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Abstract

The development and improvement of non-viral vectors on genetic engineering has been the
subject of study of many researchers due to its advantages as compared to its viral

counterparts.

Among the numerous studied non-viral vectors, hydroxyapatite particles (HAP) have been
traditionally used for genetic transfection assays due to its strong interactions with nucleic

acids, low cost, low toxicity, high biocompatibility and ease of fabrication.

Amid employed vector synthesis techniques, chemical co-precipitation is most popular. It
consists of apatite crystal formation as a consequence of precipitation reactions brought
upon by addition of a phosphate source to an aqueous calcium solution. DNA adsorption

occurs on the surface of the generated apatite material.

However attractive, chemical co-precipitation presents various shortcomings such as poor
morphology control, poor particles size control, aggregates formation and DNA exposure. All
these characteristics have been pointed out by several authors as some of the factors

contributing and leading to low transfection levels.

Within this context, the present study exhibits the successful encapsulation of DNA with HAP
nanoparticles produced by a synthesis protocol based on chemical precipitation. The

obtained nanocapsules showed a primarily spherical morphology and good dispersion.

Moreover, the protecting effect of HAP capsule material upon DNA integrity was confirmed
by endonucleases attack studies as well as genetic material liberation under acidic

biomimetic environment.
Finally, the transfection viability of the synthesized nanoparticles was successfully evaluated

by means of bacterial transformation under in-vitro conditions, thus demonstrating the

biotechnological potential as non-viral vectors.
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Resumen

El desarrollo y perfeccionamiento de vectores no virales en ingenieria genética es sujeto de
estudio por muchos investigadores debido a las ventajas que estos podrian ofrecer respecto

a sus contrapartes virales.

De entre los muchos vectores no virales estudiados, las particulas de hidroxiapatita (HAP)
han sido utilizadas tradicionalmente en ensayos de transfeccién génica debido a que las
mismas presentan fuertes interacciones con los acidos nucleicos, bajo costo asociado, baja

toxicidad y alta biocompatibilidad ; ademas de su facil fabricacion. .

Entre las diversas técnicas empleadas en la sintesis de estos vectores, la coprecipitacion
quimica es una de las mas utilizadas. Este método consiste en la formacién de cristales
apatiticos mediante la reaccion de precipitaciéon que ocurre al adicionarse una fuente de
fosfato y otra de calcio, para posteriormente adsorber el ADN en la superficie del material

formado.

Sin embargo, aspectos como el dificil control de la morfologia, tamafo de las particulas,
formacion de agregados y la exposicion del ADN adherido, han sido sefialados por varios
autores como algunos de los factores responsables de los bajos niveles de transfeccién

alcanzados con este tipo de vectores.

Bajo este panorama, en el presente estudio se logra encapsular satisfactoriamente el ADN
en el interior de particulas de HAP mediante un protocolo de sintesis basado en la
precipitacion quimica, generando nanocapsulas de morfologia mayoritariamente esférica y

con una buena dispersion.

Ademas, se consigue comprobar el efecto protector que este encapsulamiento tiene sobre el
ADN al verse expuesto al ataque de endonucleasas y la posible liberacién del material

genetico bajo condiciones acidas biomiméticas.

Finalmente, se alcanza evaluar la vialidad de transfeccion de las nanoparticulas sintetizadas
mediante la transformacion exitosa de bacterias en condiciones in vitro, demostrando su

potencial como vector no viral.
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1 Glosario
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Desoxirribonucleasa.

Acido etilendiaminotetracético.

Energia dispersiva de rayos X.

Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier.
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Particulas de hidroxiapatita obtenidas a partir

concentraciones 500 mM en calcio y fosfato.

Particulas de hidroxiapatita obtenidas a partir

concentraciones 50 mM en calcio y fosfato.

Particulas de hidroxiapatita obtenidas a partir

concentraciones 5 mM en calcio y fosfato.

Particulas de hidroxiapatita obtenidas a partir

concentraciones 0.5 mM en calcio y fosfato.

de

de

de

de

reactivos

reactivos

reactivos

reactivos

g —

5%

E

o

FV( ¢t

en

en

en

en

LY

SEIB



Pag. 8 Memoria
HAP-ADN Particulas de hidroxiapatita con ADN fish sperm de alto peso
molecular en su interior.
HAP-pUC19 Particulas de hidroxiapatita con el plasmido pUC19 en su interior.
OPC Fosfato octacalcico.
SDS Dodecil sulfato de sodio.
SEM Microscopia de barrido electrénico.
TCP Fosfato tricalcico.
TEM Microscopia de transmision electrénica.
U.A. Unidades arbitrarias.
UV-Vis Ultravioleta — visible.
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2 Introduccion

2.1 Objetivos del proyecto

El proyecto tiene como objetivo general producir un vector no viral basado en hidroxiapatita.
Este vector ha de cumplir con la particularidad de transportar el ADN de manera

encapsulada.

