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RESUMEN

La terapia génica supone una herramienta prometedora para el tratamiento de diversas
enfermedades, entre las que se encuentra la enfermedad de Fabry (EF). La EF es un trastorno
producido por la deficiencia de la enzima a-galactosidasa A (a-gal A), conduciendo a la acumulacion

de globotriaosilceramida (Gb3) y liso-Gb3 principalmente en los lisosomas.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de vectores no virales basados en SLN para el tratamiento
de la EF, conteniendo dos tipos de acidos nucleicos, ADN para suplementacion génicay siRNA dirigido
a silenciar la enzima Gb3 sintasa (GCS). La suplementacion génica con ADN consiste en incrementar la
produccidn de la enzima a-gal A, ya que su deficiencia es la que genera la patologia. El silenciamiento

con siRNA persigue limitar la cantidad de ceramida convertida en glicoesfingolipido.

Para ello, se elaboraron nanoparticulas mediante dos métodos (homogeneizaciéon en caliente y
emulsificacion-evaporacion del solvente), y empleando diferentes lipidos: DOTAP, DODAP y D-Lin-
MC3-DMA (MC3). A partir de ellas, se formularon vectores cambiando el orden de adicién de los
componentes. Los vectores obtenidos presentaron una carga superficial y un tamafio adecuados para
la transfeccion de células IMFE-1 (modelo de la EF), ademds de capacidad para unir, proteger y liberar
el ADN. Los estudios determinaron que el orden de adicién condiciona la disposicion del material
genético y la eficacia de la transfeccién, siendo ésta mas eficaz empleando el lipido MC3 en las
nanoparticulas. Estos resultados demuestran el potencial del uso de la terapia génica para el

tratamiento de la EF.

ABREVIATURAS

EF: enfermedad de Fabry.

a-gal A: a-galactosidasa A.

Gb3: globotriaosilceramidas.

HVI: hipertrofia ventricular izquierda.

TES: terapia enzimatica sustitutiva.

IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.
ARA: antagonistas de los receptores de angiotensina.

TRS: terapia de reduccion de sustrato.

GCS: glucosilceramida sintasa.

EMA: Agencia Europea del Medicamento.

CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats, o repeticiones palindromicas

cortas agrupadas y regularmente espaciadas.



ADN, DNA: icido desoxiribonucleico.

ARN, RNA: icido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

siRNA: ARN pequefio de interferencia.

RISC: RNA induced silencing complex.

PLGA: polimeros de acido lactico y glicdlico.
SLN: nanoparticula sdlida lipidica.

DOPE: dioleoilfosfatidiletanolamina.

NPC: complejos del poro nuclear.

CPP: péptidos de penetracion celular.

NLS: sefiales de localizacion nuclear.

GFP: proteina verde fluorescente.

IMFE-1: Immortalized Fabry Endothelial cell line-1.
EE: evaporacion-emulsificacién del solvente.
HM: homogeneizacidn en caliente.

DODAP: 1,2-Dioleoil-3-Dimetilamonio-Propano.
DOTAP: 1,2-Dioleoil-3-Trimetilamonio-Propano.
MC3: D-Lin-MC3-DMA, 1,2-dilinoleyloxy-N,N-dimethyl-3-aminopropano.
DX: dextrano.

PDI: indice de polidispersion.

SDS: dodecilsulfato sddico.

PBS: tampdn fosfato salido.



1. INTRODUCCION
1.1. Enfermedad de Fabry

La enfermedad de Fabry (EF) es una enfermedad monogénica caracterizada por un déficit o ausencia
de la enzima a-galactosidasa A (a-gal A) (1) debida a la mutacion en el gen GLA situado en el brazo
largo del cromosoma X (Xg22.1). Como consecuencia, se produce la acumulacion lisosomal progresiva
de glicoesfingolipidos, principalmente globotriaosilceramida (Gb3) y globotriaosilesfingosina (liso-
Gb3) (2), especialmente en las células endoteliales y del musculo liso vascular. La acumulacion de Gb3
en las células endoteliales provoca multiples afecciones principalmente a nivel renal, en el corazén
(hipertrofia del ventriculo izquierdo) y dafios neuroldgicos (accidentes isquémicos, crisis comiciales)

(3).

La incidencia de esta enfermedad rara oscila entre 1:117.000 y 1:476.000, siendo mds frecuente en
varones, con una incidencia de 1:50.000 (4, 5). Se puede distinguir la forma cldsica y la forma atipica
de la EF. La forma cldsica se caracteriza por que los varones afectados tienen un déficit (menos de 1%
de actividad) de la enzima a-Gal. Los signos y sintomas aparecen en la infancia o la adolescencia, y da
lugar a sintomas mas severos sobre los 40 afios de edad, entre los que se encuentran: crisis de dolor,
disminucién/ausencia de sudor, lesiones vasculares cutidneas, opacidad corneal, alteraciones
lenticulares, afectacién cardiaca (insuficiencia mitral, anomalias del ritmo del corazén, hipertrofia
ventricular, cardiopatias, hipertension, angina e infarto cardiaco) (3). Las mujeres portadoras de la EF
normalmente tienen una forma clasica mas leve que la que presentan los varones, y éstas tienen mejor

prondstico que los hombres.

Los varones afectados por la forma atipica de la EF tienen defectos enzimaticos parciales, con mas de
1% de actividad de la enzima a-Gal. Dentro de esta forma, se puede distinguir la variante cardiaca y la
renal. La cardiaca se manifiesta en adultos de 60-80 afios, que ya tienen problemas de corazén y
presencia de proteinuria, generando hipertrofia ventricular izquierda (HVI). La variante renal esta

relacionada con insuficiencia renal terminal sin lesiones de piel y sin dolor (6, 7).

