivo. También brindan gran
proteccion a los &cidos nucleicos de la degradacion por nucleasas. Se pueden
utilizar polimeros naturales o sintéticos (18,35,36). Algunos ejemplos de polimeros
son la albumina (37), y los polisacaridos como quitosano (38-40) o alginato (41).
Ejemplos de polimeros sintéticos utilizados son la polietilamina (PEI) (42),
policaprolactona (PLC) (43), acido polilactico (PLA) (44), polietilenglicol (PEG) (45)

0 4cido polilactico-co-glicolico (PLGA) (44).

15



1.5.3. Nanoparticulas inorganicas

Las nanoparticulas inorganicas por su parte son de facil manipulacion de tamario,
forma, composicion y propiedades quimicas. Son faciles de preparar, se producen
a gran escala, son facilmente funcionalizadas y tienen alto grado de transfeccion.
Ejemplos de este tipo de nanoparticulas son los nanotubos de carbono |,
nanoparticulas de fosfatos de calcio, de oro, de silica, y las nanoparticulas
magnéticas (18,35). A estas Ultimas, se les puede aplicar un campo
electromagnético externo para dirigir de forma localizada la liberacién del plasmido.
Aungue se han presentado casos de éxito en estudios clinicos, se ha limitado al uso
en patologias cercanas a la superficie del cuerpo, ya que la nanoparticula se
internaliza en el paciente y la distancia entre el campo magnético y la nanoparticula
se incrementa. En terapia génica, al proceso de dirigir acidos nucleicos con apoyo
de campos magnéticos se le conoce como magnetofeccion. La eficiencia de
transfeccion aumenta al momento de aplicar un campo electromagnético externo,
ya que se acelera la absorcién en la superficie celular promoviendo fagocitosis

(14,46).

1.6. Disefio del nanosistema

Aunque existen diferentes modelos de nanosistemas administrados en terapia
génica con genes inductores de muerte, la mayoria de los nanosistemas disefiados
en terapia se pueden distinguir tres elementos basicos: un plasmido recombinante
con el gen inductor de muerte, una nanoparticula como vehiculo, y moléculas de
reconocimiento en la superficie (14). Se requiere del uso de nanoparticulas

cationicas, es decir con cargas positivas en su superficie, debido a que éstas
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interaccionan con las cargas negativas del ADN, inmovilizandolo sobre su
superficie. Posteriormente, una vez dentro de la célula, la nanoparticula de degrada

liberando el ADN terapéutico (20,26).

Debido a que el nanosistema es un cuerpo ajeno al organismo, este debe evitar ser
reconocido inmediatamente por el sistema inmunoldgico ya que seria rapidamente
desechado. El primer paso para ser desechado de circulacién es la opsonizacion,
que es la absorcion de proteinas del suero, como albumina e inmunoglobulinas,
sobre la superficie del nanosistema. Esta unién es producida por las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas, como la carga electrostética en la superficie
de nanoparticulas. Una vez rodeada de estas proteinas el sistema inmunoldgico es
capaz de reconocerlo y eliminarlo (21). Es por eso por lo que se requieren de ciertas
propiedades importantes para evitar la eliminacion del nanosistema en un corto
tiempo y asegurar su correcto funcionamiento en la célula, mismas que son

mencionadas a continuacion (13):

e Biodegradacién. Se requiere de materiales biodegradables ya que no se
desea la permanencia de la nanoparticula en el sistema de manera
indeterminada, sino que se degrade y sea eliminada una vez cumplida su
accion. Una vez dentro del citoplasma celular se realizara una liberacion
controlada debido a la capacidad de biodegradacion de las nanoparticulas
utilizadas. Al mejorar el sistema de entrega del material genético, mejora la
biodisponibilidad (5,20). Los materiales seleccionados para la construccion

de la nanoparticula al degradarse seran eliminados por el organismo
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mediante las vias de excrecion normales, o pueden ser integrados en las vias
metabdlicas normales de la célula. La biodegradabilidad esta relacionada con
la microestructura, composicion e interaccion con el entorno fisioldgico
externo. Ejemplos de estos materiales incluyen polimeros, cerdmicas y
compuestos (22).

Tamafio. Usualmente son estructuras esféricas de escala nanométrica, de
los 10 a los 100 nm (14,22,47). Se requiere de un tamafio en escala
nanometrica para que el sistema pueda atravesar las barreras biologicas,
tales como epitelios, siendo las nanoparticulas con dimensiones menores a
los 150 nm capaces de realizar tal accion. Estas dimensiones también son
las Optimas para ser endocitadas por las células diana. Sin embargo, si el
tamafio es demasiado pequefio, las nanoparticulas son desechadas de
inmediato por los rifiones e higado. Esto se ha reportado en tamafos
menores de los 30 nm. Las nanoparticulas con dimensiones mayores a los
30 nm no pueden pasar el filtrado glomerular por lo que permanecen en la
sangre. Dentro de la escala de 30 a 150 nm, entre mas pequefio sea el
tamafio hay un mayor tiempo de vida en sangre, ya que las particulas mas
grandes son mas facilmente reconocidas por los macrofagos del sistema
inmunologico (5,22). En cuanto a su excrecion, una vez degradada la
nanoparticula a unidades mas pequefias es filtrada por rifién, sin embargo,
tamafios de 30 a 150 nm que no pueden ser filtrados, tienden a acumularse
en médula 6sea, corazon, rifidén, higado y estomago (5,21).

Interacciones con el agua. Las nanoparticulas hidrofilicas retardan el

proceso de opsonizacién, mientras que las nanoparticulas hidrofébicas son
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desechadas rapidamente por el sistema inmunoldgico debido a la rapida
opsonizacién que presentan (21).

Carga eléctrica superficial. La carga superficial de nanoparticulas tiene que
ser positiva para ser atraida con cargas negativas de la superficie de las
membranas celulares. El potencial Z de las nanoparticulas, que es una
medida utilizada para caracterizar cargas superficiales, debe ser alrededor
de +25 mV que es cuando las nanoparticulas tienden a ser estables. Esto es
debido a que la propia repulsion de las cargas evita los agregados. Las
nanoparticulas con un potencial Z muy bajo tienden a formar agregados
debido a la falta de repulsion electrostatica. Sin embargo, si las cargas son
excesivamente positivas existe la posibilidad de problemas de
hemocompatibilidad debido a la interaccidon con los componentes celulares
sanguineos, ocasionando hemolisis y agregacion plaquetaria. Ademas, entre
mayor sea la carga superficial mas interaccién con las proteinas sanguineas,
ocasionando opsonizacion y por ende su eliminacién por el sistema
inmunoldgico (21,47,48).

Pegilacion. Para poder inmovilizar los acidos nucleicos en la superficie de
las nanoparticulas, éstas deben poseer una carga positiva. Una estrategia
ampliamente utilizada para eliminar el exceso de cargas positivas es la
funcionalizacion con polietilenglicol (PEG) el cual es un polimero que regula
el exceso de cargas positivas en el nanosistema brindando estabilidad a los
coloides en la circulacion en sangre al no presentar agregados con proteinas

sanguineas, lo cual mejora la hemocompatibilidad (20,48-53).
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1.7. Terapias dirigidas

Uno de los puntos clave para mejorar la terapia génica inductora de muerte es evitar
la expresion de genes suicidas en tejidos sanos. EI mayor desafio de los
tratamientos novedosos es liberar selectivamente, de manera controlada y en un
lugar especifico, el agente terapéutico en los tejidos cancerosos. En enfermedades
como el cancer, las células tumorales generalmente expresan ciertas proteinas
receptoras exclusivas de tejido canceroso, o0 sobreexpresan proteinas de
membrana que se encuentran en una cantidad normal en tejidos sanos (14). Un
ejemplo de estas proteinas en el CaMa es HER?2 (8). Estas proteinas de membrana
son facilmente identificables por moléculas de reconocimiento como anticuerpos,
aptameros, proteinas y péptidos (54). La superficie de las nanoparticulas puede
funcionalizarse con estas moléculas de reconocimiento de marcadores moleculares
en la superficie de las células tumorales. La union entre la nanoparticula y la célula
tumoral induce endocitosis especifica, evitando la toxicidad en las células sanas

(24).

Para una endocitosis selectiva es necesario, en primera instancia, administrar el
nanosistema, usualmente por via intravenosa (22). El nanosistema debera recircular
por el sistema sanguineo, evadiendo los mecanismos naturales de eliminacion de
organismo, como la opsonizacion y la posterior fagocitosis. Por esta razon, es
necesario que el nanosistema esté disefiado con las caracteristicas fisicas
necesarias para que dure el mayor tiempo posible en circulacion por sangre (21). El
nanosistema tiene las propiedades para poder interactuar y atravesar los epitelios

hasta llegar al tumor (22). Una vez localizado el tumor, en el esquema presentado

20



en la Figura 4 podemos observar el proceso celular del mecanismo de terapia con

genes inductores de muerte utilizando nanoparticulas dirigidas.

Extracellular space

Cytoplasm

Figura 4. Terapia con genes inductores de muerte utilizando nanoparticulas dirigidas (24). a) El
nanosistema reconoce a la célula diana mediante la unién de la molécula de conocimiento con los
receptores de membrana. b) El nanosistema se internaliza dentro de la célula en una vesicula
generada por la misma membrana celular. ¢) La vesicula entra al sistema endosomal celular donde
es degradada. El nanosistema es liberado al citoplasma donde comienza a degradarse y va liberando
todos sus componentes al medio. Los residuos del nanosistema son eliminados de la célula mediante

los mecanismos normales de excrecién, o son incorporados a las rutas metabdlicas celulares
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dependiendo de su naturaleza. d) El plasmido recombinante entra al nicleo por medio de los poros
nucleares. e) Una vez dentro es reconocido por el sistema de transcripcion. Este plasmido contiene
la secuencia del gen inductor de muerte. f) Comienza la sintesis de RNAm del gen inductor de
muerte. y posteriormente sale del nlcleo. g) Este es traducido a proteina. h) Estas proteinas

desencadenan diferentes vias celulares terminando en apoptosis celular (24).

Una vez localizado el tejido diana, las moléculas de reconocimiento en la superficie
del nanosistema identifican los marcadores moleculares de membrana del tumor
generando un ligando (55). El proceso de endocitosis se lleva a cabo gracias a que
el ligando genera una sefial, la cual permite la endocitosis al sistema, generando
una vesicula constituida a partir de la membrana plasmatica. Esta vesicula que
contiene al nanosistema es transportada a lo largo del sistema endosomal, donde
termina en digestion, liberando los agentes terapéuticos al medio (21). Una vez que
se degrado la nanoparticula, el plasmido queda libre y es transportado al ndcleo
donde ocurre la transcripcién. El mRNA generado es llevado al citoplasma, donde
es traducido por los ribosomas, terminando en una proteina citotéxica que
dependiendo de su naturaleza, desencadena diversas vias apoptoticas (56). Los
residuos de la degradacion de las nanoparticulas son eliminados o integrados en

las vias metabdlicas celulares (22).
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ll. ANTECEDENTES DEL GRUPO DE INVESTIGACION

En el afio 2013, durante la tesis del estudiante de maestria Jesus Borrego (57) se
desarrollo un plasmido recombinante que causa apoptosis en células cancerigenas
en el Laboratorio de Terapia Celular del Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular de la UANL. Se utilizé el plasmido comercial de expresiéon en mamifero
pTracer-CMV2 el cual contiene en su secuencia el gen reportero GFP. Este
plasmido fue editado insertandole la secuencia de los genes apoptéticos Trall
soluble e IFNB. Los datos de muerte celular fueron correlacionados con la medicion
de la expresion de los genes apoptoticos por rt-PCR y ELISA. Estos estudios se
realizaron utilizando el agente transfectante comercial lipofectamina, el cual produce
transfeccion in vitro, sin embargo, debido a una alta citotoxicidad se ha mostrado
incapaz de poder ser utilizado en estudios in vivo. El grupo de trabajo sugiere el
desarrollo de nanoparticulas como un agente de transfeccion, el cual sea funcional

tanto in vitro como in vivo.
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l1l. JUSTIFICACION

Actualmente, las terapias hormonales utilizadas contra el CaMa funcionan en
pacientes que sobreexpresan ER y PR. Sin embargo, no todos los tipos de CaMa
sobreexpresan estos receptores, como es el caso del subtipo HER2+ que se
presenta alrededor del 15 al 20% de los casos. Este subtipo de CaMa es tratado
con quimioterapia o con quimioterapia en combinacion con MAbs. Estas terapias no
son eficaces en todas las pacientes, pues algunas tienden a recaidas por la
reaparicion de la enfermedad, muestran resistencia al tratamiento o sufren de
efectos secundarios adversos como infertilidad, cardiopatias y malignidades
secundarias. Es debido a estas circunstancias por las que se propone trabajar en el
desarrollo de terapias alternativas hacia el CaMa HER2+. Una forma alternativa al
tratamiento con farmacos es el uso de nanosistemas. Estos sistemas son disefiados
con diferentes elementos estructurales que les confieren la habilidad para hacer
distincion entre células sanas y células enfermas. Este reconocimiento se basa en
el uso de moléculas de reconocimiento sobre la superficie del nanosistema. En este
tipo de nanosistemas las células cancerosas ejercen un ligando con los
nanosistemas, y posteriormente mediante endocitosis mediada por ligando, los
nanosistemas se internalizan en el citoplasma celular. Una vez dentro de la célula,
los nanosistemas ejercen su efecto terapéutico contra el tejido canceroso. El uso de
estos nanosistemas promete mejorar la eficiencia de los tratamientos actuales,
mejorar la calidad de vida de los pacientes disminuyendo los efectos secundarios,

y posiblemente a largo plazo la disminucion de la mortalidad de la enfermedad.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Desarrollar y evaluar in vitro un nanosistema MNPs@polimero funcionalizado con

pTracer/sTRAIL y un aptamero dirigido contra células de CaMa HER2+.

