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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. La
liberacién de genes terapéuticos vehiculizados en nuevas formas farmacéuticas se
presenta como una prometedora alternativa en el tratamiento de esta enfermedad.
Los dendrimeros PAMAM son polimeros catiénicos cuya aplicacién como vehicu-
los en terapia génica esta generando un interés creciente en la comunidad cienti-
fica. La mezcla de los dendrimeros con DNA lleva a la formacién de complejos por
interaccién electrostatica que reducen el tamarfio y la carga del DNA, lo protegen
de la degradacion por las nucleasas del suero y aumentan su entrada en la célula
por endocitosis. Sin embargo, la influencia de los aspectos fisico-quimicos en la
eficacia de estos vectores, asi como el balance éptimo entre su eficacia y toxicidad
no han sido totalmente elucidados. En este trabajo se han empleado dendrimeros
de distintos pesos moleculares (14.000 Da y 28.000 Da) y se han asociado a DNA
plasmidico en cantidades crecientes. Las formulaciones preparadas con el dendri-
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mero de 14.000 Da presentaron tamanos de particula de entre 150 y 170 nm,
mientras que a las mismas relaciones de carga, los complejos preparados con el
polimero de mayor peso molecular presentaron valores menores, de alrededor de
100 nm. El potencial de superficie fue positivo en todos los casos excepto cuando
se utilizé la misma cantidad de polimero y de DNA (punto de electroneutralidad).
Ademas, en este estudio se ha demostrado la capacidad de estas formulaciones
para proteger al DNA frente a la degradacién por DNAasas independientemente del
peso molecular y cantidades utilizadas. Los resultados in vitro en células HepG2
(hepatocarcinoma humano) y CT26 (cancer de colon murino) sugieren que a mayor
peso molecular y a mayor cantidad de dendrimero se obtienen mayores niveles de
expresion génica. Por ultimo, sefialar que los estudios de toxicidad determinaron
una viabilidad celular superior al 80% en todos los casos.

Palabras clave: Terapia génica.—Dendrimeros.—Polimeros.—Galénica.—PA-
MAM (poliamidoamina).

SUMMARY

Design and development of new pharmaceutical dosage forms
for therapeutic gene delivery applied to liver and colon cancer

The success of gene therapy is largely dependent on the development of vectors
(new pharmaceutical dosage forms) capable of effectively transfering therapeutic
genes into cells. One mayor approach in non-viral gene therapy is based on cationic
polymers, like PAMAM (polyamidoamine) dendrimers. In the latest years, the
growing interest in the use of dendrimers as gene carries has lead into numerous
in vitro and less in vivo studies. The combination of DNA with dendrimers forms
complexes that reduce the size and the charge of DNA, protects the genetic material
against degradation by serum nucleases and enhances the uptake into cells by
endocytosis. However, the mechanisms of internalization and the influence of
biophysical features in transfection efficacy are not fully elucidated. Moreover, the
safe limits in terms of toxicity of dendrimers when condensed with DNA are still
not clear. More systematic studies are needed to gain a better understanding of the
rules that govern dendrimer-based gene delivery. In this study, we have developed,
characterized and optimized nanoparticles composed of PAMAM dendrimers
(14.000 Da and 28.000 Da) and plasmid DNA, which can deliver genetic material
into tumour cells. The quantities of both components were calculated in order
to prepare complexes at charge ratio (+/-) from 1/1 to 10/1 (dendrimer/DNA). The
size of the complexes ranged from 150 nm to 170 nm for those prepared with
the 14.000 Da dendrimer at charge ratio 2/1 to 10/1. At the same charge ratios, the
complexes prepared with the highest molecular weight polymer showed lower
values (around 100 nm). The zeta potential was positive in all cases, except for the
ratio 1:1 (neutrality point). Complexes prevented nuclease digestion. The protection
was observed in both polymer generations at all the charge ratios prepared. In vitro
gene expression by complexes was performed in HepG2 cells (human hepatocellular
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carcinoma) and CT26 cells (murine colon adenocarcinoma). Transfection levels
increased with the charge ratio and with the molecular weight with maximum
levels at charge ratio 10/1 in both generations. Finally, in vitro toxicity assays
showed a viability higher than 80% in all the complexes prepared.

Keywords: Gene therapy.—Dendrimers.—Polymers.—Pharmaceutical.—
PAMAM (polyamidoamine).

INTRODUCCION

1. Terapia génica. Desafios actuales

La terapia génica se define como el tratamiento de una enferme-
dad mediante la transferencia de material genético a las células es-
pecificas de un paciente. Se presenta como un método para tratar o
prevenir enfermedades mediante el uso de genes que doten al pa-
ciente de informacién genética adecuada para producir las proteinas
necesarias para corregir o modular una enfermedad.

Los avances en genémica, proteinémica y la secuenciacion del
genoma humano, han permitido identificar nuevos genes implicados
en la aparicion y desarrollo de enfermedades como el cancer, la fibro-
sis quistica, la hipercolesterolemia familiar o enfermedades cardiovas-
culares. Al igual que en otras areas de la biomedicina, la mayoria
de la investigaciéon en terapia génica esta dirigida al tratamiento del
cancer. De todos los ensayos clinicos de terapia génica aprobados en
el mundo hasta este momento, casi un 70% corresponden a ensayos
dirigidos al tratamiento del cancer.

La terapia génica del cancer tiene como finalidad la eliminacién
selectiva de las células tumorales por medio de tres estrategias prin-
cipales: la correccién génica de las células tumorales, la destruccién
de células tumorales y la terapia adyuvante. En cualquiera de ellas
es necesario que el gen terapéutico llegue al interior de la célula
tumoral, atraviese el citoplasma hasta el nticleo y exprese la proteina
para la que codifica. Esta proteina sera la encargada de destruir a la
célula tumoral, corregir su base génetica, etc.