Para diagnosticar esta enfermedad, ademas de basarse en la clinica, en varones se recurre a un analisis
genético o un ensayo fluorométrico (8). En el caso de mujeres heterocigotas se requiere un ensayo

genético, ya que los niveles de la actividad enzimatica pueden ser normales (9).



1.2. Tratamiento

El tratamiento actual para la EF consiste en la Terapia Enzimatica Sustitutiva (TES) o la administracién
oral de una chaperona. También se suele aplicar un tratamiento adyuvante con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECAs), antagonistas de los receptores de angiotensina (ARA),

antiagregantes plaquetarios y analgésicos (10, 11).

1.2.1. Terapia de Sustitucion Enzimatica
La terapia de sustituciéon enzimatica o TES consiste en la administracion periddica de la enzima cuyo
déficit causa la enfermedad, restaurando asi, la via metabodlica interferida. Los medicamentos basados
en la enzima recombinante aprobados por la EMA consisten en la administraciéon parenteral de
agalsidasa a (ReplagalTM®) y agalsidasa B (Fabrazyme®) (12). Se administran cada 2 semanas,
mejorando la patologia renal y cardiaca y proporcionando un efecto analgésico, mejorando la calidad
de vida de los y las pacientes. Sin embargo, dicho tratamiento muestra eficacia si se instaura en fases
iniciales, tiene una penetracién tisular limitada, no atraviesa la barrera hematoencefdlica y en un
elevado porcentaje de pacientes se produce la formacién de anticuerpos anti-a-Gal A. Otras
desventajas son los efectos adversos relacionados con la infusién y la formacién de anticuerpos
neutralizantes de la enzima (13, 14) y el elevado coste del tratamiento (el coste anual por paciente es

de 210.000€ aproximadamente) (15). Ademas la TES no aborda el fenotipo renal (16).

1.2.2. Terapia de chaperonas
La mutacién del gen GLA genera una proteina inestable mal plegada, dando lugar a una actividad
reducida de la enzima a-Gal. Estas proteinas mal plegadas serdn degradadas en el reticulo
endoplasmico y no llegardn a los lisosomas (17). Los tratamientos con la chaperona Migalastat
(Galafold®) (12) mejoran la funcidn de la propia enzima del paciente, ya que la chaperona se une al
sitio activo de a-Gal A, estabilizdndola y haciendo que sea transportada a la zona donde el Gb3 es
metabolizado. Se utiliza un inhibidor competitivo que favorece el correcto plegamiento de enzimas
mutadas. Debe administrarse en dias alternos, separado 2h de alimentos, y con una posologia
complicada, que dificulta la adherencia del paciente al tratamiento (18). No obstante, la terapia con
Migalastat sélo es eficaz en ciertos tipos de mutaciones, conocidas como mutaciones sin sentido, y

por ello, la utilizacidn de chaperonas es limitada (19).

1.2.3. Terapia de Reduccién del Sustrato
La terapia de reduccion del sustrato o TRS, no corrige el defecto genético, sino que su objetivo es

disminuir la biosintesis del sustrato generado, evitando su acumulacion (16). Actualmente, hay dos
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formulaciones en investigacidn, lucerastat y venglustat, ambos son inhibidores de la glucosilceramida
sintasa (GCS), inhibiendo la acumulacién de Gb3, ya que limita la cantidad de ceramida convertida en
glicoesfingolipido. Sin embargo, la inhibicidn de esta enzima, también inhibe la formacién de otros

productos, generando efectos secundarios (12).

1.3. Terapia génica en la EF
1.3.1. Definicidn y tipos de terapia génica
La terapia génica puede definirse como la estrategia terapéutica mediante la cual se busca modificar,
corregir o restaurar la funcion de determinados genes alterados en una patologia concreta, y para su
prevencidn y diagndstico. Segun la EMA, un farmaco basado en terapia génica consiste en un vector o
un sistema de liberacion, que tiene un constructo genético que expresa una secuencia concreta de un
gen para la regulacion, reparacion, reemplazo, adicidn o eliminacidén de una secuencia genética (20).
Dicha técnica se puede utilizar con diferentes aplicaciones en funcidn del objetivo (21):

a) Suplementacion génica: expresidén de un gen que codifica la secuencia de una proteina.

b) Supresidon génica: eliminacion o reduccién de la expresidn de un gen, inhibiendo la produccion
de la proteina.

c) Edicién/reparacion génica: sustitucion total o parcial de un gen defectuoso por uno que
funcione correctamente. Actualmente esta en desarrollo la terapia CRISPR/Cas9, una
herramienta que utiliza la nucleasa Caspasa 9 para cortar el ADN, es decir ésta actia como
una “tijera molecular”, reconociendo y cortando la secuencia del material genético en lugares

especificos, siendo capaz de introducir cambios en la secuencia de ADN (22).

La suplementacién génica se puede llevar a cabo con ARNm o plasmidos de ADN. Los pldsmidos de
ADN son hebras de doble cadena de alto peso molecular con genes que codifican proteinas especificas.
Los acidos nucleicos presentan carga negativa, ademds de elevado peso molecular, lo cual impide la
entrada en la célula, y son susceptibles de ser degradados por enzimas como las nucleasas (21). Por
tanto, la terapia de suplementacién se implementa mediante el uso de sistemas de administracién o
vectores que permitan proteger los acidos nucleicos. En este trabajo se ha empleado un plasmido de
ADN, cuya estructura general es (23):

- Origen de replicacion: permite la iniciacion de la replicacion de forma independiente al ADN

cromosomico.
- Gen marcador de seleccidon: gen de resistencia a un antibiético para identificar las células que

han integrado el plasmido.



- Sitio de multiclonacién: segmento de ADN con varios sitios de restriccion para una insercion
facil del ADN de interés.
- Gendeinterés.

