SINTESIS DE UN LiPIDO CATIONICO MULTIVALENTE PARA SU
POSIBLE USO EN TERAPIA GENICA.

I. INTRODUCCION.

1. TERAPIA GENICA

La terapia génica es la transferencia de material genético en una celula,
tejido u 6rgano, con el objetivo de curar una enfermedad o por lo menos mejorar

el estado clinico de un paciente (Verma and Weitzman, 2005).

El efecto de la introduccién del nuevo gen puede ser la activacién o la
supresion de alguna funcion fisiolégica que se esta produciendo incorrectamente
en el individuo a tratar, o para introducir modificaciones genéticas que puedan ser

beneficiosas en el tratamiento de enfermedades (Durviz,1997, Ferber, 2001).

2. ESTRATEGIAS PARA TRANSFERIR EL GEN TERAPEUTICO.

La estrategia a seguir para realizar terapia génica, respecto al modo de
introducir el gen en el organismo, comprende dos procedimientos diferentes y

pueden ser clasificados en: a) ex vivo y b) in vivo (Keown et al., 1990).

2.1. EXVIVO

La terapia génica "ex vivo" consiste en obtener células del paciente del
tejido u érgano de interés, se disgregan las células y se mantienen en condiciones
de cultivo de tejidos en el laboratorio. Posteriormente, son transfectadas con el
gen terapéutico de modo que se obtienen células modificadas genéticamente y
después se introducen en el mismo individuo, luego de recolectarlas vy
amplificarlas (Nabel et al., 1993; Lang et al., 1999) (Fig.1).
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2.2. INVIVO

La terapia génica "in vivo", consiste en la introduccion del gen terapéutico
directamente al paciente. Este método se puede realizar por via sistémica o
especificamente hacer la administracion directa en el 6rgano o tejido de interés (in
situ) (Makiya et al., 2001) ( Fig. 1).
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Figura 1. Estrategias para transferir el gen terapeutico a las células del

paciente. A) ex vivo y B) in vivo

3. VEI-!iCULOS GENETICOS PARA LA TRANSFERENCIA DEL GEN
TERAPEUTICO.

Las células de eucariontes, en condiciones muy especiales, pueden captar
DNA exoégeno, el cual puede llegar a expresarse. Sin embargo, la entrada del
DNA intacto a la célula y su subsecuente expresion genética, es un proceso muy
ineficiente, debido al tamafo y a la carga del DNA, asi como a las multiples



barreras, tanto de membrana como enzimaticas que existen en la célula. Por lo
tanto, para introducir DNA exdgeno a las células de eucariontes, lo habitual es
recurrir a la ayuda de algun vehiculo genético que facilite el proceso de
transferencia del gen y permita la entrada y expresion intracelular del mismo,

proceso que se conoce como transfeccion (Ferber, 2001).

Los vehiculos para transferir genes, son sistemas que ayudan en el
proceso de tranporte del gen exdégeno a la célula, al facilitar la entrega y bio-
disponibilidad intracelular para la expresidn correcta del gen en la célula

transfectada (Ibafiez et al. 1991).

Se han disefiado una gran variedad de vehiculos genéticos con fines
experimentales, los cuales se pueden clasificar en dos grupos principales: a)

vehiculos virales y, b) vehiculos no virales (Pislaru et al., 2002).

Los vehiculos no virales sintéticos tienen muchas ventajas potenciales
comparados con los sistemas virales, incluyendo significativamente menor
toxicidad, inmunogenicidad y no son inmunogénicos. La entrega de los acidos
nucleicos es independiente del tamafio de los mismos (pueden acarrear desde
oligonucleotidos hasta cromosomas artificiales), tienen un sistema de control de
calidad mas simple, y los requerimientos regulatorios de tipo farmaceuticos son
mucho mas sencillos, pero no son tan eficientes para ser usados clinicamente
(Kostarelos et al., 2005).

4.- LIPOSOMAS.

Los liposomas son microvesiculas formadas por una o varias bicapas de
lipidos anfipaticos, las cuales delimitan uno o varios compartimentos en su interior
acuoso (Bangham, 1968), se pueden formar de diferentes tamafos obteniendose

por lo general de 25 nm a 5 um de didmetro, dependiendo del tipo de lipidos que



los formen. Los liposomas pueden atrapar moléculas bioldgicamente activas en su

interior acuoso o en su bicapa lipidica (Keown, 1990, Chesnoy and Huang, 2000).

Las ventajas del uso de estos vehiculos para transportar genes, en relacién
a otros vehiculos genéticos, es que son facilmente degradables, no despiertan
respuesta inmunoldgica, son poco toxicos y pueden atravesar las barreras
biolégicas como la hematoencefalica y las membranas celulares (Dokka et al,
2000).

Sin embargo, como desventaja presentan la baja eficacia de
encapsulamiento del transgen y por lo tanto una baja transfeccion, que se
manifiesta en una baja expresion genética; demas, de poder interferir con
componentes séricos cuando se administran por via sistémica (Conwell and
Huang, 2005).

Los liposomas se forman experimentalmente con lipidos anfipaticos como
los fosfolipidos, los glicolipidos y el colesterol, que son los mismos que integran la
matriz de las membranas celulares (Baeza et al., 1998). Estos lipidos se pueden
usar de origen animal o vegetal y pueden conferir cargas en la superficie del
liposoma dependiendo de los lipidos que se utilicen, obteniendose liposomas
neutros o anionicos, porque los lipidos anidnicos o0 neutros son los unicos que se

encuentran en la naturaleza (Hui et al, 1996).