El gen terapéutico debe superar diversos obsticulos extracelu-
lares e intracelulares hasta su expresion en el interior de la célula.
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Estas barreras varian en funcién del tejido y de la via de administra-
cion elegida. Uno de los problemas principales es la estabilidad y la
supervivencia del sistema administrado en el torrente circulatorio.
Por un lado, las enzimas nucleasas presentes en el suero son capaces
de degradar el DNA desnudo. Por otro, la interaccién con las protei-
nas séricas puede dar lugar a la formacién de grandes agregados que
son rapidamente eliminados por las células fagociticas. Ademas, la
entrada de material genético extrafio al organismo asociado a un
sistema sintético o viral va a dar lugar a la aparicién de respuestas
de inmunidad celular y humoral generando procesos inflamatorios,
sobre todo en el caso de los vectores virales que poseen elementos
muy inmunogénicos en su composiciéon.

El DNA ha de ser capaz de alcanzar el nicleo celular. Dependien-
do del mecanismo del vehiculo o del procedimiento empleado, la
entrada en la célula se produce por endocitosis, por fusién de mem-
branas o por desestabilizacion de la membrana. Una vez que el acido
nucleico llega al citoplasma es captado por el sistema endosomal-
lisosomal. El material genético es almacenado en unas vesiculas lla-
madas endosomas que poseen un pH acido y con un contenido rico
en enzimas capaces de degradadar moléculas libres de DNA. La ul-
tima barrera es la entrada de DNA exé6geno en el nicleo celular. La
membrana celular permite el transporte pasivo de moléculas peque-
fias a través de unos poros que tienen un tamano de 80 nm aproxi-
madamente. Algunos sistemas de transfecciéon son mas eficaces con
células en proliferacién. Durante la profase temprana de la mitosis
se produce la disgregacion de la envoltura nuclear. Esto permite una
distribucién homogénea del vector en el interior celular, quedando
una porcion intranuclear del mismo, una vez reconstituido el nicleo.

La manera mas sencilla de administrar el DNA es la inyeccién
directa del DNA desnudo a los tejidos o bien su administracién sis-
témica, pero son técnicas muy limitadas. Como se acaba de exponer,
el DNA sin protecciéon presenta una biodisponibilidad celular muy
baja. La buisqueda de nuevos sistemas de liberacion de genes, efica-
ces y seguros, supone uno de los campos principales de investigacién
en terapia génica.
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2. Vectores en terapia génica

Se distinguen fundamentalmente dos tipos de vectores en terapia
génica: los vectores virales y los vectores no virales o sintéticos. Un
vector ideal deberia cumplir los siguientes requisitos:

® Que proteja el DNA frente a la degradacién enzimatica.
* Que sea capaz de empaquetar altas cantidades de DNA.

* Que posea mecanismos que favorezcan la internalizacién celu-
lar, el escape del endosoma y el transporte al nuacleo.

¢ Que sea facil de administrar.
e Que sea estable en el suero.

® Que produzca una nula o baja toxicidad, inmunogenicidad y
patogenicidad.

* Que sea facil de purificar.
e Que sea facil de fabricar.

* Que posea un bajo coste.

2.1. Vectores virales

Con el uso de los vectores virales se aprovecha la capacidad
natural que tienen los virus para introducir material genético en el
interior de las células. La aplicacién de estos vectores en terapia
génica exige ciertas propiedades del propio virus. Por un lado, el
genoma viral debe ser capaz de acomodar el gen terapéutico, y por
otra debe tratarse de un virus defectivo, es decir, un virus al que se
le ha privado de alguna funcién necesaria para desarrollar su ciclo
replicativo, de modo que no pueda ser patégeno para el paciente.
Los principales grupos de vectores virales empleados en terapia
génica son los retrovirus, los adenovirus, los virus adenoasociados y
los herpesvirus. A pesar de que son unos vectores que alcanzan una
alta eficiencia de transfeccién, presentan algunos inconvenientes
entre los que destacan la limitacion del tamafio de DNA que puede
ser empaquetado, los bajos titulos de vector que se obtienen durante
su produccién, el riesgo potencial de infeccién y la mutagénesis
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insercional. Si bien, la principal desventaja de estos vectores es que
la respuesta del hospedador al virus parece limitar la duracién de la
expresion y la posibilidad de administrar dosis repetidas.

2.2. Vectores no virales

Las limitaciones de los vectores virales hacen que los vectores
sintéticos se presenten como una alternativa atractiva en la terapia
génica. Entre sus ventajas, se puede destacar que no inducen inmu-
nogenicidad, que presentan una baja toxicidad y que son faciles de
producir a gran escala. Sin embargo, su principal inconveniente es
su menor eficiencia de transfeccién respecto a los vectores virales.

De todos los vectores no virales, los que mas posibilidades presen-
tan y mejores resultados estan alcanzando son los sistemas quimicos
basados bien en la encapsulacién, o en la condensacién del DNA con
el objeto de protegerlo y de facilitar su entrada en la célula. Entre ellos
encontramos los sistemas lipidicos, poliméricos y peptidicos.

Dentro de los sistemas poliméricos se encuentran los polimeros
catiénicos. Estos sistemas se basan en la condensacién del DNA car-
gado negativamente en particulas compactas mediante la interaccién
electrostatica con policationes. Las particulas resultantes protegen al
DNA y facilitan su internalizacién. Existen numerosos policationes
que permiten la formulacién del DNA entre los que se incluyen la
polilisina (PLL), la polietilenimina (PEI), el poli (2-dimetilaminoetil
metacrilato) (PDMAEMA), el quitosano y los dendrimeros catiénicos.
Estos dltimos constituyen la base de este trabajo.

3. Los dendrimeros PAMAM

Dentro del grupo de polimeros catiénicos cabe destacar los den-
drimeros PAMAM (poliamidoamina) por su relacién con el trabajo
experimental. Los dendrimeros (del griego dendron: arbol, y meros:
parte) son macromoléculas esféricas altamente ramificadas. Su des-
cubrimiento y sintesis se llevé a cabo a principios de los afnos ochen-
ta. Presentan una estructura de «estrella densa» caracterizada por
un nucleo central del que surgen numerosas ramificaciones. Existen
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dos tipos principales de dendrimeros PAMAM, los que tienen como
nucleo un grupo amonio y los que presentan una molécula de etilen-
diamina, dando lugar a estructuras con tres y cuatro puntos de ra-
mificacién respectivamente.