- Promotor: dirige la transcripcién del gen.

En la suplementacidn génica con ADN, la célula expresara el gen administrado, en el caso de la EF
codificara la enzima a-Gal, y se lleva a cabo a través del proceso de transfeccién. Para ello, a partir de
la transcripcion del ADN en el nudcleo se obtiene un pre-ARN mensajero, que dara lugar al ARN
mensajero (ARNm). Este, sale del nucleo al citoplasma, donde se produciré la sintesis de proteinas. La
suplementacion empleando ARNm no requiere que éste llegue al nucleo, por lo que da lugar a una

transfeccion mas rapida y efectiva, pero también menos duradera (21).

Otra de las estrategias de terapia génica es la supresién génica, que se puede emplear en la EF con el
objetivo de disminuir la sintesis, y, por tanto, la acumulacién de Gb3 y liso-Gb3. La supresién génica
se puede implementar utilizando oligonucledtidos antisentido, aptameros, ribozimas, ARN circular o
ARN de interferencia, siendo este Ultimo, el estudiado en este Trabajo Fin de Grado. Los ARN pequefios
de interferencia (siRNA, del inglés short interference RNA) son ARN cortos de doble cadena
compuestos por 21-23 pares de bases con 2 bases fosforiladas. En el organismo, los siRNA son
inestables y propensos a la degradacion. Ademas, son lo suficientemente pequefios para sufrir
aclaramiento renal, pero también son muy grandes para atravesar membranas. Por ello, para poder
utilizarlos como herramienta terapéutica, hay que protegerlos y facilitar su captacién por la célula

diana (24).

La Figura 1 recoge el mecanismo de accidon del siRNA. El siRNA, que presenta una secuencia
complementaria al ARNm diana, se incorpora en el citoplasma celular al complejo enzimatico RISC (del
inglés, RNA induced silencing complex). El complejo RISC, tiene una actividad similar a la helicasa, y
produce la separacién de las 2 cadenas del siRNA, quedandose con la hebra antisentido o guia. Este
complejo, reconoce a los ARNm que tienen la secuencia complementaria, produciendo un corte en el
ARNm y dando lugar a la inhibicién de la traduccién o la destruccién del ARNm, que conlleva la
supresion de la expresion del gen. Una desventaja del uso de este acido nucleico es la posibilidad de
gue exista similitud del ARNm diana con otros acidos nucleicos, dando lugar a la supresién de otros
genes diferentes al gen diana. Asimismo, el siRNA también puede ser reconocido por receptores
inmunoldgicos, dando lugar a la liberacidn de citoquinas y produciendo una alteracion en la expresién

de genes (24-27).
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Figura 1. Mecanismo de accion del siRNA (26).

La terapia génica se puede utilizar tanto en enfermedades hereditarias o adquiridas. El cancer supone
mas de la mitad (64%) de los ensayos clinicos de terapia génica, y a continuacién, las enfermedades

hereditarias monogénicas (10%), entre las que se encuentra la EF (21).

En funcion de la estrategia (Figura 2), la terapia génica puede clasificarse como “ex vivo” o “in vivo”.
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Figura 2. Terapia génica in vivo y ex vivo (28).

La terapia génica “in vivo” consiste en introducir el material genético directamente en el organismo,
por las vias habituales de administracién de medicamentos (asi, el acido nucleico es incorporado a un
vector). Es una técnica sencilla, pero hay un menor control de la transfeccién y menor eficacia. El
método “ex vivo” implica extraer las células del paciente, aislarlas, y una vez hayan crecido en cultivo,
Ilevar a cabo un proceso de transfeccion in vitro. Después, se seleccionan aquellas transfectadas con

éxito y se reimplantan en el paciente (20, 21).



1.3.2. Sistemas de administracion de acidos nucleicos en terapia génica
Un aspecto clave en el desarrollo de la terapia génica es el diseiio de sistemas de administracion de
acidos nucleicos, ya que éstos se degradan facilmente y presentan limitaciones importantes a la hora
de acceder a la célula diana y al lugar de accién. Los sistemas de administracién se dividen en dos
grupos: virales y no virales. Los virales utilizan virus, los cuales no se replican en la célula diana, pero
que producen la expresion del gen terapéutico. Los vectores virales proporcionan alta eficacia de
transfeccion, pero presentan problemas relacionados con la seguridad (pueden presentar efectos
oncogénicos e inmunogénicos por las proteinas viricas) y no pueden transportar acidos nucleicos de
gran tamafio. Entre los vectores virales mds utilizados destacan los virus adenoasociados, adenovirus,

retrovirus y lentivirus.

Los vectores no virales son mas sencillos, seguros, econdmicos y mas faciles de producir a gran escala.
Pueden transportar acidos nucleicos de gran tamafio, sin embargo, la eficacia de la transfeccién es
menor. Se distinguen varios tipos de sistemas no virales:
e Sistemas no virales fisicos: electroporacion, sonoporacién, fotoporacién, magnetofeccién e
hidroporacioén.
e Sistemas no virales quimicos: utilizan sistemas poliméricos (PLGA, polimero de acido lactico y
acido glicdlico), sistemas lipidicos (liposomas, nanoemulsiones y nanoparticulas sdlidas

lipidicas), sistemas con particulas inorganicas y sistemas peptidicos (21, 28, 29, 30).

Los vectores virales son los mds empleados, sin embargo, los vectores no virales basados en lipidos
estan ganando importancia y actualmente, son los mds estudiados. En la Figura 3 se recogen las
diferencias estructurales de los diferentes sistemas lipidicos, que son los liposomas, nanoemulsiones

y nanoparticulas sdlidas lipidicas (SLN) (21).