4.2. Objetivos especificos

1. Disenfar, sintetizar y caracterizar las propiedades fisicas del nanosistema
compuesto por nanoparticulas de magnetita (MNPs) recubiertas con PEG,
CSy PELI

2. Caracterizar la citotoxicidad in vitro de las MNPs y nanosistema.

3. Optimizar la inmovilizacién del plasmido pTracer/TRAIL y de un aptamero

sobre la superficie del nanosistema.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Esquema general de trabajo

En la Figura 5 se muestra el esquema general de trabajo y en la Figura 6 se

representa el nanosistema propuesto. Este proyecto fue revisado y aprobado por el

Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina y el Hospital

Universitario José Eleuterio Gonzalez de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn,

con el nimero de registro de BI17-00001. Todos los donadores humanos fueron

tratados de acuerdo con los estandares éticos.

Objetivo 1: Sintesis y caracterizacion o
Caracterizacion

de nanopartlcula§ fisica

Recubrimiento con
B PEG/Tween 80 DRA: FIIR

& iy

Ty é Recubrimientocon __, —;—*.:i j
Sintesis de i Tweendo SEM DLS
nanoparticulas 4 - -
de magnetita — Recubrimiento con . d ‘
8 re N -
Objetivo 2: Evaluacién de la citotoxicidad
/ s i
Células no &y Tincion Prueba de
cancerosas { ‘f? H&E ] Hemodlisis

~

Objetivo 3:
Adherenciade
plasmidoy
aptameroen
NPs

Extraccion
pADN
J
Caracterizacion
por enzimas

/

Conjugacion pADN +
nanoparticula

O £
S + aptamero

Figura 5. Esquema general de trabajo. Se ilustra el esquema metodoldgico por objetivos.
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Nucleo de Plasmido con el

magnetita gen sTRAIL
Focalizar el Apoptosis en
tratamiento células cancerosas
Recubierta
polimérica (PEG, Especificidad del
Tween 80,CS, nanosistema
PEI)

Aptamero contra
HER2

Biocompatible,
Biodegradable, Estable

Figura 6. Nanosistema propuesto en el presente trabajo. Se especifica cada uno de sus
componentes: un nlcleo de magnetita, una recubierta polimérica, un plasmido pTracer/TRAIL en la

superficie, asi como un aptdmero especifico contra HER2.

5.2. Materiales

5.2.1. Equipos
Los equipos especiales utilizados fueron:
e Procesador ultrasonico (Fisher Scientific)
e Difractometro de rayos X (XDR D2 PHASER, Bruker)
e Espectroscopio Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR NICOLET
6700, Thermo Fisher Scientific)
e Microscopio electrénico de barrido (FE-SEM SU5000, HITACHI)

e Microscopio electrénico de barrido (SEM JSM-7000F, JEOL)
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Equipo de Dispersion Dinamica de Luz (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments)

Equipo de Dispersion Dinamica de Luz (Nanotrack Wave II, Microtrac)
Espectroscopio Uv-Vis (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific)

Lector de ELISA (Cytation 3 lector de imagenes, Bio Tek)

Microscopio 6ptico (Microscopio Invertido CKX41, Olympus)

Camara de electroforesis horizontal (Accesolab)

Campana de cultivo nivel Il de bioseguridad (Labconco)

Incubadora de CO2 (VWR)

Pipetas automaticas de diferentes volumenes 2 pl -1 ml (Eppendorf)

Fotodocumentador (UVP)

5.2.2. Material de laboratorio

Los materiales especiales utilizados fueron:

Celdilla Universal (ZEN 1002, Malvern Instruments)

Tubo heparinizado (Becton Dickinson)

5.2.3. Reactivos

Los reactivos especiales utilizados fueron:

Cloruro férrico hexahidratado (FeCls-6H20, Thermo Fisher Scientific)
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSOa4-7H20, Thermo Fisher Scientific)
Hidroxido de amonio (NH4OH, CTR Scientific)

Tween 80 (Sigma-Aldrich)
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5.2.4.

PEG 3350 (Thermo Fisher Scientific)

Quitosano de peso molecular medio (Sigma-Aldrich)
Acido acético glacial (Thermo Fisher Scientific)

PEI 25 kDa (Sigma-Aldrich)

Acido citrico (Sigma-Aldrich)

DMEM (Thermo Fisher Scientific)

Suero fetal bovino (Thermo Fisher Scientific)
Penicilina-Estreptomicina (Thermo Fisher Scientific)
MTT (Sigma-Aldrich)

Kit de proliferacién celular | (Roche)

Aptamero comercial dirigido contra HER2 (IDT)

Material Bioldgico

Cultivo primario de células madre mesenquimales (Donadas por Laboratorio
de Terapia Celular, Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular,
UANL)

Linea celular 3T3L1 (ATCC)

Cepa de Escherichia coli Top 10 portadora de plasmido pTracer/TRAIL

Sangre heparinizada

5.3. Sintesis de nanoparticulas de magnetita

Las nanoparticulas de magnetita se sintetizaron mediante coprecipitacion quimica

basandonos en la metodologia modificada de Chapa-Gonzalez (58). La
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metodologia a detalle se encuentra en Anexo 1. Se utilizaron dos soluciones
precursoras: 100 ml de cloruro férrico hexahidratado 0.01 M y 100 ml de sulfato
ferroso heptahidratado 0.05 M. Se afiadio por inyeccion rapida 100 ml de hidréxido
de amonio. El aumento del pH en el medio propicid la precipitacion de las

nanoparticulas de magnetita.

5.3.1. Funcionalizacién de las MNPs con PEG/Tween 80

Debido a que PEG tiene dos grupos hidroxilo en sus extremos, este puede adherirse
a casi cualquier estructura (59). Segun varios autores, el recubrimiento de las
nanoparticulas magnéticas con PEG mejora su circulacion sanguinea y su
biocompatibilidad; reduce su carga superficial sin afectar sus propiedades
magnéticas (59-61). Tween 80 también se ha propuesto para el suministro de
medicamentos a células cancerosas, se ha utilizado como un recubrimiento para
nanoparticulas metalicas, y es ampliamente utilizado en cosméticos, alimentos y
farmacia (62). La metodologia a detalle se encuentra en Anexo 2. Se dispersaron
las nanoparticulas de magnetita con PEG (1:1 v/v) en una solucion de Tween 80 al

7%. El pH se ajusté hasta alcanzar un pH de 9 y posteriormente se llevé a pH 7.

5.3.2. Funcionalizacién de las MNPs con CS/tween 80

El quitosano, el cual es obtenido después de la desacetilacion alcalina de la quitina,
es un polisacarido policationico natural sensible al pH. Algunas propiedades
atractivas del quitosano son su bajo costo, carga catidnica, biocompatibilidad y
estabilidad quimica (77). La metodologia a detalle se encuentra en Anexo 3. Se

dispersaron las nanoparticulas de magnetita en una solucién Tween 80 al 7%. Se
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agrego por goteo una solucién de CS en acido acético. El pH se ajustd con hidroxido

de amonio hasta que alcanz6 un pH de 5.5 para inducir la protonacion del CS.

5.3.3. Funcionalizacién de las MNPs con PEI

Uno de los polimeros catiénicos mas utilizados para la transfeccién de genes in vitro
es la polietilenimina (PEI), ya que esta posee una alta carga positiva, la cuals e
conjuga con la carga negativa del 4cido nucleico a transfectar. La metodologia a
detalle se encuentra en Anexo 4. La funcionalizacién con PEIl se basa en la
modificacion de la metodologia de Megias (63). La funcionalizacién se realizé en
una relacion 4:3 peso-peso de nanoparticulas de magnetita/PEI. Se dispersaron las
nanoparticulas de magnetita en una solucion de acido citrico 0.1 N. Se ajusto el pH
a 7. Se agreg6 18.75 mg de PEI. Las MNPs-PEI se recuperaron atrayéndolas al

fondo del vaso con un iman.

5.4 Caracterizaciéon de las nanoparticulas
La caracterizacion de las particulas sintetizadas se realiz6 mediante cuatro técnicas,

las cuales se resumen en la siguiente tabla y se describen a continuacion:

Tabla 2. Caracterizaciones realizadas.

Técnica Propiedad medible

Difractometro de rayos X (DRX) Espectro caracteristico de la estructura
cristalina

Espectroscopia infrarroja de Presencia de grupos funcionales

Transformada de Fourier (FTIR) caracteristicos

31



Microscopio electrénico de barrido (SEM)  -Morfologia de las nanoparticulas

Dispersiéon dinamica de luz (DLS) -Tamafio de particula

-Carga eléctrica superficial (potencial Z)

5.4.1. Caracterizacion con DRX
Se realizé un analisis de difraccion de rayos X (DRX) para las MNPs. El patron DRX
de la muestra se registré con un detector LYNXEYE XE-T en el rango de 26 de 10°—
90° a una velocidad de exploracion de 0.05°/0.5 s empleando radiacién Cu-Ka
(1.5408 A). La fase formada se analiz6 utilizando una tarjeta JCPDS PDF nimero
01-088-0315 correspondiente a magnetita (FesOas). La determinacién del tamafio
promedio de cristal se estim6 mediante la ecuacion de Debye-Scherrer:

D = 0.9\ / Bcos(0)
En esta ecuacion A es la longitud de onda, B es la anchura maxima a la mitad del

pico mas intenso y 6 es el angulo de difraccion del pico.

5.4.2. Caracterizacion con FTIR

La funcionalizacion de MNPs con PEG, CS y PEl se evalu6 mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para analizar los
grupos funcionales presentes en las muestras preparadas. Las medidas se llevaron
a cabo en el rango de 4000 cm™ a 600 cm™ con una resolucién de 2 cm™. El

procesamiento de las muestras se detalla en el Anexo 5.

32



5.4.3. Caracterizacion con SEM

La morfologia de todas las nanoparticulas y su distribucion del tamafio se examiné
con microscopia electrénica de barrido (SEM). Se dispers6 una muestra de 3 mg de
nanoparticulas en 3 ml de agua ultrapura usando el procesador ultrasonico. Se
extendié una gota de solucion de nanoparticulas en un portaobjetos cubierto con
cinta de carbon. La muestra se sec6 a 50°C durante toda la noche. Una vez que la

muestra se seco, se tomaron las micrografias.