El colesterol no forma liposomas por si solo, pero se integra en las bicapas
lipidicas. En los liposomas causa una disminucion tanto en la fluidez de la bicapa
lipidica como en la permeabilidad, pero le confiere gran estabilidad al liposoma
(Ibafez et al. 1991; Ferrari, 2002).



5. LIPOSOMAS CATIONICOS.

Philip Felgner (1978), de la compaiiia de biotecnologia Vical, en San Diego,
desarroll6 una forma mas eficiente de introducir los genes en células eucariontes,
formando liposomas con un lipido sintético cargado positivamente. A estas
estructuras se les denominaron lipocomplejos, los cuales se fijan a la membrana
celular y liberan los genes al interior de la célula, con lo que se ha incrementado la
eficiencia de encapsulamiento del DNA en los liposomas, y por lo tanto en la
transfeccion genética. A partir de esa fecha, se han disefiado y sintetizado lipidos
con carga positiva para formar liposomas cationicos, y muchos de ellos ya estan
disponibles comercialmente. Con estos lipidos, los liposomas se forman
facilmente y pueden interaccionar al 100% con el DNA terapéutico, ademas puede
emplearse DNA de cualquier tamanio, lineal o circular y la baja inmunogenicidad
del liposoma permite su aplicacion con cierta seguridad in vivo (Felgner et al.,
1994; Ferber, 2001).

La estrategia para realizar la transfeccién con liposomas cationicos, se
basa en las cargas que tienen, el DNA, los lipidos catidnicos y la membrana
celular, lo que les permite interaccionar electrostaticamente entre si. Los lipidos
cationicos son capaces de interaccionar con la mayoria de las cargas negativas
del DNA condensandolo, formando los complejos DNA-liposomas que se conocen
como lipocomplejos. A su vez, estos lipocomplejos pueden interaccionar con las
cargas negativas de las membranas celulares, lo que facilita su introduccién

principalmente por endocitosis (Fig. 2) (Fewell et al., 2005).

La mayoria de los liposomas catidnicos, ademas del lipido de carga
positiva, deben de tener un lipido “ayudador” para estabilizar la bicapa lipidica y
permitir la penetracién del lipocomplejo a la célula (Xu y Szoka, 1996; Ferrari,
2002). Tipicamente, el lipido catidnico y el lipido neutro se mezclan juntos en una
proporcion molar apropiada y se induce la formacion de las vesiculas

unilamelares por algun métodos usado para tal fin, como la evaporacion,



deshidratacion-rehidratacion, extrusion, etc. (Miller, 1998; Tagawa et al.,2002).
También se pueden ensamblar las estructuras micelares después de ser
dispersadas en agua o solventes organicos (Miller, 1998). Las vesiculas
unilamelares o micelas, pueden, posteriormente combinarse con acidos nucleicos
para formar particulas nanométricas denominadas lipocomplejos (Ewert et al,
2005).

FIGURA 2. EVENTOS DE LA TRANSFECCION GENETICA MEDIADA POR
LIPOCOMPLEJOS. (1) Formacion del lipocomplejo, (2) Interaccién con la célula, (3)
Endositosis del lipocomplejo, (4) “Escape” del transgen al citoplasma, (5) Degradacion de
algunos lipocomplejos, (6) Entrada del transgen al nucleo celular y (7) Expresion del gen
terapéutico

Desafortunadamente, la mayoria de los lipidos catidnicos que estan
disponibles comercialmente, tienen algun grado de citotoxicidad, tal vez debido a
que no pueden ser degradados en el interior de la células transfectadas, por su
naturaleza quimica (Fillion ands Philips, 1997; llies and Balaban, 2001). Por tal
motivo, en el laboratorio de Biomembranas de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas, se ha sintetizado un lipido catiénico, derivado del acido estearico y el
aminoacido lisina (Meneses, 2005), moleculas presentes de manera natural en la
célula. Los lipocomplejos formados con este lipido cationico, presentan una buena

eficiencia de transfeccidn y aparentemente no son téxicos.



Il. JUSTIFICACION.

Los liposomas se han utilizado como vehiculos para transferir genes a
células, porque son potencialmente mas seguros que otros vehiculos
desarrollados para este fin (Palmer et al, 2004). Desafortunadamente, muchos de
los lipidos catidnicos que se han disefiado para trasfeccidn genética y que estan
disponibles comercialmente, aunque son eficientes en la transferencia de genes,
son téxicos para muchos de los cultivos celulares (Sokol et al., 1996, Zhang et al.,
2005) y para los tejidos de modelos animales, en los que se desencadenan
procesos inflamatorios (Li et al., 1998, Eliot et al., 2003, Luton et al., 2004). Con la
finalidad de formar liposomas catidénicos que sean eficaces, seguros y practicos
en la transferencia de genes, en este trabajo se postula el disefio y la sintesis de
un nuevo lipido catidnico, derivado del acido estearico y el dipéptido dilisina
unidos por un enlace ester, moléculas que normalmente se encuentran en la
célula y que pueden ser utilizadas por ésta en sus procesos metabdlicos, después
de ser transfectadas. La produccion de este lipido tendria un bajo costo y seria
estable; ademas, podria permitir una interaccion mas adecuada con el DNA, por
el aumento de cargas positivas del lipido, lo que se podria traducir en una buena

eficiencia de transfeccidén genética, con una baja o nula citotoxicidad.



lll. OBJETIVO GENERAL.