Bicapa lipidica Monocapa de surfactante Monocapa de surfactante

Nucleo acuoso Nucleo lipidico Nucleo lipidico

Liposoma Nanoemulsién SLN
(gota)

Figura 3. Comparacion de liposomas, nanoemulsiones y SLN (31).



1.3.3. Nanoparticulas sélidas lipidicas como sistemas de administracion de acidos
nucleicos

Entre los sistemas no virales empleados en el campo de la terapia génica destacan las SLN. Se definen
como particulas esféricas nanométricas, formadas por un nucleo que es un lipido sélido a temperatura
ambiente y que estd rodeado de una capa de tensioactivos (32). Al principio, las SLN se desarrollaron
con el objetivo de contener fdrmacos para asi protegerlos de la degradacion, modular su liberacién y
estabilidad. El uso de las SLN ha mostrado resultados prometedores en estudios in vivo e in vitro
debido a que son bien toleradas, estables en diferentes condiciones de almacenamiento y en los
fluidos bioldgicos, su sencilla forma de preparacién y la posibilidad de ser esterilizadas y liofilizadas

(33, 34).

Cuando las SLN se emplean en terapia génica, se incluye en su composicién lipidos catidnicos, capaces
de condensar y proteger los acidos nucleicos. Las cargas negativas de los acidos nucleicos interactian
con las positivas del componente lipidico, favoreciendo que el material genético se adsorba en la
superficie de la nanoparticula. Esta union confiere proteccién al acido nucleico, reduciendo asi la
degradacion enzimatica. Sin embargo, para que el acido nucleico ejerza su efecto, es necesaria su
liberacidn en la célula diana, por lo que debe haber un equilibrio entre la condensacion del material

genético, su proteccion y la liberacidn (32, 34).

1.3.4. Barreras para la transfeccion
Los acidos nucleicos, una vez en el organismo, tienen que llegar al nicleo (ADN), o al citoplasma (ARN),
por lo que hay que tener en cuenta diversos factores como la degradacion en el medio extracelular,

el paso a través de las membranas, la difusién intracelular e internalizacion en el nucleo.

Las nucleasas pueden degradar los 4cidos nucleicos, por lo que disminuye el tiempo de permanencia
en el organismo. Es por ello, que son imprescindibles sistemas que protejan el material genético.
Ademas, los acidos nucleicos, una vez estan en el organismo, pueden interaccionar con componentes
sanguineos, formando agregados que son eliminados por el sistema reticulo endotelial o que son

retenidos en los pulmones (35, 36).

Asimismo, el material genético tiene que atravesar las membranas celulares, y si, ademas de la carga
negativa, el tamafio es elevado, se genera un problema para ser introducido en la célula. Al utilizar
SLN con carga neta superficial positiva se facilita la entrada a la célula por interacciones electrostaticas,
facilitando la endocitosis. La Figura 4 muestra el proceso de internalizacién: se produce una

invaginacién de la membrana, se forma el endosoma temprano (pH 5,5-6,5), en cuyo interior se



encuentra la nanoparticula. Tras una maduracién, el pH disminuye hasta 5-5,5, generando los
endosomas tardios. Los lisosomas presentan enzimas hidroliticas (lipasas, nucleasas, fosfatasas...), y
al fusionarse con los endosomas tardios se produce una acidificacién del pH hasta 4,5. Este proceso
puede degradar las nanoparticulas y los acidos nucleicos (21, 37, 38). De ahi que se busque favorecer
el escape endosomal para aumentar la eficacia de la transfeccién, empleandose estrategias como la
adicion de DOPE, péptidos, colesterol (30), y para ello se pueden emplear lipidos fusogénicos (el pH
acido del endosoma provoca un cambio conformacional en péptidos como el KALA o el GALA, que
hace que éstos puedan interaccionar con los lipidos endosomales, provocando su ruptura y
permitiendo la salida), mecanismos flip-flop (los lipidos catidnicos o lipoplexos interaccionan con la
membrana endosomal generando la inversidon de los fosfolipidos anidnicos, favoreciendo la salida del
lipido al citoplasma), efecto esponja de protones (la acidez del endosoma genera una entrada de agua
y aniones cloruro, que a su vez genera una aumento de la presién osmoética y la consiguiente ruptura
del endosoma) y péptidos formadores de poros (son péptidos catidnicos anfifilicos que disminuyen la

tensién del endosoma, formando poros) (21).

Endosoma -
temprano

Efecto ‘
terapeutico

®

\ Maguimaria

O NPC
b
Escape endosomal K >

“ndosoma
tardio

Degradacion

lisosomal cehular

Figura 4. Proceso de internalizacion de vectores mediante endocitosis (21). NPC: Complejos de poro

nuclear.

El ADN, una vez en el citoplasma tiene que llegar al nucleo, y puede acceder al mismo durante la
mitosis (momento en el que la membrana nuclear pierde su integridad) o a través de los complejos de

poros nucleares (30).

Para optimizar la eficacia en la transfeccion mediada por vectores no virales se pueden utilizar

diferentes estrategias. Para favorecer la internalizacidn celular, es decir, si se busca aumentar la
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entrada o dirigirla hacia un mecanismo concreto, se pueden hacer modificaciones fisico-quimicas
(tamafio, forma, carga superficial), o se pueden incorporar a la formulacidn péptidos de penetracion
celular (CPP, estos estan formados por aminoacidos, los cuales confieren carga positiva) o ligandos

especificos que interaccionen con la membrana celular (21).

Por ultimo se pueden utilizar seiales de localizacidn nuclear o NLS para incrementar la internalizacion
nuclear. Estos contienen en su estructura aminodacidos con cargas positivas conteniendo argininas y

lisinas, las cuales favorecen el transporte al interior del ndcleo (21).