5.4.4. Caracterizacion con DLS

El tamafio y potencial zeta de todas las nanoparticulas se midieron con la técnica
de dispersioén dinamica de luz (DLS). Las mediciones realizadas en el equipo
Zetasizer Nano ZS90 se llevaron a cabo a 25 °C utilizando una celda de inmersion
universal. Para evitar la aglomeracién de las nanoparticulas, las muestras se
prepararon inmediatamente antes de su andlisis. El procesamiento de las muestras

se detalla en el Anexo 6.

5.5 Evaluacion de la citotoxicidad de las nanoparticulas
Para la evaluacién cuantitativa de la capacidad de las nanoparticulas de causar la

muerte celular se realizé un ensayo MTT y la tincion de HyE.

5.5.1 Ensayo MTT
El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) es una técnica
colorimétrica que evalla la actividad metabdlica de las células, especificamente la

actividad de las enzimas oxidorreductasas encontradas en las mitocondrias. Las
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nanoparticulas evaluadas se esterilizaron por exposiciéon a luz UV durante 15
minutos. Estas se dispersaron en condiciones de esterilidad en un medio DMEM
complementado (10% SFB y 1% estreptomicina-penicilina) a concentraciones de 1
a 10,000 pg/ml. Por otra parte, se sembraron un total de 5,000 células no
cancerosas (cultivo primario de células madre mesenquimales y linea celular 3T3L1)
por pocillo en una microplaca de 96 pocillos. Ambos tipos celulares se cultivaron
con DMEM complementado. Después de 24 h, una vez que las células ya estaban
adheridas a la microplaca, se retir6 el medio y las células se expusieron por
cuadruplicado con las nanoparticulas. La muerte celular se midié después de 24 h
de exposicion. Para el ensayo MTT, a las células se les retir6 el medio con
nanoparticulas y se incubaron con una solucion MTT (100 pg/ml en DMEM
complementado) durante 4 h. Después de la incubacion, se retir6 el medio y el
formazan presente en el fondo de la placa se disolvié en 50 pl de isopropanol a pH
3. Se leyo la absorbancia a 570 nm en lector de microplaca. El control negativo, las
cuales fueron células sin exponer a ninglin agente, se tomé como un 100% de
viabilidad, realizando el calculo matematico correspondiente para determinar el
porcentaje de viabilidad de las muestras problema. Se espera que las
concentraciones no téxicas no tengan una diferencia significativa respecto al

control.

5.5.2 Tincién de HyE
En esta técnica se combina la tincion de hematoxilina, la cual tifie estructuras acidas
(como el nucleo) en un tono purpura; esto en combinacion de la tincion con eosina

que tifie componentes celulares basicos (como el citoplasma) en tonos rosados.
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Para la tincion con hematoxilina-eosina, se prepararon las nanoparticulas a evaluar
de igual forma que para el estudio de MTT. Se sembraron un total de 5,000 células
de la linea celular 3T3L1 por pocillo en una microplaca de 96 pocillos y se cultivaron
con DMEM complementado. Después de 24 h se retiré el medio y las células se
expusieron con las nanoparticulas. Los cambios en la morfologia celular se
analizaron después de 24 h de exposicion. Se retiré el medio y las células se lavaron
con PBS tres veces. Para la fijacion de las células, cada pocillo se incubé a -20 °C
con 50 pl de metanol frio durante 10 min. Las células se lavaron nuevamente con
PBS 3 veces. Para la tincion de las células, los pasos fueron: 5 minutos en
hematoxilina, lavado con agua corriente, lavado con HCl al 0.5% en etanol, segundo
lavado con agua corriente, lavado con agua destilada, 5 min en eosina y finalmente
un tercer lavado con agua corriente. La morfologia de las células se analizd en
microscopio O6ptico. Se espera no observar cambios morfolégicos en las

concentraciones no citotoxicas.

5.5.3 Evaluacién de la hemdlisis

La prueba de hemdlisis mide la lisis de los glébulos rojos expuestos a un agente
ambiental. Esta lisis produce la liberacién del contenido intracelular del eritrocito
debido a la ruptura de su membrana. La molécula liberada medida fue la
hemoglobina, que es una proteina predominante en los eritrocitos. Para medir el
impacto de las nanoparticulas en la lisis de eritrocitos, se realiz6 una prueba de
hemolisis por cuadruplicado de acuerdo con la metodologia de Macias-Martinez
(64). Las nanoparticulas se dispersaron a diferentes concentraciones, desde 1

hasta 1,000 pg/ml, en PBS. Por otra parte, se colecto en tubo heparinizado un total

35



de 5 ml de sangre de un donante sano. Los eritrocitos se separaron por
centrifugacion (3000 rpm durante 4 minutos) y se lavaron tres veces en PBS. De
acuerdo a la metodologia de Macias-Martinez, las nanoparticulas y los eritrocitos
se incubaron en una relacion de 1:99 eritrocitos:nanoparticulas v/v, durante 30
minutos, a 37 °C en agitacion a 400 rpm. Para los controles positivos y negativos,
se utilizd una suspension de eritrocitos con agua destilada y PBS, respectivamente
(relacion 1:99 v/v). Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron a 3000
rpm durante 4 minutos. La hemoglobina liberada en el sobrenadante se midi6é por
espectroscopia UV-Vis a 415 nm. El control positivo con agua destilada se consideré
como hemodlisis al 100%. Se realiz6 una relacion matematica para determinar el
porcentaje de hemdlisis de las muestras problema. Se espera que las muestras no
hemoliticas no presenten mas del 2% de hemolisis como marca la norma para la
evaluacion de las propiedades hemoliticas de los materiales, ASTM F756-17, la
actividad hemolitica de los materiales se clasifica en 3 tipos: materiales no
hemoliticos (0 a 2% de hemodlisis), materiales con bajo grado hemolitico (2 a 5% de

hemodlisis) y materiales de alto grado hemolitico (mas del 5% de hemolisis) (64).

5.6 Conjugacién de MNPs-PEI + ADN
Se utilizé una cepa de Escherichia coli TOP10 donada por el laboratorio de Terapia
Celular del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular. Esta cepa ya se

encontraba transformada con el plasmido recombinante pTracer/TRAIL.
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5.6.1 Extraccion de pTracer/TRAIL

La cepa donada se descongel6 y se sembr6 en un agar Luria Bertani adicionado
con ampicilina a 100 pg/ml. Se cultivo a 37° C. A las 18 horas se seleccion6 una de
las colonias formadas y se cultivé en 3 ml de Luria Bertani liquido, adicionado con
ampicilina a 100 pg/ml, a 37° C y 300 rpm durante 18 horas. Los medios utilizados
en cultivo bacteriano, asi como la forma de preservar los cultivos se encuentran en
el Anexo 7. El ADNp se extrajo de la muestra utilizando la técnica manual de
Miniprep (Anexo 8). EI ADNp se caracteriz6 en gel de electroforesis con las enzimas

Bam HI y Not | (Anexo 9).

5.6.2 Conjugacion del ADNp + nanopatrticulas

Para determinar la eficiencia de las nanoparticulas M-PEI para cargar ADNp, estas
se dispersaron en PBS pH 7.4 a una concentracion desde 4,000 hasta 500 pg/ml.
La preparacion del PBS se detalla en el anexo 10. La dispersion se llevo a cabo
usando un ultrasonicador con amplitud del 85% durante 5 minutos. En tubos de 0.5

ml se realizaron las mezclas reportadas en la tabla 3.

Tabla 3. Disefio de experimentos conjugacion de M-PEI + ADNp.

Control pADN 4.25 uL de 4.25 pL de ADNp

PBS 1x a 500 ng/ul
Control nanoparticulas 8.5 uL de M-PEI

a 4,000 pg/ml

1:8 wiw 4.25 pL de M-PEI  4.25 pL de ADNp
(ADNp:nanoparticulas) a 4,000 pg/ml a 500 ng/ul
1:7 wiw 4.25 pL de M-PEI  4.25 pL de ADNp
(ADNp:nanoparticulas) a 3,500 pg/ml a 500 ng/ul
1:6 wiw 4.25 pL de M-PEI  4.25 pL de ADNp
(ADNp:nanoparticulas) a 3,000 pg/ml a 500 ng/pul
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1:5 wiw
(ADNp:nanoparticulas)

4.25 pL de M-PEI
a 2,500 pg/ml

4.25 pL de ADNp
a 500 ng/ul

1:4 wiw
(ADNp:nanoparticulas)

4.25 pL de M-PEI
a 2,000 pg/ml

4.25 pL de ADNp
a 500 ng/ul

1:3 wiw
(ADNp:nanoparticulas)

4.25 pL de M-PEI
a 1,500 pg/ml

4.25 pL de ADNp
a 500 ng/ul

1:2 wiw
(ADNp:nanoparticulas)

4.25 pL de M-PEI
a 1,000 pg/ml

4.25 pL de ADNp
a 500 ng/ul

1:1 wiw
(ADNp:nanoparticulas)

4.25 L de M-PEI
a 500 pg/ml

4.25 pL de ADNp
a 500 ng/ul

Las mezclas se dejaron incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
mezclaron con buffer de carga y Gel Red para visualizar el ADN, y se corrié un gel
de agarosa al 0.8%, 90 V, por 2 h. Se visualizé en un fotodocumentador para

determinar la interaccion entre ADNp y M-PEL.

5.6.3 Conjugacion del aptamero + nanoparticulas

Para determinar la eficiencia de las nanoparticulas M-PEI para cargar un aptamero
especifico contra la proteina HER2, las nanoparticulas se dispersaron en PBS pH
7.4 a una concentracion de 2,500 pg/ml. La dispersion se llevo a cabo usando un
ultrasonicador con amplitud del 85% durante 5 minutos. En tubos de 0.5 ml se

realizaron las mezclas reportadas en la tabla 4.

Tabla 4. Disefio de experimentos conjugacion de M-PEI + aptamero.

Control aptamero 6.92 pL de 2.08 pL de aptamero
PBS 1x a5 yuM
3.59 pL de 3.33 pL de M-PEl a 2.08 pL de aptamero
PBS 1x 1,000 pg/ml a5buM
3.59 pL de 3.33 uL de M-PEl a 2.08 pL de aptdmero
PBS 1x 800 pg/mi abum
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3.59 L de 3.33 yL de M-PEl a 2.08 pL de aptamero

PBS 1x 600 pg/ml abum
3.59 L de 3.33 yL de M-PEl a 2.08 pL de aptamero
PBS 1x 400 pg/ml asuM

Las mezclas se dejaron incubar durante 1 h a temperatura ambiente. Se corrié un
gel de agarosa al 2%, 90 V, tefiido con Gel Red y analizado en un fotodocumentador

para determinar la interaccion entre M-PEI con el aptamero.

5.6.4 Conjugacién del ADNp + nanoparticulas + aptamero

Finalmente, para determinar la eficiencia de las nanoparticulas M-PEI para cargar
al mismo tiempo el aptamero y el ADN plasmidico las nanoparticulas se dispersaron
en PBS pH 7.4 a una concentracion de 2,500 pug/ml. La dispersion se llevé a cabo
usando un ultrasonicador con amplitud del 85% durante 5 minutos. En tubos de 0.5

ml se realizaron las mezclas reportadas en la tabla 5.

Tabla 5. Disefio de experimentos conjugacién de M-PEI + aptdmero + ADNp.

Control 5.68 uL 3.33uL 9 uL
ADNp

Control 6.92 uL 2.08 uL 9 uL
aptdmero

Control 568Ul 3.33 L 9 pL
M-PEI

M-PEI / 0.26 pL 3.33 L 3.33 L 2.08 puL 9uL
ADNp /
aptamero

Las mezclas se dejaron incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Se corrid

un gel de agarosa al 0.8%, 90 V, tefiido con Gel Red y visualizado en un
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fotodocumentador para determinar la interaccion entre M-PEI con el ADNp vy el

aptamero. M-PElI, asi como una concentracion final de 200 nM del aptamero.