Disenar y sintetizar un lipido catiénico derivado del acido graso estearico y
del dipéptido dilisina que sea eficiente en la transfeccion genética en cultivos

celulares y que no sea téxico.
OBJETIVOS PARTICULARES.

e Sintetizar el lipido catidnico (estearil-dilisina) derivado del dipéptido dilisina
y el acido estearico.

e Caracterizar el lipido catiénico por cromatografia en placa fina de silica gel,
por su punto de fusidn y espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de 'Hy ™ cC.

e Formar liposomas con el lipido catiénico estearil-lisina y el colesterol, como
lipido “ayudador”, para hacer los lipocomplejos con el DNA del plasmido
pRSVBgal.

e Realizar la transferencia del material genético con los lipocomplejos en las
lineas celulares C33 y Vero.

e Determinar la eficiencia de expresion de la p-galactosidasa por
histoquimicas en los cultivos celulares.

e Determinar si estos liposomas catidnicos son citotoxicos en los cultivos

celulares.



IV. MATERIALES Y METODOS.
1. REACTIVOS Y SOLUCIONES. Ver anexos.

2. METODOLOGIA.

a) Sintesis del lipido cationico estearil-dilisina.

Se realiz6 la sintesis del lipido cationico estearil-dilisina por los siguientes

métodos:

Reaccion de esterificacion entre el 1-octadecanol y la dilisina (Método

de esterificacion de aminoacidos polares).

Para obtener el lipido catidnico, se coloca el 1-octadecanol (30 g o
111mmol) en un matraz de bola en bafo de aceite a 122°C, una vez derretida la
cera se agrega el monohidroclorhidrato de L-dilisina (8 g o 44 mmol) y
posteriormente se afadid el acido metansulfénico (por goteo lento en 5 min
aproximadamente) en volumen total de 5.8 mL o 90 mmol. Esta reaccion se agité
durante 2.5 h a temperatura entre 124 y 129°C. Después, se anadié con agitacion
una mezcla tibia de agua (300mL) y metanol (50 mL). Posteriormente, la solucion
se filtr6 en un embudo Bukner con papel Whatman 4 y al filtrado se le anadié
lentamente hidroxido de sodio (50 mL al 2 N) por goteo muy lento durante 20
minutos, con lo que se obtuvo una solucién lechosa con un pH ~12. A la fase
acuosa se le hicieron dos extracciones con éter (2 x 200 ml con 5 min de agitacion
cada una). Las porciones eterales se mezclaron, se secd con sulfato de sodio
anhidro y se filtré en un embudo Bukner con papel Whatman 4, quedando un
liquido claro. A este filtrado se le insuflé gas de acido clorhidrico por 10 min,
produciendo el burbujeo de la solucién y el producto nebuloso se guardé a 4°C
por 2 h. Finalmente se filtr6 en un embudo Bukner con papel Whatman 4 vy el

producto sélido se secé al vacio.



Purificacion del lipido catiénico estearil-dilisina.

La pureza del lipido catidnico se determiné por cromatografia en capa
fina en placas preparativas de silica gel 60 GF54, de 20x20 cm con un espesor de
3-4 mm. Se activaron las placas a 150°C por 5 h y la muestra disuelta en
cloroformo se aplicé con una jeringa a todo lo ancho de la placa. El sistema de
corrimiento para la cromatografia fue: cloroformo-metanol-acido acético-agua (65-
25-8-4 v/v) y se desarrollé durante 2 h aproximadamente. Después, se reveld un
extremo de la placa con ninhidrina al 0.1%, para localizar el lipido catiénico en la
cromatoplaca. Por ultimo, se raspoé toda linea a la altura en que se revelo el lipido
y se eluyd con cloroformo-metanol (2:1 v/v) para ser analizado por

espectroscopia.

Caracterizacion del lipido cationico estearil-dilisina.

La pureza del lipido catidnico se determind por cromatografia en capa fina
y se caracterizé por su punto de fusion y por resonancia magnética nuclear (NMR)
de 'Hy C.

Analisis de pureza por cromatografia en capa fina de silica gel.

Para la cromatografia en capa fina de silica gel 60 GFy54 de 250 um de
espesor, se utilizd como sistema de desarrollo los solventes
cloroformo:metanol:acido acético:agua (65:25:8:4 v/v) y se revel6 con ninhidrina al
0.1%. Como estandares se utilizaron L-lisina (monohidroclorhidrato) y  1-

octadecanol.

Punto de fusion.

El punto de fusién se determiné en el aparato digital Gallen Kemp, modelo

MFB-595, en tubos capilares abiertos.
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Resonancia Magnética Nuclear 'H y "*C.

El lipido cationico se analizé por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
'Hy 'C, a temperatura ambiente, usando una muestra de 10 mg, con una
amplitud de 112.0 KHz en los espectrometros JEOL GSX-270, Brucker DMX 300
y Jeol Eclipse +400, con transformadas de Fourier y con pulsos de 5useg,
utiizando 0.5 mL de cloroformo deuterado (CDCL3;) como disolvente y
tetrametilsilano (TSM) como referencia interna. Los valores de los
desplazamientos estan en partes por millon (ppm) respecto al TSM y las

constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

Aislamiento y purificacion del plasmido pRSVfgal.