Para alcanzar el objetivo general, se proponen lo siguientes objetivos especificos:
* Sintetizar nanoparticulas de hidroxiapatita.

* Encapsular moléculas de ADN durante la sintesis de nanoparticulas de

hidroxiapatita.

* Caracterizar las nanoparticulas de hidroxiapatita sintetizadas mediante la evaluacion

de su morfologia, composicién y estabilidad quimica.
* Determinar in-vitro la liberacion del ADN encapsulado.

* Evaluar la eficacia de la transformacion bacteriana utilizando las nanoparticulas

sintetizadas.

2.2 Alcance del proyecto

El presente trabajo estudia la aplicaciéon de un protocolo de sintesis basado en el método de
coprecipitacion quimica para obtener nanoparticulas de hidroxiapatita capaces de
encapsular ADN, asi como la evaluacion del uso de estas particulas como vectores no
virales. Los productos obtenidos seran caracterizados y evaluados mediante diversas
técnicas como la microscopia electronica de barrido (observacion de estructuras, morfologia,
dispersion y tamafo de las particulas), la microscopia electronica de transmisiéon
(observacion de estructuras, morfologia y dispersion de las particulas), la microscopia 6ptica
(observacion del efecto dispersivo del uso de ultrasonido durante la sintesis de las
particulas), la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (deteccién de grupos

funcionales, composicién de las nanoparticulas, deteccion de ADN encapsulado), la
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espectroscopia ultravioleta-visible (deteccion de ADN encapsulado, ensayos de liberacion in
vitro del ADN), la espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (analisis elemental de
las particulas), la electroforesis en gel de agarosa (ensayos de liberacion in vitro de ADN,
confirmacion de la incorporacién del ADN por parte de las bacterias) y la transformacion de

bacterias competentes (evaluacion de la viabilidad del vector).

2.3 Vectores no virales

La terapia génica se presenta actualmente como una herramienta para la cura de algunas
enfermedades como el cancer, sida, enfermedades cardiovasculares, fibrosis cistica,

deficiencia de adenosin desaminasa, entre otras [13].

Este tipo de terapia consiste en el encapsulamiento o adsorcion del gen de interés en un
vehiculo o vector, la entrada de este a la célula objetivo y la liberacion del ADN dentro de
la célula para que se lleven a cabo los procesos de transcripcion y traduccion, que

generaran finalmente la proteina de interés [27].

En este campo, es comun el uso de dos tipos de vectores para el transporte de ADN

exogeno al interior de la célula: los vectores virales y los vectores no virales.

Debido a su importancia, estos vehiculos o “carriers” han sido estudiados por varios afos,
generando asi numerosas técnicas enfocadas en mejorar el proceso de la transfeccién

génica.

El vector ideal es definido como aquel que posee alta especificidad celular, minima
respuesta inmune, liberacion eficiente del ADN dentro de la célula y alta capacidad de
carga de ADN [9]; ademas de que sea capaz de proteger el ADN hasta que este alcance

su objetivo [13].

De los dos tipos de vectores mencionados, los vectores virales como los virus atenuados,
los retrovirus y los adenovirus han sido mas utilizados que la mayoria de los vectores no
virales, debido principalmente a su mayor eficiencia en la expresién génica [9]. Sin
embargo, algunos inconvenientes como las respuestas inmunoldgicas especificas que
dificultan la entrega del ADN, la generacidon de reacciones inflamatorias y la integracion

no especifica en el genoma huésped [9], han hecho que los esfuerzos se enfoquen en la
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generacién de nuevos vectores no virales que eviten estos problemas.

A pesar de que el uso de vectores no virales evita o limita los inconvenientes asociados al
uso de vectores virales, estos a su vez presentan algunos factores claves a ser
mejorados como la especificidad por la célula objetivo, la optimizacién de los mecanismos
de entrada del vector en la célula, la eficiencia de liberacion del gen y la minimizacién de
la respuesta inmunolégica [27]. Por tanto, son diversos los trabajos que se pueden
encontrar en la bibliografia en donde se busca mejorar uno o varios de estos aspectos de
los vectores no virales, ya sea con el disefio de nuevos vectores o con la modificacién de

otros ya existentes.