2. OBIJETIVOS

El objetivo del presente Trabajo Fin de Grado es el disefio, desarrollo y evaluacién de vectores no
virales basados en SLN conteniendo dos tipos de acidos nucleicos, ADN para suplementacién génica 'y
siRNA dirigido a silenciar la enzima Gb3 sintasa, como estrategia de terapia génica combinada para el
tratamiento de la EF. Mediante suplementacidn génica se persigue la produccién de la enzima a-gal
A, sin embargo, en este trabajo, para el desarrollo y optimizacion de las formulaciones, se ha utilizado
como ADN modelo un plasmido que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) que permite

detectar el nimero de células transfectadas.

Para la consecucidn de este objetivo, se han establecido los siguientes subobjetivos:
- Elaboracién y caracterizacién de SLN.
- Disefo, elaboracidn y caracterizacién de vectores no virales basados en SLN.

- Evaluacion de los vectores no virales en una linea celular modelo de la EF (IMFE-1).

3. DESARROLLO: MATERIALES Y METODOS

3.1. Elaboracion de nanoparticulas sélidas lipidicas o SLN

Las SLN se prepararon por dos métodos recogidos en las Figuras 5y 6: emulsificacién-evaporacién del
solvente (EE) (39) y homogeneizacién en caliente (HM) (40). En ambos casos, como se recoge en la
Tabla 1 se utilizé una fase acuosa formada por Tween 80, DOTAP (lipido catiénico) o DODAP o D-Lin-
MC3-DMA (MC3) (ambos son lipidos ionizables) y agua Milli-Q, y una fase oleosa compuesta por
Precirol ATO5 (disuelto en diclorometano en las SLN elaboradas por EE). Por lo tanto, se obtuvieron 5
tipos de SLN en funcién del lipido empleado en la fase acuosa y el método de elaboracién: SLN EE

DOTAP, SLN HM DOTAP, SLN EE DODAP, SLN HM DODAP y SLN EE MC3.



Tabla 1. Composicion de las SLN elaboradas por los dos métodos utilizados: EE y HM.

Nombre de la SLN Fase acuosa Fase oleosa
Tween 80 DOTAP DODAP MC3 Precirol ATO5
SLN EE/HM DOTAP 10 mg 40 mg 100 mg
SLN EE/HM DODAP | 10 mg 20 mg 20 mg 100 mg
SLN EE MC3 10 mg 30 mg 20 mg 100 mg

Para la obtencion de las SLN HM se sigue el esquema de la Figura 5, |la fase acuosa de disuelve en el
bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. A continuacién, se calientan las dos fases, la fase acuosa se
afiade sobre la oleosa y se prepara la emulsidn por sonicacidn (Output control 4; Duty cycle constant),
durante 30 minutos. Se deja reposar en hielo para que solidifiquen las particulas. Finalmente, el

contenido se pasa a un tubo, se ajusta el volumen a 10 mLy se almacenan a 42C en la nevera.

Fase acuosa Fase oleosa
Fase acuosa

Fase oleosa ; “

o |

Volumen total = 10 mL

Bafio de agua caliente

Bafio de hielo
Bafio de ultrasonidos

Figura 5. Elaboracidn de SLN por el método de homogeneizacion en caliente (HM).

Como se observa en la Figura 6, para la elaboracién de las SLN EE se afiade un disolvente:
diclorometano (2 mL) a la fase oleosa. La fase acuosa se disuelve de nuevo en el bafio de ultrasonidos
durante 5 minutos. Antes de juntar las dos fases, se atemperan en un cristalizador con agua fria.
Cuando estén las dos fases a la misma temperatura, se afiade la fase acuosa sobre la oleosa y se sonica
durante 30 segundos. Seguidamente, se evapora el diclorometano, tras ello, se enrasa a 10 mLy se

conservan en la nevera.

Fase acuosa Fase oleosa
e — — Fase acuosa
Tween 80 W wg
DOTAP Precirol ATO5 : /D
A Diclorometano
DODAP
ME3 Fase oleosa
Agua Milli-Q
~—~ N e S
o (o)

Cristalizador con agua fria

I N .

Bafio de ultrasonidos

| |/Agitacion para eliminar
! el diclorometano

Volumen total = 10 mL

Figura 6. Elaboracion de SLN por el método de evaporacio’n - emulsificacion del solvente (EE).
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3.2. Amplificacion, extraccién y purificacion del plasmido pcDNA3-GFP

El plasmido pcDNA3-GFP se amplificd con bacterias transformadas por choque térmico, y cuyo

antibidtico de resistencia es la ampicilina.

Para llevar a cabo la extraccidon y purificaciéon del plasmido, se utilizé el kit ZymoPURE Plasmid

Maxiprep®.

3.3. Elaboracion de vectores

Los vectores se elaboraron a partir de los 5 tipos de SLN (1 mg/mL), y ademads una solucién de
protamina (1 mg/mL), dextrano (Dx, 1 mg/mL), nanoparticulas de oro 5nm, y los acidos nucleicos
pcDNA3-GFP y siRNA. Los diferentes vectores se prepararon combinando los componentes

seleccionados en diferente orden (Tabla 2).

Tabla 2. Composicidn y proporcion de los vectores elaborados. Teniendo en cuenta las 5 tipos de SLN
elaboradas, y los 4 érdenes de adicidn, dan un total de 20 vectores a estudiar, que se comparan con 5

vectores control.

pcDNA3- Agua
siRNA Oro Dx Protamina SLN
GFP Milli-Q
Proporcidn en peso 1,5 0,5 1 2 5 5 15

A modo de ejemplo, el vector 1 se preparé siguiendo el esquema que se puede ver en la Figura 7, se
mezcld por un lado el siRNA con el oro, y por otro lado la protamina + ADN + DX. A continuacién se

mezclaron ambas partes y finalmente se afiadieron las particulas.

siRNA Oro

2+@® = &

Dextrano |:

Figura 7. Forma de elaboracion del Vector 1.