El aislamiento del material genético se hizo por el método de lisis alcalina
(Birnhoim et al., 1979). Se sembrd un preinéculo de la bacteria Eschericia Coli
DHb5a, transformada con el plasmido pRSVfgal, en 5§ mL de medio Luria-
ampicilina liquido y se incub6 12 h a 37°C. Con 1 mL del preindculo, se sembré un
matraz con 1.5 Lt del mismo medio y se incubo 12 h mas con agitacién a 150 rpm.
Posteriormente, se le afiadid cloranfenicol (60 mg/Lt de medio Luria-ampicilina) y
se incubo otras 12 h con agitacion a 37°C. Las células se cosecharon por

centrifugacion a 2,500 x g por 30 min a 4°C.

Para la purificacion del plasmido, se usé el KIT ULTRA CLEAN MoBio®.
Al paquete bacteriano se le adicionaron 5 mL de la Solucion 1 y se resuspendio
con el vortex por 1 min. Posteriormente, se adicionaron 10 mL de la Solucion 2 a
temperatura ambiente y se mezcld por inversion tres veces. La mezcla se incubd
a temperatura ambiente durante 10 min. A continuacion, se adicionaron 30 mL de
la Solucién 3 y se mezcld por inversidn dos veces, para incubar a temperatura
ambiente 10 min. Después, se transfirid a un tubo de 50 mL y se centrifugd a
5000 x g por 20 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo con filtro y se sometio

a centrifugacion a 3500 x g por 5 min. Se quité el filtro y se desechd el
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sobrenadante. Luego se adicionaron 15 mL de la Solucion 4 al filtro, se sometio a
centrifugacion a 3500 x g por 5 min, se desecho el filtrado. Finalmente, el filtro se
colocd en un tubo nuevo de 50 mL, se adicionaron 4 mL de la Solucion 5 y se
centrifugd a 3500 x g durante 5 min. El plasmido, recuperado en el filtrado, se

guardo a 4°C para su uso posterior.

Formacion de los lipocomplejos.

La formacion de los liposomas se hizo por el método de sonicaciéon de
Felgner et al. (1987) modificado por Ibafiez (1996). Se tomaron diferentes
cantidades del lipido estearil-dilisina y se colocaron en tubos estériles de 13 x 100
mm con tapon de rosca y se les adiciond el colesterol como lipido ayudador en
proporcion 1:1 (p/p), disueltos en cloroformo.. El disolvente se evaporé a presion
reducida y a la pelicula de lipidos obtenida se le adicionaron 350 yL de medio de
cultivo DMEM-F12 sin suero. Se realizaron tres ciclos de sonicacién de 5 seg por
30 seg de reposo, en un sonicador de bano, Laboratory Suplies Co., con lo que se
obtuvo una suspencion lechosa de liposomas. A estos liposomas se les adicioné
el DNA del plasmido pRSVpgal, en diferentes cantidades, con lo que se formaron

los lipocomplejos.

Cultivo de las lineas celulares.

Las células se sembraron en botellas de cultivo GIBCO de 50 ml con medio
DMEM-F12 completo con 10% de SFT, hasta 100% de confluencia. Para
propagar el cultivo, se elimind el medio de cada botella y la monocapa de células
se lavo 2 veces con 2 ml de regulador PBS estéril. Se le adicion6 1 ml de tripsina-
EDTA al 0.001% y se dejo actuar sobre la capa celular 1 min a 37°C. Las células
se desprendieron y se pasaron, con una pipeta, a un tubo Falcon de 20 mL que
contenia medio DEMF-F12 completo. Se centrifugd a 1000 x g por 5 min a
temperatura ambiente, se desechd el sobrenadante y finalmente se sembraron

cajas Petri p20 nuevas con 0.5 mL de las células, mas 3 mL de medio DMEM-F12
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completo (10% de SFT) y se incubaron a 37°C con 5% de CO,, hasta llegar a
80% de confluencia para realizar la transfeccion.

Transfeccion genética.

Se utilizaron las células C33 y Vero al 80% de confluencia, en cajas Petri
p20. Se les retird el medio y se lavaron dos veces con 500 uL de PBS estéril; se
adiciond la preparacion de lipocomplejos, que contenian diferentes cantidades de
DNA, en 350 yL de medio DMEM-F12 sin suero. Se incubaron 1 h a 37°C con
atmosfera de CO, al 5 %. Posteriormente, se retiraron los lipocomplejos por
decantacion y las células se lavaron una vez con 500 pL de PBS estéril. Se
agregaron 3 mL de medio DMEM-F12 completo (SFT 10%), se incubaron 24 h a
37°C con atmésfera de CO; al 5% y se cambid una vez mas el medio de cultivo. A
las 48 h postransfeccion, se determiné in situ la actividad de la p-galactosidasa,
producto de la expresion genética del DNA del plasmido pRSVgal , por la técnica
histoquimica que utiliza como sustrato al X-gal, con lo que las células

transfectadas se tifien de azul.

Determinacién de la actividad de la B-galactosidasa.

A las 48 h postransfeccion, a las células se les retiré el medio de cultivo, se
lavaron 2 veces con PBS estéril y se fijaron con 500 pL de formaldehido al 2% y
glutaraldehido al 0.2% durante 5 min. Posteriormente, se lavaron dos veces con
500 pL de PBS estéril y se les adicioné una mezcla de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indoil-D-galactopirandsido), en ferricianuro de potasio 5 mM, ferrocianuro de
potasio 5mM y MgCl, 2 mM en PBS 1X y se incubaron de 24 a 48 h a temperatura
ambiente. Las células transfectadas se tifieron de color azul por la accién de la B-
galactosidasa sobre el sustrato X-gal y se fotografiaron en un microscopio

invertido de contraste de fases Nikon a diferentes aumentos.