La sintesis de este polimero se realiza mediante la adicién de
metacrilato al nucleo, seguida de una amidacién con etilendiamina
del grupo éster resultante. Con cada repeticion de este proceso apa-
rece una nueva generacion. Si consideramos el nacleo como la ge-
neracion 0, la primera adicién de metacrilato y posterior amidacién
daria lugar a la generacién 1, la repeticién de este proceso daria
lugar a la generacion 2 (G2), y asi sucesivamente. Con cada genera-
cién, el peso molecular del dendrimero se incrementa exponencial-
mente y el nimero de grupos amino terminales de su superficie se
dobla. En general, los dendrimeros PAMAM presentan un tamario y
estructura bien definidos con un indice de polidispersién bajo en
comparacion con otros polimeros de similar peso molecular.

Cuando el DNA se mezcla con el polimero PAMAM, se forma un
complejo basado exclusivamente en una interaccién de los grupos
fosfato negativos del DNA y los grupos amino primarios que se en-
cuentran protonados en su superficie. Una neutralizacion de las car-
gas del complejo o una alteracion en su carga neta producen cambios
en las caracteristicas fisico-quimicas y biol6gicas del mismo. La mor-
fologia de estos complejos es toroidal, muy similar a la que forma
el DNA con otros polimeros catiénicos como la polilisina o la polieti-
lenamina.

La caracterizacion de la unién PAMAM-DNA vy del proceso de
condensaciéon no han sido totalmente elucidados. Parece que un
aumento en la relacién de carga (+/-), favorece el proceso de forma-
cién del complejo.

En general, los complejos catiénicos se unen por interaccion elec-
trostatica a la membrana celular cargada negativamente. El proceso
de internalizaciéon de los complejos PAMAM-DNA esta mediado por
endocitosis. Asi lo demuestran estudios realizados siguiendo la in-
corporacion en las células de DNA desnudo marcado con radioacti-
vidad o condensado con dendrimeros marcados con radioactividad.
Ademas, se ha demostrado que una deplecién del colesterol en la
membrana celular provoca una inhibicién total del proceso de inter-

235



GEMMA NAvArRrRO DieEz Y C. TROS DE ILARDUYA AN. R. Acap. Nac. Farwm.

nalizacién. En cualquier caso, es importante sefalar que un menor
tamarfio y una carga superficial positiva favorecen el proceso de in-
ternalizacién mediado por endocitosis. Una vez dentro de la célula,
la eficacia de los complejos depende de su habilidad para escapar del
endosoma. Los dendrimeros PAMAM tienen una alta capacidad tam-
pén, debido a que poseen grupos amina protonables. Esto hace que
en el interior del endosoma se comporten como bases débiles y tam-
ponen el medio 4cido (1). Sus propiedades tampén hacen que el
dendrimero actie como una «esponja de protones». Al decelerar la
acidificacion del endosoma, se activa una ATPasa endosomal que
provoca la entrada masiva de protones al endosoma seguido de un
flujo de iones cloruro. Estos cambios en la osmolaridad conducen a
un aumento del volumen del endosoma de un 140% con la conse-
cuente ruptura del mismo (2).

Todas las propiedades y caracteristicas anteriormente descritas
hacen del polimero PAMAM un candidato adecuado para la libera-
cién de genes en el nicleo. En general, las generaciones mas altas,
la generacion 5 y superiores, son las que muestran una mayor efi-
cacia de transfeccién. Parece que la naturaleza del nucleo central,
amonio o etilendiamina, no influye en las eficacias de transfeccién
y que los parametros mas importantes en este sentido son el peso
molecular y el nimero de grupos amino terminales caracteristicos
de cada generacién (3).

Los dendrimeros pueden sufrir un proceso de activacién que da
lugar a los llamados «dendrimeros activados» o «dendrimeros fractu-
rados» (4). Este proceso de activacion consiste en la solubilizaciéon del
dendrimero en un solvente adecuado (agua, butanol) y un posterior
calentamiento que da lugar a la degradacién del dendrimero por rup-
tura de algunos enlaces amida. Esto hace que la estructura del den-
drimero activado sea mas flexible, lo que se relaciona con una mayor
eficacia de transfeccién (5). En la actualidad el dendrimero activado
de la generacion 6 del PAMAM, que se comercializa bajo el nombre
de Supefect™, se utiliza como un agente de transfeccién estandar.

Se han realizado numerosos estudios que demuestran la habilidad
de los dendrimeros como agentes de transfeccién in vitro en numero-
sas lineas celulares (1, 6-8). Los estudios in vivo desarrollados hasta
ahora no han sido muy prometedores. Las causas principales son
la falta de eficacia y la toxicidad asociada a estos polimeros. Desta-
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can algunos realizados por distintas vias de administracién, sistémi-
ca (9, 10), intratumoral (11), pulmonar (12) y por inyeccién directa en
el ojo (13) o en el corazén (14). También se han realizado estudios in
vitro (15) e in vivo (16) para terapia antisentido.

A determinadas dosis, los dendrimeros PAMAM, como la mayoria
de los policationes, son capaces de desestabilizar la membrana y pro-
vocar la lisis celular. Es importante advertir que practicamente la
mayoria de los estudios de toxicidad realizados in vitro e in vivo (17),
muestran datos de toxicidad asociados a la administracién de los den-
drimeros solos. Si la toxicidad de los dendrimeros es debida a las car-
gas positivas de su superficie, cabe pensar que al formar complejos
con el DNA, la toxicidad varie con respecto a los dendrimeros solos,
aunque los estudios comparativos de los que se dispone son confusos
y contradictorios (18). Los estudios in vitro han demostrado que los
dendrimeros pueden presentar citotoxicidad y hematotoxicidad de-
pendientes de la generacién siendo las generaciones altas, las mas
téxicas (19).

Hasta el momento, el nimero de estudios sisteméaticos sobre la
toxicidad in vivo es muy escaso. La inyeccién en ratones de den-
drimeros G5 e inferiores a una dosis de 10 mg/kg de ratén no pare-
ci6 ser toxica (20). Con respecto a la inmunogenicidad, en estudios
iniciales los dendrimeros mostraron una débil o nula inmunogenici-
dad y cierta actividad como adyuvantes (21) aunque posteriormente
se ha demostrado que poseen cierta inmunogenicidad (22).