Protamina
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El resto de vectores se elaboraron siguiendo el mismo esquema que la Figura 7, pero variando el orden
de adicion de los componentes. En el vector 2, se adiciona por un lado (siRNA + oro) y por otro
(protamina + ADN), se mezclan, se afiade dextrano y finalmente se agregan las SLN. Al vector 3 se le
afiade protamina a la solucidn de (siRNA + oro), luego se incorpora el ADN, a continuacion el dextrano
y finalmente las SLN. En el vector 4 se adicionan las SLN a la mezcla de (siRNA + oro), y por otra parte
se afiade el dextrano a la solucion de (protamina + ADN). Se mezclan ambas soluciones y se obtiene el

vector.

Los vectores denominados control se prepararon sin siRNA, se mezclé el plasmido pcDNA3-GFP con la
protamina, a continuacion se anadid dextrano y finalmente se afiadieron las SLN. Estudios previos han
mostrado que las formulaciones con siRNA y oro eran capaces de silenciar la enzima. Asimismo,
también se ha visto que las formulaciones con a-Gal, eran capaces de producir la enzima. Por ello, en

este trabajo, se estudia la terapia génica combinada aplicada a la EF.

3.4. Caracterizacion de SLN y vectores

El tamafio e indice de polidispersién (PDI) de las SLN y los diferentes vectores se evaluaron mediante
espectroscopia de correlacidn fotdnica y el potencial Zeta mediante velocimetria de |aser Doppler, en

el equipo Zetasizer Nano ZS.

3.5. Electroforesis en gel de agarosa

Se estudio la capacidad de las distintas formulaciones para unir, proteger vy liberar el material genético
(ADN y siRNA) mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se elaboré el gel con agarosa al
0,7% con unas condiciones de 110V y 30 minutos. Se utilizé el reactivo Gel Red® para poder tefiir los

acidos nucleicos y visualizar las bandas en el transiluminador (Uvitec Uvidoc D55-LCD-20M auto).

Para estudiar la proteccién, se adiciond a los vectores la enzima DNAsa |, a una concentracién de 1U
por 2,5 Yg de ADN, y se introdujeron en agitacidn en la estufa (372C) durante 30 minutos. Una vez
pasado ese tiempo, se afiadié dodecilsulfato sédico (SDS) al 1%, un tensioactivo que favorece la
liberacidn del material genético de las nanoparticulas, y se mantuvo en contacto con los vectores
durante 5 minutos. Para evaluar la liberacidn, Unicamente se pusieron en contacto las formulaciones

con SDS.

Para comprobar que el gel se realizd correctamente, se pusieron diferentes controles con ADN y siRNA
libre, asi como con DNAsa y SDS. También se incluyeron marcadores de peso molecular de ambas

moléculas (ADN, siRNA).
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3.6. Evaluacion de la eficacia de transfeccion de los vectores en
cultivos celulares de células IMFE-1

3.6.1.  Cultivo celular
Los ensayos se realizaron en células IMFE-1, que son células endoteliales microvasculares
inmortalizadas de un paciente con la EF. Estas se conservan en incubacién a 37°C y en una atmdsfera
al 5% de CO; en el medio EGM®-2 BulleKit®. El medio de cultivo estd constituido por: suero bovino
fetal, factor de crecimiento epidérmico (hEGF), suplemento de crecimiento de células endoteliales,
factor de crecimiento de fibroblastos humanos (hbFGF), factor de crecimiento vascular endotelial

(hVEFG), factor de crecimiento insulinico (R3 IGF-1), acido ascérbico, heparina e hidrocortisona.

Una vez sembradas las células, el medio de cultivo se renueva aproximadamente cada 2 dias, y se

realiza pase segln la confluencia observada al microscopio.

3.6.2. Transfeccion
La transfeccidn se llevd a cabo en placas de 24 pocillos, con una densidad celular de 30.000 células por
pocillo. Una vez pasadas 48h tras la realizacion de los pocillos, los vectores se afiadieron a cada pocillo
diluidos en glucosa, a una dosis de ADN por pocillo de 2,5 g y a una dosis de siRNA por pocillo de 125

ng. Pasadas 4 horas, se retiré el medio y se repuso con nuevo medio de cultivo.

Se evalud la eficacia de transfeccion a lo largo del tiempo mediante microscopia de fluorescenciay a

las 72 horas mediante citometria de flujo.

3.6.2.1. Microscopia de fluorescencia
Una vez realizada la transfeccién, se observaron las células y su estado en el microscopio de
fluorescencia (Leica DM IL LED Fluo inverted microscope) a las 24, 48 y 72 horas. Se detectaron las
células que expresaban GFP, y por tanto habian sido transfectadas, evaluandose cualitativamente la

eficacia de la transfeccion de los vectores elaborados.

3.6.2.2. Cuantificacion de la proteina verde fluorescente (GFP)
mediante citometria

La cuantificacion del % de células transfectadas se llevd a cabo mediante citometria de flujo a las 72
horas tras la transfeccion. Para ello, se quitd el medio, se procedid a lavar con PBS y se incubé con
tripsina. Después, se afiadié medio a cada pocilloy se pipeted cada pocillo, y su contenido se transfirio

a un tubo diferente para centrifugar (100 rpm, 5 minutos). El pellet se resuspendié en PBS, y se
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cargaron 200 ul en las placas para después introducirlas en el equipo CytoFLEX (Beckman Coulter). Se
analizaron 10.000 eventos por cada muestra utilizando el canal FITC para la lectura de la emision de

fluorescencia.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de las SLN y de los vectores

Las SLN preparadas en este trabajo contenian como lipido sélido precirol ATOS, y el lipido catidnico
utilizado es el DOTAP, que posee también actividad tensioactiva, favoreciendo la formacidn de las SLN.
Se utilizaron también lipidos ionizables, como el DODAP y el MC3, neutros a pH fisioldgico que, debido
al pH acido de los endosomas, se produce la protonacién del grupo amino del lipido, facilitando la
liberacién del endosoma mediante el efecto esponja de protones (21, 35-37). También se utilizd
Tween 80, cuyas cadenas de polietilenglicol disminuyen la formacién de agregados, reduciendo su

toxicidad y aumentando el tiempo de circulacién in vivo (21).