Determinacion de la citotoxicidad de los liposomas cationicos.
A las células C33, crecidas al 80% de confluencia, se les retird el medio y
se lavaron con 500 pyL de PBS estéril. Se les adicionaron los lipocomplejos que

contenian diferentes cantidades del lipido estearil-dilisina y el colesterol (1/1 p/p),
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con diferentes cantidades de DNA del plasmido pRSVgal, en un volumen final de
350 uL de medio incompleto. Posteriormente, se incubaron de 1 a 2 h a 37°C en
atmésfera de CO; al 5%. Los liposomas se retiraron por decantacion y las células
se lavaron dos veces con 500 pyL de PBS, se les adicionaron 3 mL de medio
completo y se volvieron a incubar durante 5 h. Se retir6 el medio de cultivo, se
lavaron con 500 yL de PBS y se les adicionaron 500 yL de azul de tripan (0.2%
en PBS) estéril y se incubaron a 37°C en atmésfera de CO; al 5% durante 20 min.
De esta manera, las células muertas o que presentaban algun dafo, se tifieron de
color azul y se observaron en un microscépio optico invertido de contraste de

fases y se fotografiaron (Fillion and Philips, 1997).
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V. RESULTADOS.

1. SINTESIS Y PURIFICACION DEL LiPIDO CATIONICO ESTEARIL-LISINA.

El lipido estearil-lisina que se sintetizé por el método de esterificacion de
aminoacidos polares, se obtuvo en forma de un polvo blanco, con un rendimiento
de 20 a 25%., con un punto de fusion de 160°C (se pone traslucido a 110°C), que
es intermedio de los dos puntos de fusion de las materias primas (L-Lisina PF
210°C vy 1-Octadecanol PF 80°C). Después de purificarlo por cromatografia en
placa preparativa de silica gel, en la cromatografia analitica en placa fina, se
observdé una mancha con un Rf de 0.9 que correspondi6 al lipido puro estearil-

lisina (Fig. 2).

= Frente del Solvente

i . = Estearil-Dilisina

i * é=  Puntos de Aplicacion

FIGURA 2. CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA EN SILICA GEL DEL LIiPIDO
ESTEARIL-DILISINA.

2. CARACTERIZACION DEL LiPIDO ESTEARIL-DILISINA.

Espectroscopia de RMN 'Hy "3C.

El lipido estearil-dilisina también se caracterizé por RMN. El espectro de
RMN 'H (de protones), presenté una sefal triple en 0.86 ppm que corresponde al
grupo metilo (CHs-) del 1-octadecanol, una senal multiple entre 1.0 y 1.9 ppm que
integra a los metilenos (CH»,-) del octadecanol y de la dilisina, ademas de un

desplazamiento quimico con sefal simple en 2.8 ppm que corresponde al
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metileno unido al grupo €-amino, otra en 4.0 ppm, que corresponde al CH del
carbono alfa de las lisinas y la sefial doble en 4.2 ppm, corresponde al enlace
éster. Finalmente, la sefal multiple en 8.4, nos indica la presencia del grupo
amino alfa (NH*"). Al integrar las sefiales del espectro, se determiné que habia 51
atomos de hidrégeno, lo que coincidié con el numero tedrico calculado para el

lipido cationico (Fig.3A).

El espectro de RMN "C (de carbono 13), presentd una sefial en 168.96
ppm que corresponde al carbonilo del enlace éster, lo que confirmd la formacion
de la union entre el grupo hidroxilo del octadecanol y el grupo carboxilo de la
lisina. Una sefial a 65.36 ppm, correspondiente al C 1 del octadecanol y otra sefal
a 60.49 ppm que corresponde al carbono o de la lisina. La sefial a 51.50 ppm
corresponde al cloroformo deuterado (CCL3D) y las sefales entre 21.00-40.34
ppm, corresponden a los metilenos de la lisina y el octadecanol, ademas del

metilo del octadecanol (Fig. 3B).

En ambos casos, los espectros obtenidos coincidieron con los modelos
simulados obtenidos por el programa de informatica de Predictor v.5.1 para
espectros de RMN de 'Hy ®C (Fig.4 Ay B).

3. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL DNA
PLASMIDICO pRSVBgal.

Se utilizé el plasmido pRSVpgal de 7,282 pb, que contiene el gen de
resistencia a la ampicilina (Ampi R) y el origen para replicacion en bacterias del
plasmido pBR322 (pBR ORI); ademas, tiene clonados el promotor del virus del
sarcoma de Rous (RSV LTR) para expresarse, pero no replicarse, en células de
eucariontes (Thierry y Howely, 1991) y el gen Lac Z que codifica para la enzima 8

galactosidasa como gen reportero (Fig.5).
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FIGURA 3. ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DE 'H Y
3C DEL LIPIDO ESTEARIL-LISINA. A) Espectro de NMR 'H. Las sefiales de emision
corresponden a los protones de los grupos amino de la lisina y a la cadena alifatica del
octadecanol; asi como al enlace éster que se formé con la unién del octadecanol y la
lisina, con un desplazamiento quimico en 4.2 ppm. B) Espectro de NMR '°C. Las sefiales
corresponden a carbonos de los grupos metileno de la lisina y el 1-octadecanol y se
observo un desplazamiento quimico en 168.96 ppm que correspondié al carbono del
enlace éster.
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FIGURA 4. ESPECTROSCOPIA DE MNR SIMULADA POR EL PROGRAMA
INFORMATICO PREDICTOR (v. 5.11). A) RMN 'H y B) RMN "C. Ambos coinciden con
los espectros obtenidos del lipido catidnico estearil-lisina.
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FIGURA 5. MAPA DEL PLASMIDO pRSVggal. Se indican el origen de replicacion de
pBR322 (pBR ORI), la region que codifica para la resistencia a la ampicilina (Ampi R), el
promotor del virus del sarcoma de Rous para eucariontes (RSV-LTR), el gen Lac Z que
codifica para la enzima (3-galactosidasa, asi como los sitios de corte de las enzimas de
restriccion.