La biodistribucién tras la administraciéon parenteral de los den-
drimeros ha sido ampliamente estudiada, sobre todo en relacién al de-
sarrollo de estos dendrimeros como posibles agentes de imagen (23).
Las generaciones mas pequefias son rapidamente eliminadas de la cir-
culacién via higado, para ser excretadas por el rifién. Aunque es posi-
ble que los perfiles de distribucién puedan verse alterados cuando se
modifica la superficie del dendrimero (17).

Por todo lo anterior, la optimizacion de los dendrimeros PAMAM
como vehiculos para la liberacion de genes requiere necesariamente
un balance entre la eficacia terapéutica y los efectos toxicos. En este
sentido, se han desarrollado nuevas sintesis a partir de los dendrime-
ros PAMAM con el fin de buscar modificaciones estructurales que
incrementen su eficacia y disminuyan su toxicidad (24 y 25).
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MATERIAL Y METODOS
1. Material
1.1. Material génico

El DNA plasmidico (pDNA) utilizado que contiene el gen de la
luciferasa bajo el promotor del citomegalovirus (CMV), fue el pCMV-
Luc (VR-1216), (BioServe Biotechnologies, EE.UU.). Su crecimiento
se llevé a cabo en Escherichia coli XL-12 y su purificacién con «Quia-
gen Endofree® Plasmid Giga Kit» (Quiagen, Alemania).

1.2. Productos y reactivos

Los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) con etilendiami-
na (EDA) como iniciador tetravalente de la polimerizacién fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich. Para este estudio se utilizaron las gene-
raciones cuarta, G4 (EDA) y quinta G5 (EDA) con un peso molecular
de 14.215 Da y 28.826 Da, y un nimero de grupos amino terminales
de 64 y 128, respectivamente.

Para el crecimiento e identificacién del plasmido y para las elec-
troforesis en gel de agarosa se utilizé: agar, medio LB Broth, agarosa
D-1 Baja EEO (Pronidasa, Espafa), kanamicina (Sigma-Aldrich,
EE.UU.), tampén Tris-bérico-EDTA (TBE) formado por Tris 0.1 M,
acido bérico 0,09 M y EDTA 0,01 M (Invitrogen Life Technologies,
Reino Unido), bromuro de etidio (50 pL/mL) (Gibco BRL® Life Tech-
nologies, EE.UU.), desoxirribonucleasa I (Invitrogen Life Technolo-
gies, Reino Unido), glicerol (Invitrogen Life Technologies, Reino Uni-
do) y azul de bromofenol (Sigma, EE.UU.).

Las nanoparticulas se prepararon en buffer Hepes Glucosado
a partir de HEPES (Sal s6dica) y D- (+) - Glucosa (Sigma-Aldrich,
Alemania).

Para la disociacién de los complejos se utilizé: sal sédica de
heparina (Sigma, Alemania), EDTA (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y lauril
sulfato sédico (Roig Farma, Espana).

Para los estudios de transfeccién in vitro se utilizaron los reacti-
vos «Luciferase Assay Sustrate» (Promega, EE.UU.), «Reporter Lysis
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Buffer 5X» (Promega, EE.UU.) y el kit «Bio-Rad D_ Protein Assay»
(Bio-Rad Laboratories, EE.UU.). Para evaluar la viabilidad se utilizo
el reactivo «Alamar Blue» (Trek Diagnostic System, Inglaterra).

1.3. Cultivos celulares

Las lineas celulares empleadas en este estudio fueron HepG2
(células de hepatocarcinoma humano) y CT26 (células de cancer
de colon de ratén) (American Type Culture Collection, MD, EE.UU.).
Se mantuvieron a 37° C en atmésfera humidificada con un 5% de CO,.
El medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium-High Glucose con 4500 mg/L de glucosa y Glutamax-I) suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino (FBS), penicilina (100 U/mL)
y estreptomicina (100 pg/mL). Todos los productos empleados en
los cultivos celulares se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies
(Reino Unido).

2. Métodos

2.1. Purificacién del pldsmido

El plasmido empleado en los estudios (pCMVLuc) se obtuvo tras
el crecimiento de bacterias E.coli modificadas en placas de cultivo
de agar-agar con kanamicina a una concentracién de 50 pg/mL. Se
tomo6 una unidad formadora de colonias y se crecié primero en 5 mL
de precultivo LB Broth (1% p/v peptona de caseina, 0,5% p/v de ex-
tracto de levadura y 0,5% p/v de NaCl), y kanamicina (50 pg/mL)
durante 4 horas a 37° C, y después en 2 L del mismo medio durante
12 horas a la misma temperatura bajo agitacién orbital en un agita-
dor Shaker modelo 625 (New Brunswick Scientific, Co. Inc, Edison,
EE.UU.).

Tras la centrifugaciéon de las bacterias a 6.000 r.p.m. y 4° C du-
rante 15 minutos en una centrifuga Beckman J2-HS, la purificacién
se llevé a cabo con el kit «Qiagen Endofree® Plasmid Giga». Una vez
purificado, el plasmido fue resuspendido en 1 mL de agua estéril. La
concentracién y pureza del plasmido se determiné mediante espec-
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troscopia UV midiendo la absorbancia del DNA plasmidico purifica-
do a 310, 280 y 260 nm en un espectrofotémetro UV-visible Hewlett
Packard 8452 (EE.UU.). El cociente de las absorbancias A,./A,q, de
todas las muestras fue siempre mayor o igual a 1,8, indicando un
grado de pureza adecuado para el plasmido. La concentracién del
plasmido se calcul6é mediante la ley de Lambert-Beer, segtn la cual
una unidad de absorcién a 260 nm equivale a 50 pg/mL de DNA de
doble cadena o a 40 pg/mL de DNA de cadena sencilla.

Ademas, para garantizar la pureza del pDNA, las muestras fueron
sometidas a digestién con enzimas de restriccién, comparando los
fragmentos obtenidos con los productos de digestiéon obtenidos de un
pCMVLuc patrén. Para ello se tomé 1 pg de pDNA, 0,5 pL de enzima
Pst1, 0,5 pL de enzima Xho I, 2 pL de REact® 2 (Invitrogen Life Tech-
nologies, Reino Unido) y la cantidad suficiente de agua para alcanzar
20 pL. Tras mantener la muestra en un bafio a 37° C durante 2 horas,
se analizaron los productos de la digestién mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% usando TBE como buffer. La fuente electrofo-
rética utilizada fue un Power Pac 300 de Bio Rad (EE.UU.). Las mues-
tras se sometieron a un voltaje continuo de 80 mV durante 2 horas. El
DNA se visualiz6 mediante luz UV en una cdmara oscura de aislamien-
to Gel doc 2000 (Bio Rad, EE.UU.) tras la intercalacién con bromuro
de etidio.