A grandes rasgos, entre los mecanismos no virales de entrega de ADN se pueden
mencionar el uso de ADN desnudo, vectores no virales basados en polimeros cationicos

y los vectores no virales basados en lipidos [27].

El uso de técnicas basadas en ADN desnudo presentan menor inmunogenisidad que las
basadas en los otros tipos de vectores no virales, lo que las hace una alternativa
atractiva. Sin embargo, este tipo de vectores no virales hacen que el ADN sea mas
propenso al ataque de endonucleasas que provocan su degradacion y por tanto, reducen
la eficiencia de la expresién del gen de interés en comparacién con aquellos mecanismos
no virales en los que el material genético se encuentra encapsulado [27]. Algunos
ejemplos de este tipo de mecanismos de transfeccion son el “gene gun”, la
electroporacion, la inyeccion jet, el uso de campos magneéticos, el ultrasonido, el “laser

beam gene transduction” (LBST), la inyeccion hidrodinamica, entre otras.

Los polimeros catiénicos y los lipidos catiénicos son lo dos tipos de vectores no virales
mas investigados [13]. En ambos, se aprovechan las interacciones electrostaticas entre el
ADN cargado negativamente y la carga permanentemente positiva del vector,

generandose complejos denominados poli- 6 lipoplejos.

Segun Roy et al. [24], las nanoparticulas de fosfato de calcio o de materiales similares

como la hidroxiapatita (HAP), representan una clase Unica de vectores no virales.

Este tipo de vectores adhiere o encapsula adecuadamente el ADN en nanoparticulas que
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evitan el ataque de desoxirribonucleasas (DNAasas) y permiten la transferencia del
material genético al interior de la célula tanto en condiciones in vivo como en condiciones
in vitro [24].

Adicionalmente, la superficie de estas nanoparticulas puede ser sujeta a alteraciones que
permitan la adhesion de algunos polimeros, que a su vez pueden ser modificados para

mejorar la afinidad por cierto tipo de célula.

2.4 Transformacion

La introduccién de material genético exdgeno al interior de células como bacterias o virus,
producido u obtenido por cualquier técnica, es el pilar de las técnicas de ADN recombinante
utilizadas en ingenieria genética.

El término transfeccién es definido como “la asimilacion por parte de una célula de ADN
aislado o de ADN presente en el ambiente del microorganismo, referida como
transformante” [27] y se he reportado como el primer proceso de intercambio genético

descubierto en bacterias [8].

Madigan et al. [13] definen transformacién como “el proceso mediante el cual ADN libre es

incorporado en una ceélula receptora, provocando en esta un cambio genético”.

El término “transformacion” es comunmente confundido con el de “transfeccion” debido a
que originalmente este ultimo era utilizado para hacer alusion a la inclusién de acidos
nucleicos virales tanto a células eucariotas como a bacterias. Posteriormente el término
“transfeccidon” quedo limitado a la introduccion de ADN en células de mamifero, incluso

cuando no hay ninguna clase de acido nucleico viral involucrado [13].

A parte de la transduccién y de la conjugacion, la transformacion es uno de los mecanismos
de intercambio genético en células procariotas. En este proceso, el ADN por incorporarse
enfrenta tres posibles escenarios: i) degradacion por parte de enzimas de restriccion, ii)
auto-replicacién (sélo si posee origen de replicacion) vy iii) recombinacién con el cromosoma
huésped [13].
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Esta transferencia génica es un fendmeno natural en una variedad de géneros bacterianos
como Camoylobacter, Neisseria y Streptomyces, entre otros [27]. No obstante, algunas
familias de bacterias que naturalmente no son transformables, pueden ser inducidas a
incorporar ADN exdgeno a su interior mediante técnicas como el tratamiento quimico o la

electroporacion.

En este sentido, la bacteria Escherichia coli, que naturalmente no es capaz de sufrir alguna
transformacion, puede ser sujeta a alguna de estas técnicas con el fin de debilitar su
membrana celular, haciendo al organismo propenso al fenémeno de transformacion artificial.
Esto es importante ya que E. coli es uno de los organismos mas estudiados y mas utilizados

en biotecnologia.

A la habilidad de una célula para incorporar ADN exdégeno a su interior se le denomina

competencia; y es desarrollada sélo bajo ciertas condiciones [8].

El tratamiento con una alta concentracion de iones de calcio sobre bacterias no
competentes y su posterior enfriamiento, provoca un debilitamiento de la membrana celular
que permite la eficiente entrada de ADN plasmidico en el organismo y por tanto su
transformacion. Esta incorporacion de ADN se reporta como 1000 veces mayor que la que

podria experimentar una célula no competente [13].