5.7 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
Tukey's HSD (diferencia honestamente significativa), con un intervalo de confianza
del 95% para determinar diferencias significativas entre el grupo de control y las
muestras de prueba. Se esperaba que las muestras problemas no fueran diferentes
significativamente en comparacién a los controles negativos donde no se expuso a

ningun agente peligroso.
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VI. RESULTADOS

6.1. Sintesis de las nanoparticulas de magnetita

La magnetita (FesO4) es un mineral de hierro que estd constituido por una
combinacién de éxido Fe?* y Fe®*. La sintesis de nanoparticulas de magnetita se
realiz6 mediante el método de nanoprecipitacion, donde la reaccién quimica que
tiene lugar para la formacion de magnetita se representa mediante la ecuacion:

FeZ* + 2Fe®* + 80H — Fes30a4 + 4H20

Para determinar la correcta sintesis de las MNPs se procedi6 a analizar las
caracterizaciones. El patron de DRX se empleé para determinar la estructura
cristalina y el tamafo de cristal de las MNPs sintetizadas. La Figura 7a muestra el
patron de DRX de las MNPs y su descripcion. Esta imagen confirma la formacion
de la estructura cubica de la magnetita en una fase pura, esto porque el patron no
muestra picos diferentes a la fase de magnetita. Utilizando la ecuacién de Debye-
Scherrer para la determinacion del tamafio promedio de cristal se sustituy6 A por la
longitud de onda (1.5408 A), B por la anchura maxima a la mitad del pico mas intenso
(31 1)y 6 por el angulo de difraccion del pico (3 1 1) (35.61 grados). El tamafio

promedio de cristal de la muestra calculado es de 9.49 nm.

El espectro FTIR de las MNPs y su descripcién se muestra en la Figura 7b. Este

analisis se realizé para verificar la presencia de la banda caracteristica de

magnetita.
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Figura 7. Espectros de las nanoparticulas de magnetita. (a) DRX. El patron DRX de las
nanoparticulas de magnetita muestra nueve picos de difraccion observados a valores de 26 de
18.29°, 30.13°, 35.61°, 43.26°, 53.84°, 57.32°, 63.13°, 71.15° y 74.17° que coinciden con la tarjeta
de referencia PDF 01-088-0315. Esos picos se indexan a los planos (11 1), (220),(311),(400),
(422),(511),(440),(620), (53 1)respectivamente. (b) Espectro FTIR de las nanoparticulas de
magnetita. La magnetita muestra una banda alrededor de los 634 cm™, que esta relacionada con el

estiramiento de Fe-O en el sitio octaédrico de la estructura cristalina de la magnetita.

6.2. Funcionalizaciéon de MNPs con PEG

El espectro de FTIR de magnetita recubierta con PEG/Tween 80 (Figura 8) muestra
la presencia de la magnetita asi como de los polimeros utilizados para recubrir. El
analisis con FTIR se realiz6 para verificar la presencia de bandas caracteristicas del
polimero PEG y de Tween 80 en la superficie de las MNPs. El espectro muestra las

bandas correspondientes a los modos de vibracion de magnetita, PEG 3350 y

Tween 80.
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Figura 8. Espectros FTIR de magnetita recubierta con PEG 3350-Tween 80. Las bandas obtenidas

corresponden a enlaces encontrados en PEG 3350 y en Tween 80: deformacion (871 cm?) y flexion

(1429 cm™) de C—H; estiramiento de C—O (1035 cm); y estiramiento de O-H (3430 cm?). Las

muestras presentan el estiramiento Fe—O (634 cm™) proveniente de la magnetita y el estiramiento

C=0 (1749 cm™) del Tween 80.

6.3. Funcionalizacién de MNPs con CS

El espectro FTIR de la magnetita recubierta con quitosano/Tween 80 (M-CS/Tween
80) se muestra en la Figura 9. Este analisis se realizd para verificar la presencia de
bandas caracteristicas de magnetita y del quitosano/Tween 80. El espectro tiene las

bandas que corresponden a la magnetita, asi como a los diferentes grupos

funcionales presentes en el quitosano y Tween 80.
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Figura 9. Se muestra el espectro FTIR de las nanoparticulas de M-CS/Tween 80. La magnetita
muestra una banda Fe-O alrededor de 634 cm1. Las bandas de quitosano y Tween 80 a 3453 cm-!
y 1637 cm corresponden a los modos de flexion y estiramiento del grupo hidroxilo; las bandas de
estiramiento del C-H corresponden a 2921 cm! (asimétrico) y 2852 cm- (simétrico); la banda a 1267
cm est4 relacionada con el modo de flexiébn C-H; la banda a 1186 cm est4 relacionada con el
estiramiento del enlace C-O; la banda observada a 1083 cm-! corresponde al estiramiento asimétrico
del enlace C-O-C; y finalmente, la banda a 818 cm corresponde a una deformacién de C-H. La
banda en 1741 cmindica estiramiento del C=0 proveniente del Tween 80 asi como de los residuos
de acetil que no son eliminados de la quitina provenientes del quitosano. Las bandas que
corresponden solo al quitosano son el estiramiento de C-N observado a 1468 cm™? y el modo de

flexion de N-H a 1508 cm.

6.4. Funcionalizacién de MNPs con PEI

En cuanto al espectro de magnetita recubierta con PEI (Figura 10) se pueden
apreciar las bandas caracteristicas de ambos compuestos (42,65), asi como del
acido citrico que se utilizo para dispersar, del cual quedaron remanentes en las

nanoparticulas.
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Figura 10. Espectro FTIR de MNPs-PEI. Se observa la banda caracteristica del enlace Fe-O de la
magnetita a 526 cm. Las bandas correspondientes al PElI se muestran en los 1074 cmt
(estiramiento de C-N), 1552 cm (flexiéon de N-H) y alrededor de los 3000 cm-! (estiramiento de N-
H). Se muestran también la banda principal correspondiente al acido citrico, elongacion de los grupos

carboxilo, en 1372 cm.

6.5. Caracterizacién con SEM

Las micrografias de SEM se analizaron para determinar la morfologia de cada una
de las nanoparticulas. Los analisis de las nanoparticulas de magnetita (Figura 11)
mostraron nanoparticulas con tamafios aproximados de 10 nm, sin embargo, el
tamafio exacto no se pudo obtener debido a la calidad de las imagenes (los tamafios
exactos se tomaron con la técnica de DLS). En las imagenes de SEM de las
nanoparticulas de magnetita también se puede observar evidencia de

aglomeracion.
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Figura 11. SEM de las nanoparticulas de magnetita. Imagenes de las nanoparticulas por SEM

muestra aglomeracion.

La Figura 12 muestra las imagenes de SEM de las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con PEG y Tween 80. Las nanoparticulas mostraron una forma esférica
muy definida, con dimensiones en el orden de los nandmetros con tamafios de

particulas que van desde los 80 hasta los 200 nm.
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Figura 12. Imdgenes SEM de nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEG/Tween 80 a
diferentes magnificaciones. Todas las muestras mostraron formas esféricas. A diferencia de las
nanoparticulas de magnetita desnudas, en las recubiertas con PEG 3350-Tween 80 la separacion
entre una nanoparticula y otra se hace mas evidente, mostrando una disminucién en el grado de

aglomeracion.

Como se puede observar en la Figura 13, las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con quitosano/Tween 80 generaron estructuras en el orden de los
micrémetros, con tamafos que van desde 1 a 1.5 um, con morfologias esféricas
bien definidas. La imagen muestra las nanoparticulas de magnetita dentro de las

microesferas de quitosano/Tween 80.
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Figura 13. Imagen SEM de nanoparticulas de magnetita recubiertas con CS/Tween 80. Todas las

muestras mostraron formas esféricas en escalas micrométricas.

Las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEI (Figura 14) mostraron
tamafos aproximados de 100 nm, con morfologia semi-esferica, similares a las

obtenidas por Megias et al (63).
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Figura 14. Imdgenes SEM de nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEl. Las muestras

mostraron formas esféricas semi-amorfas en escalas micrométricas.

6.6. Caracterizacion de tamafios con DLS

El andlisis DLS de la magnetita desnuda (Figura 15) muestra un tamafio promedio
de particula de 10.51 nm y aglomerados de 527.8 y 4367 nm. El tamafio de las
nanoparticulas magnéticas es consistente con el método utilizado para su sintesis,
gue en este caso fue coprecipitacion quimica por inyeccién rapida, que forma
tamafios de nanoparticulas menores de 15 nm (58). Los tamafios de las
nanoparticulas de magnetita corresponden al tamafio promedio de cristal de 9.49

nm que obtuvimos por DRX, por lo que esto evidencia que las nanoparticulas

49



generadas son monocristalinas. Aunque solo el 2.6% de la muestra genera
aglomerados de casi 4.4 um, los aglomerados mas grandes pueden causar varios
problemas si son administrados por sangre al paciente. Estos resultados obtenidos
concuerdan con las imagenes obtenidas por SEM, donde se aprecian

nanoparticulas individuales de alrededor de 10 nm.
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Figura 15. Resultados de tamafios de nanoparticulas de magnetita por dispersién dindmica de luz
(DLS). Con un tamafio promedio de 10.51 nm, el 83.8% de las nanoparticulas no generan

aglomerados. El 13.6% de las nanoparticulas genera aglomerados de 527.8 nmy el otro 2.6% genera

aglomerados de 4,367 nm.

Los resultados DLS de las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEG/Tween
80 (Figura 16) muestran un tamafio promedio de particulas individuales de 119.2
nm y un tamafio promedio de aglomerados de 785.6 nm. Aunque, los aglomerados
generados por nanoparticulas recubiertas estan en una proporcién mayor que las
nanoparticulas desnudas, los tamafios de los aglomerados mas grandes de

nanoparticulas recubiertas (2.7 um) son aproximadamente 2.3 veces mas pequefio
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que el tamafio de los aglomerados de nanoparticulas desnudas (6.4 pum). Los

tamafios de particula individual se correlacionan con las imagenes obtenidas por

SEM.
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Figura 16. Distribucion de tamafios DLS de nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEG 3350-

Tween 80. Con un tamafo promedio de 119.2 nm 10.3% de las nanoparticulas no generan

aglomerados. El 89.7% de las nanoparticulas generan aglomerados de 785.6 nm.

La distribucion del tamafio de las microesferas de magnetita recubierta con
quitosano/Tween 80 (Figura 17) se obtuvieron también con la técnica DLS. El
tamafo promedio del 98.8% de las microesferas M-CS/Tween 80 es 1.431 um. Solo

el 1.2% de las microesferas formadas muestran tamafios promedio de 6 pm.
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Figura 17. Distribucion de tamafio de microesferas M-CS/Tween 80. El 98.8% de las particulas
miden 1.431 ym, mientras que las demas forman agregados de 6 um. Se muestran particulas con

una distribucion de tamafio homogénea, con un error minimo del 1.2%.

El tamafio de las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEI (Figura 18) se
mostr6 homogéneo en los resultados del DLS. Todas las nanoparticulas
corresponden a una sola distribucion de tamafios con un promedio de tamafio de
particula de 951 nm. Sin embargo, al comparar con las imagenes SEM nos
percatamos que el tamafio dado por el DLS no corresponde al tamafio individual de
cada nanoparticula, sino a los aglomerados que éstas generan. Se espera que cada
nanoparticula por individual pueda ingresar dentro de las células diana una vez dada

la aplicacion de las nanoparticulas.
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Figura 18. Distribucién de tamafio de nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEI. Se muestran
los tamarfios de los aglomerados generados en liquido, con un tamafio homogéneo promedio de 951

nm.

Se espera que, como muestra la tabla 6, tanto las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con PEG 3350-Tween 80 y las recubiertas con PEIl son lo
suficientemente grandes como para no ser eliminados del torrente sanguineo
debido a la excrecion renal, pero son lo suficientemente pequefios como para cruzar

epitelios y no ser eliminados rapidamente por los macréfagos.

Tabla 6. Tamafios de las nanoparticulas evaluadas.

Tamafio promedio  Tamafio de Interpretacion
de nanoparticula aglomerado
Nanoparticulas e 10.51 nm e 527.8nm e Tamafios tan pequefios son
de magnetita e 43um desechados rapidamente por el
organismo.
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Aglomerados muy  grandes
podrian causar problemas en

circulacion.

M-PEG/Tween 80 e 119.2 nm e 785.6nm

A pesar de la existencia de
aglomerados se espera que los
tamafios de nanoparticula sean

los 6ptimos para su uso in vivo.