El DNA purificado se analizé por su perfil electroforético en geles de
agarosa al 1%, observandose la isoforma | o superenrollada siempre en mayor
proporcion hasta en un 70%, en comparacién con la isoforma Il o circular relajada
(30%) y no se observo la isoforma Il o lineal. Estas son las principales formas
moleculares que adoptan los DNAs circulares, siendo la isoforma | la que

presenta la mayor actividad bioldgica (Fig. 6).

FIGURA 6. PERFIL ELECTROFORETICO DEL PLASMIDO pRSVBgal. Perfil
electroforético en gel de agarosa al 1%. Se observan las bandas de las isoformas
moleculares del DNA: superenrrollada (1) y circular relagada (ll).
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4. MICROSCOPIA OPTICA DE LOS LIPOSOMAS.

Todas las preparaciones de lipocomplejos se hicieron con el lipido catidnico
estearil-lisina mezclado con el colesterol como lipido ayudador, siempre en
proporcion 1:1 p/p y se observaron en un microscopio invertido de contraste de
fases Nikon. Los liposomas preparados con el lipido estearil-lisina:colesterol, sin
DNA, se observaron como vesiculas redondas, aisladas y ademas se observaron
agregados amorfos, con un diametro entre 2 y 4 um. Cuando estos complejos
contenian DNA de pRSBfgal, se observd una disminucién en su tamafo y ya no

se presentaron agregados amorfos.

5. TRANSFECCION GENETICA.

Para llevar a cabo la transfeccion genética, se empled la linea de células
de cancer Cervifio-uterino C33, crecidas al 80% de confluencia. Se prepararon
liposomas con el lipido catidénico estearil-lisina, mezclado con el lipido ayudador
colesterol en proporciéon 1:1 (p/p) y se agregaron diferentes cantidades de DNA de
pRSVBgal. A las 48 horas postransfeccion, la expresion del gen Lac Z del
plasmido, se puso de manifiesto al determinar la actividad de la enzima j-
galactosidasa in situ, con el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indol-D-galactopiranosido
(X-gal). Este sustrato es incoloro y permeable a las células fijadas con
glutaraldehido, pero cuando es hidrolizado por la enzima [B-galactosidasa, se
libera la galactosa y el 5-bromo-4-cloro-3-indoil adquiere un color azul en
presencia de ferro y ferricianuro de potasio, el cual es impermeable a las células
fijadas, de tal forma que las células transfectadas se tinen de azul y no pueden

tenir a las células vecinas.

En la Tabla 1, se indican las mezclas de lipidos que se usaron para formar
los lipocomplejos, asi como los porcentajes de transfeccion obtenidos en cada
caso. Los lipocomplejos formados solamente con el lipido estearil-lisina y DNA

plasmidico, practicamente no transfectaron a las células C33, pero cuando se
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utilizé el colesterol como lipido ayudador, la transfeccion genética se incremento
significativamente, obteniéndose una maxima eficiencia de transfeccion hasta de
30% (Fig. 7 B-C). En cambio, cuando se llevé a cabo la transfeccién genética con
la lipofectamina, que es el sistema comercial de liposomas catidonicos que mas se

utiliza, se obtuvo una eficiencia de transfeccion de 10% (Fig. 7D).

6. CITOTOXICIDAD DE LOS LIPOSOMAS CATIONICOS.

Para evaluar la citotoxicidad del lipido catidnico estearil-lisina y compararla
con la de la lipofectamina, se utilizé el colorante vital azul tripan, el cual tifie de
azul a las células dafiadas o muertas. Las pruebas se hicieron 2 h después de
haber completado el tiempo de incubacién de la transfeccion. La transfeccion
genética se realizd utilizando lipocomplejos formados con diferentes cantidades
de estearil-lisina y del lipido ayudador colesterol, en proporcion 1:1 (p/p), ademas
del DNA plasmidico. En la figura 15 se muestran las pruebas de citotoxicidad en
donde se observa que las células tratadas con lipocomplejos que contenian el
lipido cationico estearil-lisina, aparentemente no sufrieron ningun dafo, aun
usando cantidades hasta de 50 pg/ 7/10° células (Fig. 8 B y C). En cambio,
cuando la transfeccion se realizé con la lipofectamina, se observo dano en el
cultivo celular, el cual se manifiesta por un mayor desprendimiento de las células

de la monocapa celular (Fig. 8 D).

TABLA 1. Porcentaje de transfeccion en la linea celular C33 con liposomas
catidnicos.