El mismo resultado puede ser alcanzado mediante la electroporaciéon, que consiste en la
aplicacién de un alto voltaje en cortos pulsos sobre las células, alterando la conformacion de

la membrana y creando huecos por donde el ADN puede pasar [8].

El proceso de integracion del ADN transformante consiste primeramente en la union del
ADN sobre la superficie celular mediante proteinas de union especializadas, seguido de la
inclusién del material genético integro o parcialmente degradado. Después de la inclusién en
el interior de la célula, el ADN se une a proteinas de competencia especificas que lo
protegen del ataque de nucleasas hasta alcanzar el cromosoma donde la proteina RecA lo

toma e incorpora en el genoma por recombinacion genética [13].
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En la Figura 2.1 se muestra un esquema representativo del proceso de transformacion

bacteriana.

En las ensayos de transfeccion, es comun el uso de vectores plasmidos a los cuales les fue
incorporado el gen o genes de interés. Estos plasmidos consisten en ADN de doble cadena,
relativamente pequefio y de forma circular, que contienen como caracteristicas importantes,
un origen de replicacidon capaz de ser reconocido por la maquinaria genética del
microorganismo a transformar, asi como algun gen reportero o “marcador” que indica si la

transformacion fue exitosa o no.

Bacterial ADN

chiomcsome transformante
o~ ) \ Proteina de union a ADN

* ol . )
o1 Proteinas de competencia
) especifica

— Célula receptora

@
Unidn Nucleasa

UA
\\I/ |

Nucleétidos libres

Proteina RecA
(b)

1 Incorporacion

O .-

- |
© U Recombinacion mediada por Rec)‘ﬁ\

Célula transformada

Figura 2.1 Mecanismo de transformacién en bacterias gram-positivas: a) Unién del ADN de
doble cadena mediante proteinas de unién a ADN, b) Paso de una de las dos cadenas al
interior celular mientras la otra es degradada por nucleasas, c¢) Unién de proteinas
especificas a la cadena sencilla y recombinacion con zonas homologas del cromosoma
bacteriano por medio de la proteina RecA, d) Célula transformada. (Adaptado de Fig. 10.13
de [13])
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La presencia de un gen marcador es importante en los ensayos de transformacion ya que
s6lo una de cada diez mil células incorpora satisfactoriamente el plasmido [8], siendo los
marcadores de resistencia a antibiéticos muy utilizados. La popularidad de estos se debe a
la facil seleccion de los microorganismo transformados ya que sélo es necesario colocar la
suspension de células sobre un medio de cultivo que contenga el antibiético, de manera que

so6lo sobreviviran aquellas colonias que hayan incorporado el gen marcador.

Se reporta que la maxima eficiencia de transformacion obtenida ha sido de alrededor de un
20 % de la poblacién, mientras que los valores mas usuales suelen oscilar entre 0.1y 1.0 %
[13]. Ademas, se sabe que la minima concentracion de ADN que lleva a la deteccion de

colonias transformantes es de 0.01 ng/mL [13].

2.5 Hidroxiapatita

2.5.1 Caracteristicas y propiedades

La hidroxiapatita (HAP) es un material ceramico con férmula molecular Caqo(PO4)s(OH),
perteneciente a la familia de las apatitas Cao(PO4)s(F, Cl, OH),; los cuales son materiales

complejos y diversos en el que hay un interés creciente en su uso como biomateriales [21].

La HAP posee una pKps (Kps = producto de solubilidad) de 58.65 a 37 °C y es considerada
entre los otros tipos de apatitas existentes, la forma mas estable de ortofosfato calcico en
rangos de pH de 4.2 a 12.4 [29].

La HAP se encuentra presente de forma natural en los huesos y dientes, confiriéndoles a
estos su rigidez caracteristica. Se trata entonces del principal componente del tejido 6seo en
donde el mineral apatitico se encuentra en forma de cristales laminares muy pequefios y

cilindricos para el caso de la dentina [1] [19] [21] [35].

Caracteristicas como alta capacidad de wunion al tejido 6&seo, comportamiento
osteoconductivo, bioabsorcion, nulos efectos sobre el organismo humano, biocompatibilidad,
alta fuerza de compresion, entre otros, hacen de este bioceramico un buen candidato para
aplicaciones en biomedicina como en la fabricacién de material de relleno para huesos,
D
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como cobertor en implantes quirdrgicos, en la fabricacién de protesis y como vehiculo para
aplicaciones médicas y genéticas [1] [19] [21]. También, la HAP ha sido utilizada en campos
no relacionados con la medicina como en sensores para gases, en fendmenos de catalisis,
como material de soporte para laseres, en remediacion de aguas residuales y en

cromatografia [26] [35].