M-CS/Tween 80 e 1.431pum e 6pum e Los tamafos de particula son tan
grandes que no podrian ingresar
a las células.

e Aglomerados muy  grandes
podrian causar problemas en
circulacion.

e No se recomienda para la
aplicaciébn propuesta en este
proyecto, pero podria ser
utilizado en tratamientos

dermatolégicos, por ejemplo.

M-PEI e Tamafios e 951 nm e A pesar de la existencia de

: aglomerados se espera que los
aproximados

tamafios de nanoparticula sean
alrededor de - L
los éptimos para su uso in vivo.

100 nm

6.7. Caracterizacién de potencial Z con DLS

Los resultados de potencial Z de las diferentes particulas se resumen en la tabla 7.
Los resultados esperados son nanoparticulas con carga positiva, en las cuales se
puedan adherir moléculas de ADN de carga negativa. De las caracterizaciones
realizadas, aquellas con potencial Z compatible son las recubiertas con PEI. Por lo

gue se espera estas sean las que mejor puedan adherir ADN en su superficie.
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Tabla 7. Potenciales Z de las nanoparticulas evaluadas.

Potencial Z

Interpretacién

Nanoparticulas de -3.41 mV

magnetita

No es posible adherirle ADN por unién electrostatica

debido a la repulsion de cargas.

M-PEG/Tween 80 -4.13 mV

El PEG es un polimero sin carga formal, por lo que la
carga total del complejo no se ve afectada por este.
No es posible adherirle ADN por unién electrostatica

debido a la repulsion de cargas.

M-CS/Tween 80 +0.5 mV

CS es un polimero con carga positiva, por lo que la carga

total del complejo es positiva.

M-PEI +7.5mV

PEI es un polimero con carga positiva, por lo que la carga
total del complejo es positiva.
Es posible unirle ADNp por union electrostéatica debido a

la repulsién de cargas.

Las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEG/Tween 80 no son viables

para una aplicacion como acarreador de ADNp, cargandolo por medio de cargas

electrostaticas. Por lo tanto, la Unica nanoparticula a la cual se le evalué su

capacidad de adherir ADNp fue la nanoparticula de M-PEI. Sin embargo, las

nanoparticulas de M-PEG/Tween 80 tienen los tamafios adecuados para ser

internalizadas dentro del organismo, por lo que se continuara su evaluacion

bioldgica en progreso para determinar su actividad bioldgica.
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6.8. Citotoxicidad de nanoparticulas (MTT)

Nanoparticulas de magnetita. Los resultados de citotoxicidad de las
nanoparticulas de magnetita desnuda se muestran en la Figura 19. A
concentraciones desde 1 pg/ml a 1,000 pg/ml no hay diferencia significativa
respecto al control (p=0.05) por lo que se toman como concentraciones no dafinas
para las células. En cuanto a la concentracién de 10,000 pg/ml existe una diferencia
significativa, por lo que se prefiere evitar esta alta concentracion al representar un

riesgo para la célula.

MTT: Magnetite
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Figura 19. Estudios de citotoxicidad magnetita. Se muestran los resultados del MTT a las 24 horas.

Solo las concentraciones de 10,000 pg/ml no son seguras para usarse en una aplicacion biomédica.

Nanoparticulas M-PEG/Tween 80. Los resultados de magnetita recubierta con

PEG mostraron un comportamiento similar, como muestra la Figura 20. En
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concentraciones de 1 a 1,000 pg/ml no existen diferencias significativas (p=0.05)
contra el control negativo. A estas dosis no hay dafio en el metabolismo celular y
las nanoparticulas no se consideran una sustancia peligrosa. Por otro lado, los
andlisis estadisticos han demostrado que a concentraciones de 10,000 pg/ml, la
magnetita PEGilada, al igual que la desnuda, existe una diferencia significativa con
respecto al control negativo (p = 0.05). Por lo tanto, no es seguro usar estas

nanoparticulas en concentraciones de 10,000 pug/ml y superiores.

MTT: Magnetite-PEG
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Figura 20. Estudios de citotoxicidad magnetita recubierta con PEG. Se muestran los resultados del
MTT a las 24 horas. Sélo las concentraciones de 10,000 pg/ml no son seguras para usarse en una

aplicacién biomédica.

Microesferas M-CS/Tween 80. La evaluacion de las nanoparticulas de magnetita
recubiertas con quitosano se realizé después de 24, 48 y 72 horas de exposicion,

tal como muestra la Figura 21. El grado de citotoxicidad va en aumento conforme al
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tiempo y conforme a las concentraciones segun las diferencias significativas
encontradas (p=0.05). Siendo las concentraciones de 1,000 a 10,000 pg/ml las mas
toxicas. En este caso se pudo evaluar a diferentes tiempos y se encontré ademas
que las concentraciones de 10 a 100 pg/ml son toxicas Unicamente a una exposicion
prolongada, y la concentracion de 1 pg/ml no resultd toxica a los tiempos de

exposicion evaluados.
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Figura 21. Estudios de citotoxicidad magnetita recubierta con CS. Se muestran los resultados del
MTT alas 24, 48y 72 horas. Sélo las concentraciones de 1,000 a 10,000 pg/ml no son seguras para
usarse en una aplicacion biomédica. Concentraciones de 10 a 100 pg/ml no son seguras a tiempos

prolongados, mientras que la concentracién de 1 pg/ml es segura para una aplicacion biomédica.

Nanoparticulas M-PEI. En cuanto a la evaluacién de las nanoparticulas recubiertas

con PEI se evaluaron tres tipos diferentes de nanoparticula, cada una con una
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diferente relacion de magnetita:PEI durante su sintesis. Las relaciones evaluadas
fueron 4:3, 4:2 y 4:1 magnetita:PEIl w/w. Se observé que entre més PEI contenia la
relacion, mayor era el grado de dispersion de la nanoparticula. Sin embargo, al ser
PEI reportado como citotdxico por la literatura, es importante conocer hasta qué
grado se le puede afiadir PEI a la nanoparticula sin que cause algun dafio en las
células. Los resultados de la citotoxicidad de magnetita recubierta con PEI en varias
relaciones se muestran en la Figura 22. Se puede observar que a concentracion de
10 pg/ml todas las particulas analizadas son seguras al no haber diferencia
significativa (p=0.05). En cuanto a las concentraciones de 100 y 1,000 pg/ml, existe
una diferencia significativa (p=0.05) que indica un dafio celular. No existe diferencia
significativa (p=0.05) entre las diferentes relaciones (4:3, 4:2, 4:1), por lo que se
continda utilizando 4:3 en las evaluaciones posteriores, al ser el de mayor grado de

dispersion.

110 pg/mi
150 — I 100 pg/ml

[ 1,000 pg/ml
100

50

% viability

4:3 4.2
MTT M-PEI
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Figura 22. Estudios de citotoxicidad magnetita recubierta con PEI diferentes relaciones. Se muestran
los resultados del MTT a las 48 horas. Sélo la concentracion de 10 pg/ml es segura para usarse en

una aplicacion biomédica.

Una vez seleccionada la relacion 4:3 se amplificé el rango de concentraciones de
10 a 100 pg/ml para seleccionar la dosis mas alta que no cause un dafio en las
células. Las concentraciones de 20 a 80 pug/ml muestran una diferencia significativa
(p=0.05) respecto al control, por lo que son consideradas como citotoxicas. Se
concluye que la dosis mas alta considerada como no dafiina es la de 10 pg/ml

presentada en la Figura 23.
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Figura 23. Estudios de citotoxicidad magnetita recubierta con PEI 4:3. Se muestran los resultados
del MTT a las 24 horas. Todas las concentraciones evaluadas muestran ser citotoxicas para las

células.

60



6.9. Citotoxicidad nanoparticulas (HyE)

Nanoparticulas de magnetita. La tincion con hematoxilina-eosina de las células
expuestas a las nanoparticulas de magnetita desnudas muestran que no hay
cambios en la morfologia de las células expuestas, tal como indica la Figura 24. A
concentraciones no citotoxicas (segun el estudio de MTT), de 1 a 1,000 pg/ml, no
hay evidencia de cambios en el tamafio o la forma ni en nacleo ni en citoplasma. A
concentraciones mas altas, se puede observar aglomeracion de nanoparticulas
magnéticas en las células. Con los experimentos realizados no podemos dilucidar
el mecanismo molecular que las nanoparticulas siguen para ingresar a la célula,
pero las imagenes sugieren que las nanoparticulas atraviesan la membrana celular

pero no la membrana del nucleo.

Negative Control Y & Magnetite 1pg/ml Magnetite 1,000 pg/ml

AV

Figura 24. Imagenes 40x de HyE de células expuestas a nanoparticulas de magnetita. Se puede
apreciar que no hay cambios en la morfologia de las células una vez expuestas a las nanoparticulas

durante las primeras 24 horas.

Nanoparticulas M-PEG/Tween 80. Las imagenes de HyE de las células expuestas

a las nanoparticulas de M-PEG tampoco muestran cambios celulares en morfologia
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y tamafo. La Figura 25 muestra las imagenes de las células expuestas a las

concentraciones no citotdxicas de 1y 1,000 pg/ml.

Magnetite-PEG 1pg/ml ; Magnetite-PEG 1,000 pg/ml

Figura 25. Iméagenes 40x de HyE de células expuestas a nanoparticulas de M-PEG. Se puede

apreciar que no hay cambios en la morfologia ni tamafio de las células durante las primeras 24 horas.

Microesferas M-CS/Tween 80. La Figura 26 muestra imagenes de las células
expuestas a las nanoparticulas de M-CS. Se observaron cambios en la morfologia
celular a concentraciones de 1,000 pg/ml, corroborando citotoxicidad al igual que el
ensayo de MTT. A esta misma concentracion las nanoparticulas de magnetita
desnudas y las recubiertas con PEG no causan citotoxicidad. Posiblemente la
citotoxicidad del quitosano esté dada por las cargas positivas que este tiene. A la

concentracion 1 ug/ml no hay cambios morfolégicos en el citoplasma ni en el nicleo.
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Figura 26. Imagenes 40x de HyE de células expuestas a nanoparticulas de M-CS durante 24 horas.
A) 1 ug/ml, B) 10 pg/mly C) 1,000 ug/ml. Se puede apreciar que no hay cambios en la morfologia ni
tamafio de las células durante las primeras 24 horas a la concentracion de 1 pg/ml, mientras que a

1,000 ug/ml se observa evidente dafio celular.

Nanoparticulas M-PEIl. En la Figura 27 se muestran las imagenes de las
microscopias de las células expuestas a diferentes concentraciones de M-PEI.
Aunque el dafio morfolégico no es tan evidente, existe disminucion de tamafio de
citoplasma y de cantidad de células adheridas a la placa a las concentraciones mas
altas de M-PEI. Esto se correlaciona con los resultados obtenidos por la técnica de

MTT.
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Figura 27. Imagenes 40x de HyE de células expuestas a nanoparticulas de M-PEI. a) Control, b)
1,000 pg/mL, c) 100 pg/mL, d) 10 pg/mL, e) 1 pg/mL. Se puede apreciar que hay cambios en el

tamafio de citoplasma y nimero de células adheridas al pozo a concentraciones de 100 pg/mL y

mayor.

6.10. Pruebas de hemblisis

Nanoparticulas de magnetita. Como se muestra en la Figura 28, las
nanoparticulas de magnetita desnudas muestran un comportamiento no hemolitico
en todas las concentraciones probadas (de 1 a 1,000 pg/ml) al presentar una

hemolisis por debajo del 2%.

Hemolysis test: Magnetite

Hemolysis %

Figura 28. Pruebas de hemdlisis nanoparticulas de magnetita. Se observa que a concentraciones

de 1 a 1,000 pg/ml no hay hemodlisis.

Nanoparticulas M-PEG/Tween 80. Por otro lado, las nanoparticulas de magnetita
PEGilada son seguras solo a concentraciones inferiores a 100 pg/ml, tal como se
muestra en la Figura 29. La concentracion evaluada de 1,000 pg/ml supera el 5%
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de hemodlisis que la norma ASTM F756-17 marca como segura, siendo este un

material hemolitico.