En la Figura 8 se puede observar el tamafio y carga de las SLN; el tamafio de las SLN HM es menor que
el de las SLN EE. Esta diferencia en el tamafio puede deberse al método de preparacion de las SLN, ya
que las preparadas por homogeneizacion se someten a una sonicacién de 30 minutos, a diferencia de
las SLN EE que se sonican durante 30 segundos. El PDI indica la variedad del tamafio de las particulas
contenidas en la muestra, es decir, hace referencia a la homogeneidad de la muestra. Todas las SLN
presentan un PDl inferior a 0,45 y una carga superficial positiva (oscilan entre + 50 y + 67 mV), siendo
las SLN HM las que tienen mayor carga superficial. Asimismo, se observan diferencias en el tamafio de
particula dependiendo de la composicidn, las SLN que contienen lipidos ionizables (DODAP, MC3),

presentan un mayor tamafo que las preparadas Unicamente con DOTAP.

Tamaiio y carga de las SLN
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Figura 8. Tamaiio y carga superficial de las SLN.
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Las particulas lipidicas se pueden combinar con otros ligandos como oro, péptidos o polisacaridos que
ayuden a mejorar el proceso de transfeccién (21, 33). Al afiadirse el resto de componentes a las SLN,
se observa que los vectores resultantes presentan un aumento del tamafo de particula y una
disminucion de la carga superficial (Figuras 9 y 10). Sin embargo, todos los vectores presentan un
tamafio inferior a 400 nm. Como se observa en las Figuras 9y 10, el tamaio de los vectores elaborados
con las particulas preparadas por el método EE es mayor que el de las preparadas por HM. El potencial
Z indica la carga superficial de los vectores, que en todos los casos es positiva, oscilando entre + 25y
+ 52 mV, valores que resultan adecuados para la transfeccidn, ya que la carga positiva facilita la
internalizacién celular al interaccionar con la membrana celular cargada negativamente (30). Se

asume una distribucion homogénea del tamafio de los vectores, ya que el PDI, es en todos los casos

inferior a 0,45.
Tamaiio y carga de los vectores (EE)
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Figura 9. Tamafio y carga de los vectores elaborados por el método EE.
Tamaiio y carga de los vectores (HM)
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Figura 10. Tamafio y carga de los vectores elaborados por el método (HM).
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4.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se estudié ademas la capacidad de unidn y proteccion frente a la accidn de la enzima DNAsa y
liberacion del plasmido desde los vectores. Se ha demostrado previamente, que las SLN cargadas
positivamente, con oro y protamina son capaces de condensar y proteger el material genético,
evitando asi la degradacidon enzimatica. El oro se introduce entre las cadenas de las bases
nucleotidicas, se une principalmente a la adenina por una interaccion fisica y fomenta la condensacién
del ADN. Sin embargo, es importante que haya un equilibro entre la unién y proteccién con la

liberacién del material genético en el citoplasma para ejercer su efecto (21, 30).

La Figura 11 muestra las imagenes de los resultados de los geles de electroforesis llevados a cabo con
los vectores preparados con cada tipo de SLN, adicionando los componentes en diferente orden. Todas
las formulaciones fueron capaces de unir el ADN, viéndose una ligera banda en la parte superior del
gel (lugar donde se cargan las muestras), lo que indica que el material genético ha quedado unido a

todos los vectores, y éste no ha sido capaz de migrar a través del gel una vez aplicado el voltaje.

Al tratar los vectores con SDS, se observan bandas que indican la liberacidon los dos acidos nucleicos
de la formulacién a partir de todos los vectores. Se puede observar una banda correspondiente al
siRNA, por lo que éste se libera totalmente de los vectores. Dicha banda tiene una intensidad menor
que la del siRNA control, pero a pesar de ello, en trabajos anteriores se ha visto que comportamientos

similares a estos geles realizados, dan lugar a niveles altos de silenciamiento.

En el estudio de proteccion, se observan bandas de diferente intensidad indicativas de cambios en la
conformacion del ADN. Se detectan diferencias entre los vectores en la capacidad de proteccion del
ADN frente a la accion enzimatica de la DNAsa; en general, los vectores tipo 3 y 4 muestran una mayor
capacidad de proteccion. Por lo tanto, la composicion y el orden de adicion de los componentes

influyen de manera importante en la proteccion del ADN.
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Figura 11. Geles de electroforesis realizados para estudiar la unién, proteccion y liberacion del
material genético. Carril 1: marcador de peso molecular ADN. Carril 2: pcDNA3-GFP. Carril 3:
PcDNA3-GFP + SDS. Carril 4: marcador de peso molecular siRNA. Carril 5: siRNA. Carril 6: siRNA + SDS.
Carril 7: vector forma 1. Carril 8: vector forma 2. Carril 9: vector forma 3. Carril 10: vector forma 4.
Carril 11: pcDNA3-GFP + DNAsa + SDS. Carril 12: vector forma 1 + DNAsa + SDS. Carril 13: vector
forma 2 + DNAsa + SDS. Carril 14: vector forma 3 + DNAsa + SDS. Carril 15: vector forma 4 + DNAsa +
SDS. Carril 16: vector EE forma 1 + SDS. Carril 17: vector forma 2 + SDS. Carril 18: vector forma 3 +
SDS. Carril 19: vector forma 4 + SDS. Cada gel estd realizado con una de las cinco tipos de SLN

elaboradas.