Cantidad de | Cantidad de | Cantidad de Porcentaje de
lipido cationico | colesterol DNA transfeccion

(Mg) (Mg) (Hg) celular
40 0 20 2

35 0 15 1

30 0 10 1

25 25 5 5

25 25 10 8

25 25 15 15
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30 20 20 30
35 15 20 30
40 10 20 20

Lipofectamina 10

FIGURA 7. CELULAS C33 TRANSFECTADAS CON LIPOCOMPLEJOS FORMADOS
CON ESTEARIL-DILISINA:COLESTEROL Y DNA DE pRSVBGAL. A) Células no
transfectadas (control). B-E) Células transfectadas con 25 ug de estearil-dilisina, 25 pg de
colesterol y 15 ug de DNA plasmidico. F) 4 ug de lipofectamina y 3 ug de DNA

plasmidico. El aumento es de 200 veces en todos los paneles
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FIGURA 8. MICROFOTOGRAFIAS DE LAS PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD EN LAS
CELULAS C33 CAUSADA POR LA TRANSFECCION CON EL LIPIDO ESTEARIL-
DILISINA. Las células dafiadas o muertas se tifieron con el colorante vital azul tripan. A)
Células C33 sin transfectar (control negativo). B) Células C33 tratadas concianuro y anion
fluoruro (control positivo). C) Células C33 transfectadas con el lipocomplejo estearil-
lisina:colesterol y DNA plasmidico. D) Lipofectamina y DNA plasmidico. En todos los
casos se adicionaron 50 pg totales de lipidos y 15 ug de DNA plasmidico, excepto la
lipofectamina que fue de 6 ug con 2 ug de DNA plasmidico.
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VI. DISCUSION.

La transferencia de genes a células eucariontes en cultivo, seguida por la
determinacién de la expresion biologica del DNA transferido, se ha aplicado
ampliamente para el estudio de la regulacion de la expresion genética. Ademas, la
transferencia de genes a células en cultivo, constituye una etapa fundamental en
la terapia génica, la cual abre cada vez mas expectativas en el area de la salud
publica. Los protocolos iniciales de terapia génica se disefiaron para tratar de
curar enfermedades hereditarias, como la fibrosis cistica, la distrofia muscular de
Duchenne y la enfermedad de Gaucher, pero ultimamente se ha ido enfocando
mas en el tratamiento contra el cancer y enfermedades infecciosas como el SIDA
(Eliot 2003).

Aunque en la actualidad casi el 85% de los ensayos clinicos se hacen con
vehiculos genéticos virales, no se ha logrado un gran avance en la seguridad y
eficacia de estos. Por esta razon, el desarrollo de vehiculos no virales, como los
liposomas cationicos, es una alternativa muy interesante para su utilizacién en
ensayos clinicos, ya que al no tener efectos secundarios importantes, podrian
llegar a ser mas seguros. Sin embargo, la eficiencia de transfeccion que se ha
lograda hasta ahora es baja y los lipidos cationicos utilizados presentan cierta
toxicidad, por lo que la busqueda de nuevos lipidos cationicos constituye un
interés actual para poderlos utilizar con éxito en los ensayos clinicos (Kostarelos
and Miller, 2005).

En este trabajo se disefd y sintetizé un lipido catidonico derivado de la
dilisina y el acido estearico, este lipido se sintetizoé por el método de esterificacion
de aminoacidos polares, luego de reducir el acido estearico a 1-octadecanol. Este
método fue el mas sencillo y practico ya que la transesterificacion y otros varios
ensayados no permitian una adecuada formacion del enlace éster ni su posterior

purificacién. Si bien el rendimiento que se obtuvo de aproximadamente 20% es
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bajo, el costo de la sintesis y purificacion es barato, ya que no se precisaron
muchos reactivos ni equipo sofisticado y se realiza en poco tiempo. Este lipido se
caracterizé por su punto de fusion que fue de 160° que es intermedio al que
tienen las sustancias precursoras; el acido estearico (80°C) y la dilisina (210°C).
Por cromatografia en capa fina de silica gel, se observé una sola mancha con un
Rf de 0.9, lo que indica la pureza del compuesto y al migrar en el sistema de
corrimiento utilizado, para lipidos polares, nos indica la presencia de un
compuesto anfipatico que contiene grupos aminos libres, por reaccionar con la
ninhidrina y dar el compuesto colorido que se observa en la cromatoplaca. Por lo

que estas evidencias indican la formacion del lipido estearil-dilisina.

Por espectroscopia de RMN, se demostrd la presencia del enlace éster en
el compuesto sintetizado, lo que indica fuertemente la unién del grupo OH del
octadecanol con el grupo carboxilo de la lisina, con lo que también se comprobd la

formacion del lipido cationico estearil-lisina.

Con este nuevo lipido catiénico y el colesterol (como lipido ayudador), se
formaron liposomas catidnicos, los que se emplearon como vehiculos para
transportar el plasmido pRSV@gal a la linea celular C33. Estos lipocomplejos
pueden transfectar eficientemente células en cultivo, obteniéndose una buena
expresion genética del DNA, que se puso de manifiesto al determinar la actividad
de la B-galactosidasa, en donde se determind una expresion del gen reportero de
hasta 30 %. Esto sugiere que el lipido estearil-lisina favorece la condensacion del
DNA plasmidico, protegiéndolo de la degradacién enzimatica en el citoplasma,
con lo que se asegura su llegada al nucleo. El enlace éster del lipido puede ser
hidrolizado facilmente y, tanto la lisina como el acido estearico, pueden ser

utilizados en los procesos metabdlicos de la célula transfectada .
La interaccion del plasmido pRSVBgal con los liposomas que contenian el

estearil-dilisina y el lipido ayudador, impidié que las DNasas celulares hidrolizaran

al DNA plasmidico, debido posiblemente a la condensacion de este con la lisina,
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dejando de ser sustrato para las enzimas. Esto sugiere que después de ser
endocitado el lipocomplejo al interior de la célula, este resistira la accion hidrolitica
de las DNasas presentes en el citoplasma, teniendo una mayor probabilidad de

llegar integro al nucleo y expresar alli su informacion genética (Ewert et al., 2005).