Hemolysis test: PEG-Magnetite

Hemolysis %

Figura 29. Pruebas de hemdlisis MNPs M-PEG. Se observa que a concentraciones de 1 a 100 pg/ml

no hay hemdlisis. A concentraciones de 1,000 pg/ml se observa un grado de hemdlisis alto.

Microesferas M-CS/Tween 80. Como se muestra en la Figura 30, las microesferas
de M-CS se consideran como un material no hemolitico en todas las
concentraciones analizadas, desde 1 a 10,000 pug/ml. Si bien, a concentraciones de
incluso 1,000 pg/ml las nanoparticulas M-CS causaban dafio celular a nivel
metabdlico (refiriéndose a los resultados de MTT), estas no tienen la capacidad de

dafar la integridad de la membrana celular.
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Chitosan coated magnetite nanoparticles

b
i
i

Hemolysis %

C- 10000 1,000 100 10 1

Nanoparticles (ug/mil)

Figura 30. Pruebas de hemodlisis nanoparticulas M-CS. Se observa que a concentraciones de 1 a

10,000 pg/ml no hay hemodlisis.

Nanoparticulas M-PEI. Para las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEI
se evaluaron concentraciones de 10 a 40 pg/ml. Los resultados mostrados en la

Figura 31 demostraron que todas las concentraciones evaluadas se encuentran por

debajo del 2% de hemdlisis.

25+

2.0

% Hemolisis

00

10pgimL  20pgimL 40 pgiml
Figura 31. Pruebas de hemdlisis nanoparticulas M-PEI. Se observa que a todas las concentraciones

evaluadas la hemodlisis es menor del 2%.
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6.11. Resumen de las caracteristicas de los nanosistemas

En la siguiente tabla se muestra las caracteristicas de un sistema ideal para la

aplicacion deseada (24), y el resumen de los resultados encontrados en los

nanosistemas disefiados. COmo podemos observar, Unicamente las NMPs-PEI

cumplen con todas las caracteristicas, por lo que pasaron a la fase de union de

ADN.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas de los nanosistemas.

Caracteristicas M M-PEG/Tween M-CS/Tween M-PEI
ideales 80 80
Tamafio de =100nm (24) 10.51 nm 119.2 nm 1,431 nm =100 nm
particula
Potencial Z Positivo -3.41mV x  -413mV x +05mvv +75mVv v
Citotoxicidad 1000 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL 10 pg/mL
Dosis maxima
no citotéxica
Hemolisis No No hemoliticas a No hemoliticasa  No
hemoliticas  dosis de 100 ninguna dosis hemoliticas
a dosis de pg/mL o menor evaluada a ninguna
1000 dosis
pg/mL o evaluada
menor

6.12. Adhesion de ADNp EN M-PEI

Antes de comenzar con los ensayos de adhesion se verificO que los plasmidos

extraidos eran los que contenian el inserto TRAIL. Se muestra en la Figura 32 el gel
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de la digestion del plasmido con las enzimas BamH1 y Notl. En el carril 1 se observa
el plasmido corriendo de manera normal a través del gel de agarosa. En los carriles
2 y 3 el pladsmido fue linealizado por las enzimas por separado. En ambos carriles
se observa que el plasmido migra de manera diferente respecto al carril 1 debido a
la linealizacion. En el carril 4 se observa la digestiébn con el par de enzimas,

observando la banda del fragmento sTRAIL de 687 pb.

«—— 687pb

Figura 32. Gel de digestion del plasmido pTracer/TRAIL. Se utilizaron las enzimas BamH1 y Not1.
1) Plasmido sin digerir. 2) Plasmido linealizado con BamH1. 3) Plasmido linealizado con Notl. 4)

Plasmido digerido por BamH1 y Notl. Se aprecia el inserto TRAIL.

Los resultados de la optimizacion de la adherencia de ADNp en M-PEI se muestran
en la Figura 33. Los resultados muestran lo siguiente:
e En el control de sélo ADNp (carril 1) se observan las tres conformaciones

estructurales naturales del plasmido, las cuales cada una migra a diferentes
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velocidades en el gel debido a que diferente enrollamiento afecta a la
migracion a través de los poros del gel.

La muestra con s6lo nanoparticulas (carril 2) no presenta bandas debido a
gue no tenia ADNp.

Las muestras que contenian un exceso de nanoparticulas (carriles 3 a 6)
lograron inmovilizar todo el ADNp de la muestra. Esto se evidencia ya que el
ADNp no migré a traves del gel, sino que se quedd atrapado a la altura del
pozo del gel debido al tamafio que el complejo presenta.

En las muestras con poca cantidad de nanoparticulas (carriles 7 a 10) parte
de la muestra de ADNp se logré inmovilizar en las nanoparticulas, quedando
a la altura del pozo. Sin embargo, parte del ADNp quedo sin adherir por lo
que migro de forma similar al control (carril 1) al no formar complejos.

Se toma la concentracién 1:5 w/w (ADNp:M-PEI), apreciada en el carril 6,
como aquella 6ptima donde se utiliza la menor cantidad de nanoparticulas

para adherir todo el ADNp de la muestra.
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pADN (2,215 ng)

M-PEI (17,000 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (17,000 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (14,875 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (12,750 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (10,625 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (8,500 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (6,375 ng)

pADN (2,215 ng) + M-PEI (4,250 ng)
0 pADN (2,215 ng) + M-PEI (2,125 ng)

=0 00N OUE W=

P - =

ADN
plasmidico
libre

Figura 33. Gel de agarosa para evaluar la de adhesion de ADNp a M-PEI. 1) Plasmido desnudo. 2)
Nanoparticulas sin ADNp. 3) Plasmido adherido a nanoparticulas en las relaciones: 1.8 w/w
(ADNp:M-PEI) 4) 1:7 w/iw (ADNp:M-PEI), 5) 1:6 w/w (ADNp:M-PEI), 6) 1:5 w/w (ADNp:M-PEI), 7) 1:4
w/w (ADNp:M-PEI), 8) 1:3 w/w (ADNp:M-PEI), 9) 1:2 w/w (ADNp:M-PEI) y 10) 1:1 w/w (ADNp:M-
PEI). Se aprecia la concentracion 1:5 como aquella donde se utiliza la menor cantidad de

nanoparticulas para inmovilizar todo el ADNp.

6.13. Adhesidon de M-PEI con aptamero
Los resultados de la optimizacién de la adherencia del aptamero en M-PEI se
muestran en la Figura 34. Los resultados muestran:
e El aptamero migra a través del gel de manera esperada (carril 1).
e En los carriles 2 y 3 hay un exceso de nanoparticulas por lo que no se
observa aptamero libre migrando a través del gel.
e En el carril 5 hay un exceso de aptamero por lo que se observa una banda

de aptamero que migra de manera similar al control del carril 1.
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e La concentracion 6ptima nanoparticula-aptamero se encuentra en el carril 4,
mostrando una banda a la altura del pozo, donde la concentracion
presentada es de 3.33 pL de nanoparticulas M-PEI 600 pg/mL con 2.08 uL
de aptamero 5 pM. Este fendmeno se debe a que la cantidad adecuada de

aptamero se inmovilizo en la superficie de la nanoparticula, saturandola.

1 2 3 4 b5

Figura 34. Gel de agarosa para evaluar la de adhesion de aptamero a M-PEI. 1) aptamero 5 uM 2)
aptdmero 5 uM + NPs 1000 pg/mL 3) aptamero 5 uM + NPs 800 ug/mL 4) aptdmero 5 uM + NPs 600

pg/mL 5) Carril 5: aptamero 5 uM + NPs 400 pg/mL.

6.14. Adhesion de M-PEI con ADNp y aptamero
Los resultados de la optimizacion de la adherencia del aptamero y de plasmido en
M-PEI se muestran en la Figura 35, en donde se observa que se logré funcionalizar

las nanoparticulas con el aptdmero y con el ADNp.
e Enelcarril 1 se observa el plasmido migrando de manera normal, mostrando
tres bandas que corresponden a las tres diferentes configuraciones

estructurales del plasmido.
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e En el carril 2 se observa el aptamero migrando de manera normal a través
del gel.

e En el carril 3 se corrieron las nanoparticulas solas, las cuales no dan sefial
fluorescente.

e En el carril 4 se observa la combinacion de los tres elementos, el plasmido y
el aptamero inmovilizados en la superficie de las nanoparticulas, todos a la
altura del pozo debido a su incapacidad de migrar a través del gel debido a

sus cargas y tamarios.

Figura 35. Se muestra en el Carril 1: ADNp 500 pug/mL; Carril 2: aptamero 12.5 uM; Carril 3: NPs

2500 pg/mL; Carril 4: NPs 2500 pg/mL + aptamero 12.5 uM + ADNp 500 pg/mL.
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VIIl. DISCUSION

Sintesis MNPs. En el andlisis de la caracterizacion DRX de las MNPs, segun la
literatura consultada, los picos de difraccion corresponden a la estructura de
espinela cubica de magnetita (Fes04). Otros autores reportan los mismos picos de
difraccidon para la magnetita elaborada mediante coprecipitacion (66—71). El tamafio

obtenido es comparable con las referencias (70,71).

La caracterizacion FTIR se basa en las vibraciones de los enlaces quimicos de la
muestra analizada. Significa que FTIR evidencia los grupos funcionales presentes
en la muestra (72). Las MNPs muestran una banda principal, también mostrada por
otros autores (69,71), correspondiente a la banda Fe-O. Por limitaciones del equipo
no se pudieron observar las bandas correspondientes a los 500 nm. Tanto el analisis
XDR como el andlisis FTIR proporcionan informacion sobre una metodologia
confiable para la sintesis de MNPs. El método elegido de sintesis se basé
principalmente en la obtencion de nanoparticulas esféricas en tamafios de alrededor

de 10 nm (58).

Caracterizacion fisica de las nanoparticulas. Las caracteristicas fisicas de las
nanoparticulas son importantes para estimar la eficiencia de un nanosistema. Una
propiedad que afecta a la eficiencia de la internalizacién de las nanoparticulas en
las células es la morfologia geométrica de las nanoparticulas. En 2006, Champion

et al. analizaron la fagocitosis de nanoparticulas con diferentes formas mediante
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macréfagos alveolares. Encontraron que la morfologia de las nanoparticulas
determina la complejidad de la estructura de actina que debe crear el macréfago
sobre la superficie de la nanoparticula para iniciar la fagocitosis. Ademas, la forma
de las nanoparticulas se correlaciona con el tiempo de vida en la circulacion
sanguinea (73). En 2007, Geng et al. demostraron que las micelas poliméricas
filamentosas, que duran una semana en la circulacion sanguinea, tienen una vida
atil mas larga que las micelas poliméricas esféricas que duran de 2 a 3 dias en
circulacion (74). Por otro lado, las formas esféricas en las nanoparticulas se
prefieren a las nanoparticulas con morfologias afiladas porque no pueden dafiar los

vasos sanguineos mas pequefos mientras estan en circulacion (24).

En 2007, Choi et al. demostraron que el tamafio de las nanoparticulas afecta a su
eliminacién del organismo. Encontro que las nanoparticulas con un didmetro menor
a 5.5 nm dan lugar a una rapida excrecion urinaria. Su hallazgo nos motiva a disefiar
nanoparticulas mayores de 5.5. nm, sin embargo, nanoparticulas muy grandes
también tienen sus desventajas. Braet et al. demostraron, con técnicas de imagen
del tejido hepatico, que el endotelio funciona como una barrera biologica para las
nanoparticulas mas grandes, desfavoreciendo a las nanoparticulas con tamafios
mas grandes para cruzar las membranas y los epitelios. Ademas, otra desventaja
de las particulas mas grandes es que son reconocidas facilmente por los
macrofagos del sistema inmunologico, por lo que los mayores tamafios tienen un
menor tiempo de circulacion en la sangre (24). En 2011, Cabral et al. concluyeron
gue los tamafios de 30 a 100 nm son los ideales para penetrar en tumores altamente

permeables (75). La técnica DLS se utiliz6 para analizar el tamafio de las
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nanoparticulas. Esta técnica mide el tamafio de las nanoparticulas dispersas en una
solucién acuosa, por lo que si las nanoparticulas generan aglomerados, el tamafio
dado se correlaciona con el tamafio de los aglomerados (63). Mediante esta técnica
se demostré que los nanosistemas de PEG/Tween 80 y con PEI tienen un tamafio
cercano a los 100 nm, lo cual las hace ideales para permanecer en torrente
sanguineo y no ser excretadas rapidamente por los rifiones o ser reconocidas por

los macrofagos para su eliminacion.