4.2.1. Eficacia de transfeccion

4.2.1.1. Microscopia de fluorescencia

La evaluacién de la eficacia de la transfeccidn se evalud cualitativamente a las 24, 48 y 72 h mediante

microscopia de fluorescencia.
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Las formulaciones HM que contenian tanto DOTAP, como DOTAP y DODAP, mostraron niveles bajos

de fluorescencia a los tiempos evaluados.

Las formulaciones en las cuales ha habido fluorescencia a las 24h indican que ha habido una liberacién
mas rapida del material genético (Figura 12). Esto indica, que la velocidad de la transfeccion esta
condicionada por el orden de adicion y la composicidon de los vectores. Las formulaciones EE con

DOTAP 3y 4 son un ejemplo de ello, ya que se observa la produccidon de GFP desde las 24h.

EE DOTAP 3 (24h) EE DOTAP 3 (72h) EE DOTAP 4 (24h) EE DOTAP 4 (72h)

Figura 12. Imdgenes obtenidas mediante el microscopio de fluorescencia en cultivos de células IMFE-

1, con vectores que contienen DOTAP, a las 24 h 'y 72 h de los vectores tipo 3 y 4.

La Figura 13 muestra los resultados de los vectores preparados con el lipido MC3; las formulaciones
1, 3 y 4 presentan cualitativamente mayor fluorescencia que la formulacidn 2, por lo que se confirma

la influencia del orden de adicién de los componentes sobre la eficacia de transfeccion.

EE MC3 1 (24h) EEMC3 2 (24h) EE MC3 3 (24h) EE MC3 4 (24h)

EEMC3 1(72h) EE MC3 2 (72h) EEMC3 3 (72h) EE MC3 4 (72h)

Figura 13. Imdgenes obtenidas mediante el microscopio de fluorescencia en cultivos de células IMFE-

1, con vectores que contienen MC3, a las 24 h (primera fila) y 72 h (segunda fila).

De igual forma, también se observa una mayor produccion de GFP de los vectores EE MC3 (1-4) en
comparaciéon con el vector control (EE MC3 control) (Figura 14). En la maduracidon endosomal, los
lipidos ionizables, como el MC3 adquieren carga positiva, y se unen a los lipidos cargados
negativamente de la membrana endosomal. Esto provoca la fusién de las membranas y la ruptura

endosomal, favoreciendo la liberacion del acido nucleico al citoplasma (20, 36, 38).
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Células EE MC3 control (24h) EE MC3 control (72h)

Figura 14. Imdgenes obtenidas mediante el microscopio de fluorescencia en cultivos de células IMFE-

1. Se observan los controles de células sin tratar y el vector control (a las 24y 72 h).

4.2.1.2. Cuantificacion de la proteina verde fluorescente (GFP)

mediante citometria
Una vez realizado el andlisis cualitativo, se procedié a la cuantificacion de la proteina verde
fluorescente (Figura 15). Las formulaciones HM fueron capaces de transfectar, pero presentaron un
porcentaje de células transfectadas considerablemente inferior al de las SLN EE, es decir, las
formulaciones elaboradas por homogeneizacién, a pesar de tener la misma composicién, y emplear
un método que da lugar a particulas mas pequefias presenta menor eficacia, lo que podria ser debido

a un exceso de condensacion del ADN.

En el caso de las formulaciones preparadas Unicamente con DOTAP, la inclusién de siRNA resulté en
formulaciones con menor eficacia de transfeccidn, es decir, presentaron menor capacidad de producir
GFP en comparacién con el control (vectores sin siRNA). Las SLN que contenian DODAP fueron las
menos efectivas, pudiendo ser debido a que este lipido tiene menor carga superficial, generando una
menor condensacidon del material genético y una menor protecciéon del mismo. Sin embargo, en las
SLN con DODAP, la inclusién de siRNA no afectd a la produccion de la proteina. En el caso del MC3, el
orden de adicion es el que condiciona la eficacia. Este lipido ionizable tiene menor capacidad
tensioactiva, pero el hecho de que los vectores sean formulados con SLN que contienen el MC3 junto

con DOTAP hace que la eficacia aumente, e incluso supera la capacidad de transfeccion del control.
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Figura 15. Porcentaje de células IMFE-1 con las diferentes formulaciones.
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En la Figura 16 se recogen las intensidades medias de fluorescencia de los estudios de transfeccidn,
lo que es indicativo de la cantidad de GFP expresada por célula. Los resultados muestran que los
vectores con MC3 dieron lugar a una mayor intensidad de fluorescencia, y, por tanto, a la expresién

de mayor cantidad de proteina por célula.
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Figura 16. Intensidad en la transfeccion por célula de las formulaciones.

5. CONCLUSIONES

Se han disefiado vectores no virales basados en SLN formuladas con siRNA, pcDNA3-GFP, dextrano,
protamina y oro con tamafios de particula nanométricos, entre 100 y 400 nm vy carga superficial

positiva, capaces de transfectar células IMFE-1.

La composicién de la SLN y el orden de adicidon de los componentes empleados en el vector final
condicionan la disposicion del material genético en la formulacidon y su eficacia de la transfeccién; los
vectores preparados con SLN EE y el lipido ionizable MC3, dieron lugar a una mayor eficacia de
transfeccion. Asimismo, aquellas formulaciones que presentan mayor grado de proteccion del ADN,

en general también tienen mayor eficacia de transfeccion.

Teniendo en cuenta los prometedores resultados obtenidos con las SLN EE MC3, se selecciona este
tipo de vector para posteriores estudios con el plasmido terapéutico a-Gal, para confirmar los

resultados logrados.
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