2.2. Preparacion de los sistemas PAMAM/DNA

Los complejos se prepararon mediante la mezcla de volimenes
iguales de una solucién de pDNA con una solucién del dendrimero
(PAMAM G4 o PAMAM G5), ambas preparadas en BHG (Buffer He-
pes Glucosado) (HEPES 10 mM, glucosa al 10%, pH 7,4). La mezcla
se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. La concentra-
cién final del DNA en los complejos fue de 5 pg /mL.

Las cantidades de dendrimero y DNA fueron calculadas para ob-
tener complejos a distintas relaciones de carga (+/-) respecto al
namero de grupos amino terminales del polimero frente al namero
de grupos fosfato del DNA. Para cada generacién de dendrimero se
obtuvieron complejos con relaciones de carga desde 1/1 hasta 10/1
(PAMAM/DNA). Dado que las generaciones del polimero fueron su-
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ministradas por la casa comercial en forma de solucién metanélica,
fue necesaria la eliminacién del disolvente mediante rotaevapora-
cién (23 mbar, 143 r.p.m.) durante 20 minutos. El film de polimero
obtenido se sec6 a vacio durante dos horas y posteriormente se hi-
draté con BHG.

2.3. Determinacion del tamaiio y potencial zeta

El tamafio y potencial zeta se midieron por difractometria de
laser en un Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Reino
Unido). Para ello, se diluyeron 200 pL de complejo en 1 mL de agua
bidestilada. Las medidas se realizaron por triplicado.

2.4. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Se prepararon complejos con PAMAM G5 a una relacién de carga
10/1 en BHG. Tras depositar un pequefio volumen de los complejos
sobre una superficie de mica, se dejaron secar al aire. Las imagenes
fueron tomadas en un Cervantes AFM System (Nanotec Electréni-
ca, S. L., Espafia). Se han utilizando cantilevers Nanosensor NCH-W.
Las medidas se realizaron en modo dinamico.

2.5. Estudios de condensacién

En una placa de 96 pocillos se aniadieron 1,5 pg de DNA y 0,17 png
de bromuro de etidio por pocillo, es decir, a una relacién molar 10:1
(DNA: Bromuro de etidio). A continuacién se afadieron cantidades
crecientes de dendrimero y BHG hasta 300 pL de volumen total en los
pocillos y se incubaron 10 minutos en la oscuridad. La concentracién
de pDNA fue de 5 pg/mL. La fluorescencia emitida se determind, tras
dos horas de incubacién, mediante un espectrofluorimetro Genios
(Tecan, Austria) a una longitud de onda de excitacion de 540 nm y una
longitud de onda de emisi6on de 580 nm. La fluorescencia relativa de
cada muestra se calcul6 de la siguiente manera:

100
F = (F, —F)x—
r (ob e)X(FO_Fe)
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Donde F , es la fluorescencia en cada muestra, F, es la fluores-
cencia en ausencia del DNA, y F,_ es la fluorescencia del DNA en pre-
sencia de bromuro de etidio y en ausencia de polimero.

2.6. Gel de retardo

Se prepararon complejos para cada generacién de PAMAM a
distintas relaciones de carga. Se incubaron durante 15 minutos y se
sometieron a electroforesis. La cantidad de pDNA por pocillo fue de
1 pg. Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: agarosa
al 1,2% y un voltaje constante de 80 mV durante 2 horas en TBE.

2.7. Ensayo de proteccion frente a DNAsa I

La proteccién del pDNA condensado frente a DNAsa I se evalué
mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello se incubaron
los complejos y el DNA control en presencia de desoxirribonuclea-
sa I (1 Upg DNA) en un bafio Grant Instrument (Reino Unido) a
37° C durante 30 minutos. A continuacién se interrumpié la diges-
tién afiadiendo 6 pL de EDTA (0,25 M). Para disociar los complejos
se anadieron 11,4 pL de SDS al 15% y tras 10 minutos de incubacién
se adicionaron 25 pL de heparina al 7%. Tras una hora de incuba-
cién las muestras se sometieron a electroforesis.

Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: agarosa al
0,8% y un voltaje constante de 80 mV durante 2 horas en TBE. La
fuente electroforética utilizada fue un Power Pac 300 (Bio Rad,
EE.UU.). El DNA se visualizé mediante luz UV en una cadmara oscura
de aislamiento Gel doc 2000 (Bio Rad, EE.UU.) tras la intercalacién
con bromuro de etidio. El DNA extraido de los complejos se comparé
con un pDNA control y con una muestra de pDNA desnudo en las
mismas condiciones de digestiéon con nucleasas.

2.8. Estudios de transfeccion in vitro en cultivos celulares

Para los estudios de transfecciéon se utilizaron las lineas celulares
HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) y CT26 (células de can-
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cer de colon de ratén). Se platearon 3 x 10° células por pocillo en
DME-10 sobre placas de 48 pocillos (Iwaki Microplate 48-Well, Ja-
p6én). Cuando el grado de confluencia fue del 80% se procedi6 a la
transfeccion. En cada pocillo se anadieron 300 pL. de FBS completo
activado y 200 pL complejo, de forma que la concentracién final de
FBS en el pocillo fue del 60%. La cantidad de pDNA por pocillo fue
de 1 pg. Tras 4 horas de incubacién a 37° C y 5% CO, en un incuba-
dor (Forma Scientific, Inc, CO, water Jacked incubator 3121, EE.UU.),
se retiré el medio de transfecciéon y se afiadi6 DME-10. Después de
48 horas, las células se lavaron con PBS y se lisaron con 100 pL de
buffer de lisis 1X (RLB, «Reporter Lisis Buffer») (Promega, EE.UU.).
Posteriormente se sometieron a dos ciclos de congelacién-desconge-
lacién a —-80%. El contenido de cada pocillo se centrifugé a 12.000 g
durante 10 minutos. Se analizaron 20 pL del sobrenadante obtenido,
midiendo la expresién de luciferasa con el kit «Luciferase Assay» y la
cantidad de proteina total mediante el kit «Bio-Rad D_ Protein Assay».
Los resultados se expresaron en ng de luciferasa por mg de proteina.