En cuanto al analisis del potencial Z las nanoparticulas con carga positiva, ademas,
son mas susceptibles a ser internalizadas en las células cancerosas (76). Sin
embargo, es importante evaluar la citotoxicidad de estas nanoparticulas, ya que las
nanoparticulas con altas cargas positivas estan correlacionadas con induccién de

citotoxicidad y hemolisis.

Caracterizacion biologica de las nanoparticulas. Debido a que en la literatura
hay varios hallazgos de nanoparticulas dafinas que afectan los sistemas
circulatorio, digestivo, endocrino, inmune, integumentario, nervioso, reproductivo,
respiratorio y urinario (77), es una prioridad analizar la citotoxicidad de las
nanoparticulas y el tipo de dafio que causan. puede causar. Las células sanas que
estan expuestas al reactivo MTT lo reducen a cristales de formazan que son
insolubles en agua y de color purpura (78). Los estudios demuestran un rango util
de concentracion para emplearlas con baja citotoxicidad en todas las nanoparticulas
probadas, por lo que estas pueden ser sugeridas en otro tipo de aplicaciones

biomédicas que no involucre cargar ADNp en su superficie.
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En cuanto a las tinciones de hematoxilina y eosina es necesario saber donde estan
interaccionando las nanoparticulas y que tipo de dafios morfologicos pudieran
ocasionar. Por ejemplo, la interaccion entre las nanoparticulas y el ADN celular, que
se encuentra en el nacleo, puede causar varias lesiones en la molécula de ADN.
Estas lesiones incluyen ruptura de doble cadena de ADN, mutaciones puntuales,
una distribucién incorrecta del ADN en la mitosis y aberraciones cromosémicas (79).
Para determinar los mecanismos exactos en los que las nanoparticulas ingresan a
la célula, asi como para determinar si existe una interaccion entre el ADN de las

células y las nanoparticulas, se deben realizar mas experimentos.

Determinar si las nanoparticulas pueden causar lisis de eritrocitos en un modelo ex
vivo es importante porque cuando la hemdlisis ocurre in vivo puede causar anemia,
ictericia y otras afecciones patolégicas. Ademas, la hemoglobina liberada puede

tener un efecto toxico en el sistema renal y vascular.

Recubrimiento de MNPS con PEG/Tween 80. EIl polietilenglicol (PEG) es un
polimero lineal sin carga formal, no tdxico y no electrostatico (24) que ya se ha
utilizado para recubrir nanoparticulas de magnetita. Otro material que se puede
combinar con nanoparticulas de magnetita es el polisorbato tensioactivo no idnico
Tween 80. Los modos de vibracion identificados en el espectro FTIT de PEG y
Tween 80 también se describen en otros informes (69,80-84), lo cual asegura una

correcta funcionalizacion.
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Ademas, el Tween 80 ha sido propuesto por algunos autores, como recubrimiento
de nanoparticulas debido a su capacidad de ser dirigido al cerebro después de una
inyeccidén intravenosa. Tween 80 es un surfactante no iénico biocompatible que se
une con la lipoproteina plasmatica Apo-E, que se une a receptores de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) en las células endoteliales microvasculares del cerebro.
Esta propiedad confiere a las nanoparticulas la propiedad de que puedan ser
utilizadas para transportar sustancias, como por ejemplo: farmacos, al cerebro
(85,86). Esta propiedad lo hace utilizable en otras aplicaciones diferentes a las
propuestas en este proyecto. Las nanoparticulas obtenidas en este proyecto tienen
una carga ligeramente negativa, lo cual se debe a la carga de la magnetita. Esta

carga casi neutra podria repercutir en la aglomeracion de las mismas.

Recubrimiento de MNPS con CS/Tween 80. El espectro FTIR de MNPs-
CS/Tween 80 muestra los modos de vibracion correspondientes al quitosano,
Tween 80 y el modo de vibracién correspondiente a la magnetita (62,71,83,87,88).
De acuerdo con la literatura consultada, los tamafios microscopicos obtenidos de
estas nanoparticulas no son viables para una aplicacion en donde se desee ingresar
la nanoestructura dentro de la célula, sin embargo, estas microparticulas pueden
ser propuestas para una posible aplicacion topica en tratamientos dermatolégicos.
El quitosano combinado con nanoparticulas magnetitas tiene un amplio campo de
aplicacion, pero especialmente han sido objeto de investigacion en el suministro de
medicamentos, proteinas, péptidos, genes, ADN y otros. Varios grupos de

investigacion han estudiado y desarrollado microesferas de quitosano como agente
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hemostatico (89), antibacteriano (90) y antiinflamatorio (91), asi como un vehiculo

para la administracién de farmacos (92) y vacunas (93).

Recubrimiento de MNPS con PEI. Las bandas obtenidas del FTIR coinciden con
lo reportado por otros autores (63,94). Estas nanoparticulas tuvieron todas las
caracteristicas fisicas necesarias para ser empleadas en la aplicacién deseada.
Estas tienen tamafios nanométricos, de aproximadamente 100 nm. Su potencial Z
fue positivo por lo cual fue posible adherirle tanto el plasmido terapéutico como el
aptdmero para dirigir el sistema a las células cancerosas. Se sugiere la evaluacion
de este nanosistema en células sanas y células provenientes de cancer de mama

HER2+.
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VIIl. CONCLUSIONES

Durante el presente proyecto se logré disefar, sintetizar y caracterizar tres
diferentes nanosistemas. El primer nanosistema compuesto por nanoparticulas de
magnetita recubiertas con PEG 3350/Tween 80, el segundo de microesferas de
quitosano/Tween 80 cargadas con nanoparticulas de magnetita, y el tercero de
nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEIl. Los componentes de cada
sistema fueron analizados por XDR, EDS y FTIR. Se caracterizé la forma y tamafio
de cada uno de los nanosistemas con los analisis SEM y DLS. Se caracterizo la
citotoxicidad de todos los sistemas en células no cancerosas con la técnica de MTT,
tincion de hematoxilina y eosina, asi como con pruebas de hemolisis. Se obtuvieron
las concentraciones a las cuales los nanosistemas son seguros de usar. Los autores
consideran que debido a sus caracteristicas fisicas, el sistema MNPs-PEI presentd
las propiedades requeridas para considerarse cémo vehiculo para la administracion
de terapia dirigida contra HER2. A este se le logré optimizar la funcionalizacion en
la superficie con un aptdmero contra HER2, asi como con el plasmido
pTracer/sTRAIL. De este proyecto se publicaron los articulos que se adjuntan al

final de los anexos, cada uno correspondiente a los diferentes nanosistemas.
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Anexo 1: Sintesis de nanoparticulas de magnetita

1.

Pesar 1.623 gr de FeCl3z*6H20 y disolverlo con iman en 90 mL de agua
destilada

Pesar 0.76 gr de Fe(S0Oa4)*7H20 y disolverlo con iman en 90 mL de agua
destilada

A cada una de las dos soluciones anteriores se les lleva a 100 mL con agua
destilada en matraz aforado.

En vaso de precipitado de 500 mL se mezclan las dos soluciones anteriores
y se agitan con iman en platina de calentamiento encendida. Con termdmetro
de mercurio se revisa el aumento de temperatura.

Al llegar a 50° C, se agrega por inyeccion rapida 100 ml de hidroxido de
amonio.

Se sigue agitando y calentando hasta que el termémetro marque 80° C.

Se retiran las nanoparticulas de la platina y se dejan enfriar a temperatura
ambiente por 15 minutos.

El precipitado de las nanoparticulas de magnetita se lava tres veces con agua
destilada y se recupera por centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos.

Se revisa el pH del sobrenadante del ultimo lavado con tiras para medir pH.
Los lavados se repiten hasta que el pH final del sobrenadante sea de 7.

10. El precipitado final se seca a 50 °C durante 24 horas.

11.Las nanoparticulas se pulverizan en mortero de agata y se guardan para su

funcionalizacion.
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Anexo 2. Recubrimiento de nanoparticulas de magnetita con
PEG/Tween 80

1.

En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 1.75 mL de
Tween 80 en 25 ml de agua destilada.

Usar el procesador ultrasénico para dispersar 25 mg de nanoparticulas de
magnetita en la solucién de Tween 80 al 7% preparada en el paso anterior.
La dispersion se lleva a cabo durante 10 minutos a una amplitud del 80%.

Afadir 50 mg de PEG 3350. Continuar con la dispersion en procesador
ultrasénico por 5 minutos mas (amplitud del 80%).

Se ajusta el pH a 9.

e Se mide el pH utilizando potenciémetro (la punta del potenciémetro
nunca se deja dentro de la solucion cuando el procesador ultrasonico
este encendido).

e El pH se eleva agregando gotas de hidréxido de amonio. Estas gotas
se agregan con el procesador ultrasénico encendido, para
homogenizar el pH inmediatamente una vez que la gota de hidréxido
de amonio toca la solucion de nanoparticulas.

Las nanoparticulas se centrifugan a 3000 rpm durante 5 minutos.

El precipitado de las nanoparticulas se lava tres veces con agua destilada y
se recupera por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos.

Se revisa el pH del sobrenadante del ultimo lavado con tiras para medir pH.
Los lavados se repiten hasta que el pH final del sobrenadante sea de 7.

El precipitado final se seca a 50 °C durante 24 horas.
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Anexo 3: Recubrimiento de MNPs con CS/Tween 80

Acido acético glacial al 2% (100 mL)

©)

En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 2 mL de
acido acético glacial en 90 mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz
aforado.

Recubrimiento de nanoparticulas de magnetita con CS/Tween 80

1.

En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 3.15 mL de
Tween 80 en 45 mL de agua destilada.

Usar el procesador ultrasénico para dispersar 90 mg de nanoparticulas de
magnetita en la solucién de Tween 80 al 7% preparada en el paso anterior.
La dispersion se lleva a cabo durante 10 minutos a una amplitud del 80%.

Por otra parte, disolver hasta la homogenizacion en platina de agitacién con
ayuda de un iman, 90 mg de CS peso molecular medio en 45 mL de &cido
acético glacial al 2%.

La solucion de CS se afiade gota a gota a la solucion de las nanoparticulas
de magnetita. Para mejorar la dispersion del quitosano, mientras las gotas de
quitosano son agregadas, la solucion de nanoparticulas es mezclada con el
procesador ultrasonico (amplitud 80%).

Se ajusta el pH a 5.5.

e Se mide el pH utilizando potenciometro (la punta del potenciémetro
nunca se deja dentro de la solucién cuando el procesador ultrasénico
este encendido).

e El pH se eleva agregando gotas de hidréxido de amonio. Estas gotas
se agregan con el procesador ultrasénico encendido, para
homogenizar el pH inmediatamente una vez que la gota de hidroxido
de amonio toca la solucion de nanoparticulas.

Las nanoparticulas se centrifugan a 14,000 rpm durante 10 minutos.

El precipitado de las nanoparticulas se lava tres veces con agua destilada y
se recupera por centrifugacion a 14,000 rpom durante 10 minutos.

Se revisa el pH del sobrenadante del ultimo lavado con tiras para medir pH.
Los lavados se repiten hasta que el pH final del sobrenadante sea de 7.

El precipitado final se seca a 50 °C durante 24 horas.
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Anexo 4: Recubrimiento de MNPs con PEI
HCI 0.5 N (100 mL)

o En una platina de agitacion con iman, homogenizar 4.166 mL de HCI en 90
mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

Acido citrico 0.1 N (100 ml)

o Enuna platina de agitacién con iman, homogenizar 0.6404 gr de &cido citrico
en 90 mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

PEI 50 mg/mL (100 mL)
1. Pesar en balanza un vaso de precipitado. Ajustar su peso a cero.