El DNA que se obtuvo presentd una relacion de absorbancia 259/228 nm
de 2 y presentd un perfil electroforético caracteristico de los plasmidos. Esto
indica que los procedimientos utilizados en su aislamiento y purificacion, fueron
adecuados para eliminar el RNA y las proteinas bacterianas contaminantes, sin
causar dafo al DNA. En donde se obtuvo una mayor proporcion de la isoforma
molecular | (superenrollada) (mayor del 60%, mientras que la isoforma Il (lineal),
que es la indicativa del rompimiento del DNA, se obtuvo en una proporcién muy

baja.

La mayor eficiencia de transfeccion genética, en los cultivos celulares, por
lipofeccion, posiblemente se deba a la mayor fluidez que les confiere el colesterol
a dichos lipocomplejos. El nucleo esteroidal del colesterol disminuye el
empaquetamiento ordenado de las cadenas de hidrocarburo del acido estearico,
porque al insertarse entre estas cadenas, las separa y disminuye si interaccion,
con lo cual hace mas fluida la bicapa lipidica de los liposomas (Baeza et al.,
1998). Esta mayor fluidez puede facilitar el proceso de fusidon con la membrana
celular y la endocitosis de los lipocomplejos, las cuales son las vias mas comunes
de penetracion de los liposomas al interior de la célula (Zabner et al., 1995;
Spagnou et al., 2004). Ademas, el colesterol presenta una estructura semejante a
los lipidos de forma molecular cénica, al tener un area de la region polar (OH)
mas pequeina que el area transversal de la region no polar, lo que posiblemente le
permite interaccionar con el lipido estearil-lisina, para que este no forme micelas y
por lo tanto se forme la bicapa lipidica caracteristica de los liposomas y pueda
favorecer la captacién de la célula por endocitosis (Hui et al., 1996; Mardv et al.,
2001; Lo et al., 2005). Por lo tanto, las células captan una mayor cantidad de DNA

y como consecuencia se produce una mayor expresion del gen introducido.
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La relacion molecular entre el lipido estearil-lisina y el DNA, es un paso
clave para poder obtener mejores eficiencia de transfeccion, ya que el exceso de
cargas positivas interactuarian con mayor fuerza con el DNA impidiendo que se
libere en el interior de la célula para poder expresarse. En cambio, si hay pocas
cargas positivas, el DNA interacciona mas laxamente y podria liberarse facilmente
en el citoplasma, por lo que podria ser degradado antes de llegar al nucleo. Por lo
tanto, la relacion DNA/lipido catidnico, que ha resultado mejor para la
transferencia del material genético es de 1ug de DNA/5 ug de lipido catidnico.
Ademas, la relacion mas adecuada de lipidos fue de 1:1 (p/p), entre el estearil-

lisina y el colesterol como lipido ayudador.

Se cree que la interaccidén y la mezcla de los lipidos catiénicos con los
lipidos anidnicos presentes en las membranas de los organelos celulares, como la
mitocondria, podrian producir toxicidad por la formaciéon de un par iénico. En la
mitocondria, la cardiolipina esta en mayor proporcion y la formacion de un par
ionico entre esta y un lipido cationico, pudiera explicar la toxicidad asociada con la
trasfeccion con liposomas catidnicos, con activacion de procesos inflamatorios:
formacion y liberacion de complemento, activacion y sintesis de interferon y de

factores de la coagulacion (Griesenbach et al., 2004).

El disefio y sintesis del lipido estearil-lisina se basé en la utilizaciéon de
compuestos que se encuentran de manera natural en las células de mamiferos,
por lo que probablemente fueron degradados facilmente por las células en el
proceso de transfeccion y al parecer no se formé un par idénico con los lipidos
anidnicos, presentes en las membranas celulares, por lo tanto carecieron de
toxicidad hasta una concentracién de 50 g de lipido/7X10° células. Por lo tanto,
este lipido podra ser utilizado como un vehiculo eficiente y seguro para la

transferencia de genes, tanto in vitro como in vivo.

Con base en lo anterior y después de demostrar la efectividad del lipido

estearil-lisina, en la transfeccion de células C33, se requiere hacer estudios de su
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efectividad en la transfeccion en diferentes lineas celulares, asi como de cultivos
primarios y de animales de experimentacion. También, determinar las mezclas
lipidicas que den lugar a una mayor transfeccion celular, utilizar diferentes medios
de cultivo y plasmidos, para establecer las condiciones mas adecuadas para
poder obtener una transfeccién celular altamente eficiente en animales de

experimentacion.
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VII. CONCLUSIONES.

Se llevd a cabo el disefio y sintesis del lipido catidnico estearil-dilisina.

El método mas apropiado para sintetizar el lipido cationico fue el de la

esterificacion de aminoacidos polares.

El lipido estearil-dilisina se purificd y caracterizd por su punto de fusion,
cromatografia en capa fina y espectroscopia de infrarrojo y resonancia
magnética nuclear, con lo que se comprobd la presencia del enlace éster

que se formo entre el 1-octadecanol y la dilisina.

Con este lipido cationico se formaron liposomas con el colesterol como
lipido ayudador y en presencia del DNA plasmidico se formaron los

lipocomplejos.
Estos nuevos lipocomplejos llevan a cabo la transferencia de genes en

células en cultivo de la linea C33, con una eficiencia de hasta 30% y no

presentaron citotoxicidad.
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