2.9. Estudios de viabilidad celular

Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo mediante el
ensayo «Alamar Blue», que permite cuantificar la proliferacién celu-
lar. Para ello, se plantearon 3 x 10° células por pocillo en DME-10
sobre placas de 48 pocillos (Iwaki Microplate 48-Well, Jap6n). Las
células fueron transfectadas segiin el procedimiento del epigrafe
anterior. Tras 4 horas de incubacién a 37° C y 5% CO,, se retir¢ el
medio de transfeccién y se anadié DME-10. Después de 48 horas, se
retir6é el medio de cultivo y se afiadié 1 mL de solucién de Alamar
Blue al 10% en DME-10. Tras 2 horas de incubacion, se determind
la absorbancia a 570 y 600 nm de 200 pL de sobrenadante, mediante
un lector de placas iEMS READER (Labsystem, Finlandia). El por-
centaje de viabilidad de las células tratadas con cada uno de los
complejos, se calculé de acuerdo con la siguiente férmula:

Agyy — Agy ) células tratadas x 100

o viaislidad . (A~ Ao
o viabilidad ( A, — A 600) células sin tratar
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RESULTADOS

1. Influencia de la generaciéon del polimero y de la relacién
de carga PAMAM/DNA sobre el tamaiio de particula

El tamafio de particula se analiz6 mediante difractometria de
laser. Se prepararon formulaciones con las generaciones 4 y 5 del
dendrimero PAMAM a distintas relaciones de carga, como se indic6
en el apartado de «Material y Métodos».

En la Tabla 1 se observa cémo la generacion del polimero influye
en el tamano de los complejos, siendo los complejos preparados con
la generaciéon 4 de mayor tamano respecto a aquellos preparados
con la generacién 5. Esto se observa en todas las relaciones de carga,
a excepcion de la relacion 1/1 (electroneutralidad), que presenta
tamarios de particula no homogéneos y superiores al resto.

TaBLAa 1. Tamaiio de los complejos en funcion de la generacion del dendrimero
v de la relacion de carga polimero/DNA

Tamavio de particula (nm)

Relacion de cargas

(+/-) Complejos G4-DNA Complejos G5-DNA
1/1 471 + 85 585 + 260

21 150 + 37 113 = 11

4/1 173 = 16 110 = 15

6/1 160 = 16 108 + 3

8/1 154 + 23 100 = 25

10/1 153 + 24 102 = 10

En cuanto a la influencia de la relacién de carga (cargas positivas
del polimero frente a negativas del DNA) en el tamano de particula,
no se observan diferencias significativas en los tamarios de los com-
plejos preparados con la generacién 4 o con la generacién 5. La
Tabla 1 muestra como los complejos con relacién de carga 2/1 y
superiores poseen una alta homogeneidad en el tamafio de particula
con desviaciones estiandar muy pequeiias.
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2. Influencia de la generaciéon del polimero y la relacién
de carga PAMAM/DNA sobre el potencial zeta

Para estudiar la influencia de la generacién del polimero y de la
relacién de carga sobre la carga superficial de las particulas (poten-
cial zeta), se prepararon complejos con las generaciones 4 y 5 del den-
drimero PAMAM a distintas relaciones de carga.

Como indica la Tabla 2, los complejos preparados con la genera-
ciéon 5 del polimero presentan un potencial zeta ligeramente superior
al de los complejos formulados con la generacién 4.

TaBLA 2. Potencial zeta de los complejos en funcion de la generacion
del dendrimero y de la relacion de carga polimero/DNA

Potencial Zeta (mV)

Relacion de cargas

(+/-) Complejos G4-DNA Complejos G5-DNA
1/1 -5+5 -9+ 3
2/1 8 +1 6+ 2
41 9+5 11 +6
6/1 11 £ 3 15«5
8/1 11 +2 14 = 4
10/1 11 + 3 18 + 5

Respecto a la influencia de la relacién de carga, observamos que
a una relaciéon 1/1, el potencial zeta tiene un valor negativo, aunque
muy cercano a la neutralidad. A partir de la relacién 2/1, los valores
son positivos en todos los casos. En los complejos preparados con la
generacion 4, el potencial zeta aumenta ligeramente con la relacién
de carga, hasta alcanzar una meseta a partir de 6/1 donde los valores
se mantienen alrededor de 11 mV. Sin embargo, en aquellos prepa-
rados con la generacién 5, el potencial zeta tiende a aumentar lige-
ramente con la relacién de carga hasta alcanzar un valor de 18 mV
en la relacién 10/1.
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3. Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La Figura 1 muestra la imagen obtenida por AFM de los comple-
jos preparados con PAMAM G5 a una relaciéon de carga 10/1. Se
observan que los complejos son compactos y con una morfologia
redondeada. No se detectaron moleculas libres de DNA, lo que deter-
mina que la mayoria del plasmido estd condensado.

Ficura 1. Imdgenes AFM (4,3 um x 4,3 pum) de los complejos G5/DNA
a una relacion de carga 10/1.

4. Ensayo de condensacién

Para estudiar el proceso de condensacién del DNA en los comple-
jos, se evalué la capacidad de las generaciones G4 y G5 para despla-

zar a un agente intercalante, el bromuro de etidio, en su unién con
el DNA.

Como se observa en la Figura 2, la curva de condensacion de
ambas generaciones es similar. A medida que se afladen cantidades
crecientes de dendrimero, la fluorescencia relativa debida a la unién
del DNA con el bromuro de etidio va disminuyendo, hasta alcanzar
el grado maximo de condensacién a una relaciéon de carga de 4/1
para PAMAM G4 y de 2/1 para PAMAM GS5.
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Ficura 2. Estudio de condensacion de los complejos.
5. Caracterizacion de la union PAMAM-DNA en los complejos
Para demostrar la unién del dendrimero PAMAM al DNA se rea-
liz6 un gel de retardo. Los resultados obtenidos se observan en la

Figura 3.

Gid G5

DNAc IVl 21 41 &1 81 101 1 21 41 &1 &1 10/

Ficura 3. Gel de retardo para los distintos complejos preparados.