2. El PEI tiene una consistencia viscosa, por lo que se tomara con espatula una
porcion de PEI y se colocara en el vaso de precipitado para pesarlo.

¢ En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar el
PEI en x mL de agua destilada. Siendo x = (gr de PEI) / 50

Recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con PEI

1. Dispersar 25 mg de nanoparticulas de magnetita en 30 mL de &cido citrico
0.1 N, usando el procesador ultrasénico (amplitud 80%) durante 40 minutos.

2. SeajustoelpHa?7.

e Se mide el pH utilizando potenciometro (la punta del potenciometro
nunca se deja dentro de la solucién cuando el procesador ultrasénico
este encendido).

e El pH se baja agregando gotas de HCI 0.5 N. Estas gotas se agregan
con el procesador ultrasonico encendido, para homogenizar el pH
inmediatamente una vez que la gota de hidréxido de amonio toca la
solucion de nanoparticulas.

3. Se agregan 375 pl de PEI 50 mg/ml. Se agregan mientras el procesador
ultrasonico este encendido. Se deja homogenizar por 5 minutos mas.

4. El pH final se ajustd a 7 como en el paso #2.

5. Las nanoparticulas se separan al fondo del vaso con un iman, eliminando el
sobrenadante y dejando secar el precipitado a 50 °C durante 24 horas.
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Anexo 5: Preparacion de las muestras para analisis FT-IR

1.

Colocar cristal limpio en el equipo FT-IR (usar siempre guantes). Las letras
del cristal van apuntando siempre hacia enfrente.

El lector del equipo baja dando vueltas y se coloca a una altura entre 6 y 8.
Se prende el software OMNIC. Se selecciona Smart performer.
Se selecciona collect — Collect background

Una vez que se mida el blanco se coloca la muestra sobre el cristal. La
cantidad necesaria es minima.

Se realiza la medicién y se guarda el espectro (spa) en Excel (csv).
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Anexo 6: Preparaciéon de las muestras para analisis DLS

O

©)

Las nanoparticulas que se encontraban en solucion posterior a su sintesis
fueron analizadas de esa forma.

Aquellas que se encontraban en solido se dispersaron con ayuda del
procesador ultrasonico durante 5 minutos (40 pg/ml) en agua ultra pura
previamente filtrada por poro de 220 nm.

Anadlisis de las muestras en DLS (Nanotrac Wave Il, Microtrac)

1.

2.

3.

Conectar equipo a computadora con cable.
Encender equipo Nanotrac

La celda del Nanotrac siempre tiene agua. Se retira con pipeta pasteur y se
enjuaga con agua destilada limpia. Se deja agua limpia dentro de la celdilla.

Se enciente software “Microtrac”.

ID = Nombre y datos de la muestra

SOP — Seleccionar material. En equipo UACJ se selecciona “Magnetita
Erick” donde estan cargados los datos de la magnetita (Indice de refraccion
de 2.42).

BKG — Se mide el background, Si el agua de la celdilla esta limpia dejara
hacer el andlisis. De lo contrario repetir paso #3 hasta que el equipo

marque que el BKG esta listo.

Se retira el agua de la cedilla y se coloca la muestra a medir hasta que se
cubran los electrodos.

Se realiza la medicion, se guardan los datos como imagen, como pdf y se
hacen capturas de pantalla de todos los datos.
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Anexo 7: Medios de cultivo para bacterias

NaOH 2 M (100 mL)

©)

En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 8 gr de
NaOH en 90 mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

Ampicilina 10 mg/ml (10 mL)

o

En un tubo estéril homogenizar 100 mg de ampicilina en 10 mL de agua
destilada estéril.

Agar Luria Bertani (100 mL)

1.

7.

8.

Pesar:
o 1 grde Triptona
o 0.5 gr de Extracto de levadura
o 1grde NaCl
o 3grde Agar
En una platina de agitacion, con ayuda de un iméan, homogenizar los reactivos

en 90 mL de agua destilada. Agregar un poco de calor para evitar
solidificacion de agar.

Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 7.4 agregando gotas de NaOH 2
M, utilizando potenciémetro.

Aforar con agua destilada a 100 mL.

Esterilizar en autoclave.

Al salir de autoclave, dejar enfriar hasta que el frasco se pueda tomar con las
manos sin quemarse (si se deja enfriar de mas el agar solidificara), y en
mechero agregar 1 mL de ampicilina 10 mg/mL.

En mechero, vaciar en placas de Petri antes de que el agar solidifique.

Dejar enfriar a 4° C y preservar en refrigeracion.

Luria Bertani liquido (100 mL)

1.

Pesar:
o 1 grde Triptona
o 0.5 gr de Extracto de levadura
o 1 grde NaCl
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7.

En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar los reactivos
en 90 mL de agua destilada.

Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 7.4 agregando gotas de NaOH 2
M, utilizando potenciémetro.

Aforar con agua destilada a 100 mL.
Esterilizar en autoclave.

Al salir de autoclave, dejar enfriar y, en mechero, agregar 1 mL de ampicilina
10 mg/mL.

Preservar a 4° C.

Caldo para congelar bacterias (10 mL)

1.

3.

Filtrar aproximadamente 5 mL de glicerol utilizando jeringa con filtro de 0.22
pm.

En mechero, con micropipeta medir 3 mL de glicerol filtrado y mezclar con 7
mL de Luria Bertani liquido.

Preservar a 4° C.

Congelar bacterias

1.

2.

3.

Centrifugar las bacterias para preservar a 12,000 rpm por 4 minutos.
Disolver en caldo para congelar bacterias

Preservar a -80° C.
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Anexo 8: Mini Prep

HCI 0.5 N (100 mL)

o En una platina de agitacién con iman, homogenizar 4.166 mL de HCIl en 90
mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

NaOH 2 M (100 mL)

o En una platina de agitacién, con ayuda de un iman, homogenizar 8 gr de
NaOH en 90 mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

Tris-HCI 2 M (100 mL)

1. Enuna platina de agitacién, con ayuda de un iman, homogenizar 24.22 gr de
Tris en 80 mL de agua destilada.

2. Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 8 agregando gotas de HCI 0.5 N,
utilizando potenciometro.

3. Aforar a 100 mL en matraz aforado y autoclavear.
EDTA 500 mM (100 mL)

1. Enuna platina de agitacién, con ayuda de un iman, homogenizar 18.61 gr de
EDTA en 80 mL de agua destilada.

2. Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 8 agregando gotas de NaOH 2 M,
utilizando potenciometro.

3. Aforar a 100 mL en matraz aforado y autoclavear.
SDS al 10% (100 mL)

1. En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 10 gr de
SDS en 80 mL de agua destilada estéril.

2. Aforar a 100 mL, usando agua destilada estéril, en matraz aforado.
Solucion | Miniprep (100 mL)
1. En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar en 80 mL
de agua destilada:
o 0.9 grde glucosa

o 1.25 ml de Tris-HCI 2M
o 2mLde EDTA 500 Mm
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2. Aforar a 100 mL en matraz aforado y autoclavear.
Solucioén 1l Miniprep (100 mL)
o Esta solucion se emplea recién preparada
1. En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar en 80 mL
de agua destilada:
o 10mL de NaOH 2 M
o 10 mL de SDS al 10%
2. Aforar a 100 mL en matraz aforado.

Solucién Il Miniprep (100 mL)

1. En una platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar 57.8 gr de
acetato de amonio en 80 mL de agua destilada esteril.

2. Aforar a 100 mL, usando agua destilada estéril, en matraz aforado.
TE 1x/RNAsa 20 pg/ml (100 mL)
1. En una platina de agitaciéon, con ayuda de un iman, homogenizar en 80 mL
de agua destilada:
o 0.5 mL de Tris-HCI 2 M
o 0.2mL de EDTA 500 mM
2. Aforar a 100 mL en matraz aforado y autoclavear.
3. Agregar 2 mg de RNAsa.
Extraccion ADNp por Miniprep

1. Centrifugar 1.5 mL de bacterias a 14,000 rpm por 1 minuto en un tubo de
microcentrifuga de fondo conico.

2. Repetir el paso para obtener un botdén celular de un total de 3 mL
centrifugados.

3. Resuspender en 200 pL de Solucion I. Mezclar en vortex.
4. Incubar 5 minutos en hielo.

5. Afiadir 400 pL de Solucion Il. Mezclar inmediatamente por inversion de 3 a 6
veces (evitar que se formen burbujas).
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8.

9.

Incubar en hielo por 5 minutos.
Agregar 300 pL de Solucion Ill. Mezclar cuidadosamente por unos segundos.
Incubar 20 minutos en hielo.

Centrifugar 9 minutos a 14,000 rpm.

10. Colectar el sobrenadante claro, y transferirlo a un tubo nuevo de 1.5 mL.

11. Anadir 650 pL de isopropanol.

12. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

13.Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos.

14.Lavar pastilla con 1 mL de etanol al 70%.

15. Centrifugar 3 minutos a 14,000 rpm.

16. Lavar nuevamente con etanol al 70%

17.Centrifugar 3 minutos a 14,000 rpm.

18.Lavar con 1 mL de etanol al 100%.

19.Secar la pastilla 15 minutos en una estufa a 37°C.

20.Disolver la pastilla en 100 pL de TE 1x/RNAsa 20 pg/ml.

21.Incubar 15 minutos a temperatura ambiente

22.Almacenar a -20° C.
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Anexo 9: Caracterizaciéon del plasmido con enzimas

1. Mezclar en un microtubo:

Tubo 1 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
1 pL de buffer|1 pL de buffer|1 pL de buffer
universal universal universal

2 uL de ADNp
(1,000 ng/uL)

2 pL de ADNp
(1,000 ng/uL)

2 puL de ADNp
(1,000 ng/uL)

2 UL de ADNp (1,000
ng/ulL)

8 upL de agua
destilada

6.8 puL de agua
destilada

6.8 UL de agua
destilada

6.6 PL de agua
destilada

0.2 pL de
enzima BamH1

0.2 pL de enzima
Notl

0.2 pL de enzima
BamH1

0.2 pL de enzima
Notl

2. Incubar a 37° C por 16 horas.

3. Correr electroforesis en gel de agarosa

EDTA 500 mM (100 mL)

1. Enuna platina de agitacién, con ayuda de un iman, homogenizar 18.61 gr de
EDTA en 80 mL de agua destilada.

2. Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 8 agregando gotas de NaOH 2 M,
utilizando potenciometro.

3. Aforar a 100 mL en matraz aforado y autoclavear.

TBE 1X (1 L)

1. Enuna platina de agitacién, con ayuda de un iman, homogenizar en 800 mL
de agua destilada:
o 10.8 gr de Tris-Base
o 5.5gr de acido bérico
o 4 mlde EDTA 500 mM pH 8

2. Aforar a 1 L en matraz aforado.
Jugo azul-Gel Red
Mezclar en un microtubo:

o 5 pL de Red Gel

o 350 pL de Orange 6x
o 145 pL de Jugo azul 6x
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Electroforesis en gel de agarosa

1. Preparar un gel de agarosa al 1% (Disolver en microondas 0.3 gr de agarosa
en 30 mL de TBE 1X)

2. Acada pozo agregar 8.5 pL de la muestra mezclada con 1.5 pL de Jugo azul-
Gel Red.

3. Correr el gel a 90 V durante 1 hora.

4. Verificar resultados en transiluminador.
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Anexo 10: Buffer PBS 1X
HCI 0.5 N (100 mL)

o En una platina de agitacion con iman, homogenizar 4.166 mL de HCI en 90
mL de agua destilada. Llevar a 100 mL en matraz aforado.

Buffer PBS 1X (1 L)
1. Pesar:
o 0.2 grdeKCl
o 0.2 grde KH2HPO4
o 8grde NaCl
o 2.16 gr de NazHPO47H20

2. Enuna platina de agitacion, con ayuda de un iman, homogenizar los reactivos
en 900 mL de agua destilada.

3. Sin dejar de agitar con iman, ajustar pH a 7.4 agregando gotas de HCI 0.5 N,
utilizando potenciometro.

4. Aforar con agua destiladaa 1 L.
5. Esterilizar en autoclave.

6. Preservar a 4° C.
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