El gel de retardo es el resultado de los efectos electrostaticos y
estéricos debidos a la formacién del complejo cargado entre el den-
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drimero catiénico y el DNA. En la primera columna del gel aparecen
las bandas del DNA control correspondientes tanto al DNA circular
abierto como al superenrollado. Las siguientes columnas correspon-
den al DNA acomplejado a distintas relaciones de carga con las gene-
raciones 4 y 5 del dendrimero. Ambas generaciones son capaces de
retener e inmovilizar el pDNA en el gel. La retencién total del plasmi-
do se produce en todas las relaciones de carga, desde 1/1 hasta 10/1.

6. Protecciéon del pDNA frente a la degradacién enzimatica
por DNAsas

Para estudiar la proteccion del pDNA al ser condensado en los
complejos, éstos se incubaron a 37° C en presencia de la enzima
DNAsa Iy se analiz6 el pDNA una vez realizada la desacomplejacion.
Los resultados aparecen en la Figura 4.

G4 (EDA) G35 (EDA)

DMNAc DNAc I/l 271 41 o/1 81 1Vl 11 271 41 &/1 81 1041

G eI 12 s s
+ DN Asa

Ficura 4. Estudio de proteccion frente a DNAsas de los distintos complejos
preparados.

En el gel se observa como el pDNA control (columna 1) aparece
intacto, presentando las dos bandas correspondientes al DNA supe-
renrollado y al abierto circular; por el contrario, el pDNA desnudo
incubado en presencia de DNAsas (columna 2) aparece totalmente
degradado tras 30 minutos de incubacién. En el resto de las colum-
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nas, correspondientes al pDNA obtenido tras la ruptura de los com-
plejos preparados con PAMAM G4 (columnas 3-8) y PAMAM G5 (co-
lumnas 9-14) incubados 30 minutos en presencia de DNAsa, el pDNA
esta totalmente protegido independientemente de la relaciéon de car-
ga o de la generacion.

7. Evaluacidén in vitro en cultivos celulares

Para la evaluacién in vitro de las formulaciones galénicas se rea-
lizaron estudios de eficacia de transfecciéon y de toxicidad en las
lineas celulares HepG2 (células de hepatocarcinoma humano) y CT26
(células de cancer de colon de ratén).

7.1. Eficacia de transfeccion

Los resultados de la eficacia de transfeccién in vitro aparecen re-
cogidos en la Figura 5. Las células fueron transfectadas con los com-
plejos preparados con las generaciones 4 y 5 del polimero a distintas
relaciones de carga. También se transfectaron con DNA desnudo (con-
trol) para poder evaluar las diferencias en la expresiéon génica entre el
DNA libre y el condensado. Se observé que el DNA desnudo presenta-
ba una eficacia de transfeccién practicamente nula.

Los complejos PAMAM G5/DNA presentan eficacias de transfec-
cion 5 y 30 veces superiores a los formulados con PAMAM G4 en
HepG2 y CT26, respectivamente. Ademas, si analizamos los valores de
transfeccion dentro de una misma generacién, observamos que en
ambos casos la expresion de luciferasa aumenta con la relacién de
carga hasta alcanzar su maximo nivel a 10/1. En este punto maximo,
los complejos preparados con las generaciones 4 y 5 presentan una
eficacia de transfeccién 50 y 250 veces superior respecto al DNA solo,
respectivamente en la linea celular HepG2 (Figura 5A). En las célu-
las CT26, el incremento respecto al control fue 7 y 225 veces mayor
para los complejos de PAMAM G4 y G5, respectivamente (Figura 5B).
En la Figura 6 se muestran las eficacias de transfeccién de los com-
plejos en presencia o ausencia de suero. Los resultados indican que
los valores de expresién en presencia de suero fueron superiores en
todos los casos.
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Ficura 5. Transfeccion in vitro de las células HepG2 (A) y CT26 (B)
con los complejos PAMAM/DNA a distintas relaciones de carga en presencia
de un 60% de suero. La cantidad de DNA por pocillo fue de 1 ug. Los datos
se representan como la media + d.s de tres pocillos.

7.2. Estudio de viabilidad celular
Como muestra la Figura 7, la mayoria de los complejos presentan

viabilidades cercanas al 90% y en ningun caso inferiores al 80%,
independiente de la relacién de carga o de la generacién empleada.
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Ficura 6. Transfeccion in vitro en HepG2 de los complejos PAMAM/DNA
en presencia o ausencia de suevo. La cantidad de DNA por pocillo fue de 1 ug.
Los resultados se expresan como la media + d.s. de tres pocillos.

DISCUSION

En este trabajo se han preparado y caracterizado nuevas férmulas
galénicas en presencia del polimero PAMAM vy el plasmido DNA y se
ha evaluado su eficacia de transfeccién y su citotoxicidad in vitro.

Muchos de los vectores desarrollados en terapia génica no viral
estan basados en moléculas catiénicas que se unen al DNA mediante
interaccion electrostatica. Cuando estas moléculas son de naturaleza
polimérica forman estructuras denominadas «poliplejos». En la ac-
tualidad, el proceso de unioén, transferencia y expresion del material
genético no ha sido totalmente elucidado. Se piensa que la natura-
leza del complejo determina en gran parte la eficacia de transfec-
cién, y que la formaciéon de complejos con el DNA condensado faci-
lita la entrada del material génico en las células.

Para caracterizar las formulaciones preparadas en este trabajo,
se realizaron medidas de tamano y carga superficial, estudios de re-
tardo en gel de agarosa y ensayos de condensacion.

En la determinacién del tamafio y potencial zeta de los comple-
jos se estudi6 la influencia de la generacién y de la relacion de carga.
La generacion 5 dobla en su namero de grupos amino terminales a
la generacién 4, es decir, posee un mayor namero de cargas positivas
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Ficura 7. Viabilidad celular. Efecto de los complejos PAMAM/DNA sobre la
viabilidad celular en HepG2 (A) y CT26 (B). Los resultados se expresan como
la media + d.s. de tres pocillos.

en su superficie, lo que explicaria que al aumentar la generacién, los
complejos disminuyan ligeramente su tamafo y aumenten su carga
superficial (Tablas 1 y 2). Por otro lado, con el incremento en la re-
lacién de carga, el exceso de cargas positivas es mayor, haciendo que
las formulaciones tiendan a aumentar su potencial zeta. La relacién
1/1 supone un equilibrio de las cargas presentes en el complejo (elec-
troneutralidad) que da lugar a tamafos mayores y poco homogéneos
en comparacion con el resto.

En los ensayos de condensacion se estudi6 la afinidad entre el
dendrimero y el DNA, analizando su capacidad para desplazar al bro-
muro de etidio en su unién al plasmido. Como muestra la Figura 2,
a partir de la relacién 2/1 y 4/1, respectivamente, para PAMAM G4
y G5, no se observan variaciones en la fluorescencia relativa, lo que
indica que se ha alcanzado el grado maximo de condensacién del
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DNA. Podemos afirmar que la generacién G5 tiene una mayor capaci-
dad de condensacién (porque la disminucién en la fluorescencia rela-
tiva es mayor con respecto a la G4) y una mayor eficacia de conden-
sacion (porque se alcanza el maximo grado de condensacién a menor
relacion de carga).

Las imagenes obtenidas por AFM muestran complejos compactos
y de tamano similar al obtenido por difractometria de laser. Ademas
confirman los estudios de condensacién, ya que no se observan mo-
léculas libres de DNA (Figura 1).

Para analizar la formacion y estabilidad de estas formulaciones
PAMAM/DNA, se llevé a cabo un gel de retardo (Figura 3). Se evalu6
la capacidad del dendrimero para retener el DNA mediante electro-
foresis en gel de agarosa. Los dos pesos moleculares del polimero
son capaces de provocar la retencién total del plasmido en todas las
relaciones de carga preparadas. Este retardo en la migracién no se
produce con generaciones pequenas (G3 e inferiores), pero se ha
observado con generaciones superiores (G4-G10). Todo ello sugiere
que es necesario un peso molecular y una carga superficial minima
para que el dendrimero acompleje de manera eficaz el DNA.

El DNA es altamente susceptible de ser degradado por las DNAsas
presentes en el suero. Este hecho hace que muchos de los vectores
empleados en terapia génica no funcionen in vivo. Por esto se llevo a
cabo un estudio in vitro para analizar si el DNA acomplejado estaba
protegido frente a las DNAsas. Se observé como el material génico
permanecia integro independientemente de la relacién de carga pre-
parada y la generaciéon del dendrimero utilizada, mientras que el DNA
en ausencia de polimero era totalmente degradado (Figura 4). Ade-
mas, los estudios in vitro posteriores (Figuras 5 y 6) confirmaron la
capacidad protectora de los complejos.

La evaluaciéon in vitro mostré diferencias significativas entre las
distintas formulaciones. La generacién del polimero y la relacién de
carga influyen en la eficacia de transfeccién (Figura 5). Por un lado,
la actividad de transfeccién de los complejos formulados con PAMAM
G5 es notablemente superior a la de PAMAM G4 en las dos lineas
celulares evaluadas. Este aumento en la transfeccion puede ser debi-
do a que los complejos formulados con la generaciéon 5 tienen menor
tamafo y mayor potencial zeta. Un menor tamarfio favorece el proce-
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so de internalizacién mediado por endocitosis y un exceso de cargas
positivas favorece la interaccién con las glicoproteinas aniénicas y los
fosfolipidos de la membrana celular y con ello la internalizacién del
complejo. Por otro lado, el aumento de la relacion de carga resulté en
un incremento progresivo de la eficacia de transfeccién tanto en
HepG2 como en CT26. Un aumento en la relacién de carga supone un
exceso de las cargas positivas existentes en el complejo, ya que se van
anadiendo cantidades crecientes de dendrimero catiénico, con lo que
se favorece la interaccion con la membrana celular, y en consecuen-
cia la internalizacién del complejo.

Las dos lineas celulares evaluadas presentan niveles de expresién
muy distintos, obteniéndose mejores resultados en las células HepG2
(Figura 5A). Los bajos niveles de expresion génica obtenidos en CT26
hacen que las diferencias en la eficacia de transfecciéon de los distin-
tos complejos se aprecien peor en esta linea celular. Las células CT26
ofrecen gran dificultad a la hora de ser transfectadas. De hecho, exis-
ten muy pocos estudios de transfecciéon con células CT26, y en la revi-
sién bibliografica que se realizé para este trabajo no se encontré nin-
gun dato de transfecciéon con PAMAM G4 y G5 para esta linea celular.

Cabe asimismo sefalar que todas las transfecciones celulares que
se han realizado en este trabajo han sido en presencia de 60% de
suero (FBS), a diferencia de la mayoria de las transfecciones descri-
tas en la bibliografia, que se realizan en ausencia o en presencia de
bajas concentraciones de suero.

La proteccién que ofrecen los complejos PAMAM-DNA frente a la
degradaciéon por DNAsas contribuye también a los valores de efica-
cia de transfeccién obtenidos. Es mas, se observa que en presencia
de suero la eficacia de transfeccién aumenta con respecto a los ex-
perimentos realizados sin suero (Figura 6). Este efecto ya ha sido
observado en otros vectores desarrollados por nuestro equipo y pue-
de ser debido a una mayor estabilidad fisico-quimica de los comple-
jos en presencia de suero.

Cabria pensar que las diferencias en la eficacia de transfeccion de
los distintos complejos y lineas celulares se pudieran deber a dife-
rencias en la toxicidad de los complejos. A determinadas dosis el
PAMAM puede llegar a ser citotéxico mediante una fuerte interac-
cién con la membrana celular y la consecuente ruptura de la misma.
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En los primeros estudios realizados con dendrimeros similares (15)
se obtuvieron bajas eficacias de transfeccién a relaciones de carga
superiores a 6/1 debido a un incremento de la citotoxicidad. Sin
embargo, los estudios de viabilidad realizados en este trabajo de-
mostraron una supervivencia celular superior al 80% para todas las
formulaciones y en ambas lineas celulares (Figura 7).

Por ultimo, destacar que el método de preparacion de los comple-
jos PAMAM-DNA mediante la simple mezcla de ambos componentes,
hace que puedan ser preparados a gran escala y de manera sencilla, lo
que supone una gran ventaja frente a otros vectores utilizados en te-
rapia génica.
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