La sintesis de HAP se puede hacer mediante diversas técnicas reportadas en la literatura
como la precipitacion quimica [5] [35], sintesis de sol-gel [11], sintesis de estado sdlido [36],
sintesis hidrotérmica [12], sintesis mecano-quimica [31], entre otras; en donde la
metodologia empleada ha demostrado afectar considerablemente variables como Ia
morfologia del sdlido, su superficie especifica, la estequiometria del compuesto y su
cristalinidad [19].

Es conocido que la HAP es escasamente soluble en disoluciones neutras o alcalinas y
forma cristales con una alta energia libre, algo caracteristico en sales poco solubles.
Ademas, presenta bajos valores de disolucion/cristalizacién que pueden ser observados

experimentalmente [29].

2.5.2 Estructura y morfologia

(a) (b)

Figura 2.2. (a) Estructura atomica de la HAP y (b) su proyeccién sobre el eje c. (Tomado de
Fig. 1. de [19])
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La hidroxiapatita posee una estructura hexagonal con parametros de celdaa =0.942 nmyc
=0.687 nm [19]. En la Figura 2.2 se pueden observar la posicion de los atomos de calcio en
la estructura: 6 atomos por celda unitaria en la posicion Ca(ll) y 4 atomos para la posicion
Ca(l). En este ultimo caso, los atomos estan localizados en el eje triple y coordinados por
nueve oxigenos de los grupos fosfato. Por su parte, los atomos Ca(ll) forman triangulos

equilateros.

La HAP sintetizada presenta por lo general un amplio rango de tamarnos de particula y
morfologias (ver Figura 2.3), causado parcialmente por la agregacion en la etapa de
crecimiento y parcialmente por la lenta cristalizacion, que dificulta evitar el traslape entre las
etapas de nucleacion y crecimiento [29]. Asi, encontrar las condiciones propicias para
sintetizar nanoparticulas de HAP con tamafos y morfologias reproducibles es todo un reto a
nivel de investigacion, teniendo en consideracion que la morfologia de las particulas

determina en gran medida el comportamiento de cierto material [22].

Figura 2.3. Distintas morfologias adoptadas por la HAP. Arriba izquierda: cumulos
compuestos por particulas esféricas; arriba centro: nano-bastones; arriba derecha:
agrupaciéon en forma de astillas o filamentos; abajo izquierda: nanoparticulas esféricas;

abajo derecha: agregado de astillas y platos. (Tomado de Fig. 3. de [29])
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El tamafio y la morfologia de las particulas de HAP juegan un papel importante segun la
aplicacién deseada para el material. Por ejemplo, se ha reportado que las particulas de HAP
en escala nanométrica pueden ser cinéticamente estables en fluidos biolégicos [34] y que
las geometrias esféricas evitan procesos inflamatorios asi como una mejor integracién 6sea
[19].

2.5.3 Formacion

Segun [29], poco se sabe acerca del proceso de formacion de la HAP en el caso de las
metodologias que involucran formacién por precipitacién a bajas sobresaturaciones, aun y

cuando se trate de estudiar el mecanismo sin la presencia de aditivos.

Este proceso presenta alta sensibilidad incluso a ligeras variaciones de las condiciones
experimentales como lo pueden ser la cantidad y naturaleza de impurezas 6 la textura y tipo
de material del que esta compuesto el recipiente de reaccién [29]. Asi, varios investigadores
enfocan sus esfuerzos al entendimiento del mecanismo quimico en la formacién del

material, tanto a nivel in vitro como en condiciones bioldgicas.

Sin embargo, se sabe que la velocidad de nucleacion en la fase menos estable (cuando el
limite de sobresaturacion es excedido) puede ser predicha por la regla de Ostwald-Lussac’s
y que el proceso implica primeramente la precipitacién de ortofosfato de calcio (CAP),
seguido de su transformacién en estado sdlido a fosfato octocalcico (OPC) que finalmente
se convertira en HAP [29]. A su vez, una segunda fase puede involucrar la formacion de
Ca(OH), ¢ fosfato tricalcico (TCP) dependiendo de la relacion estequiométrica Ca/P, segun

la concentracion de iones presentes en la disolucion [29].

Asi mismo se ha reportado que el sistema, en suspensién acuosa y a pH constante, tiene
comportamientos en el estado estable durante pequefios intervalos de tiempo, en donde se
da una polinucleacion superficial descrita en términos de la actividad idnica de la disolucién
[7]. La velocidad de crecimiento lateral es compensada mediante la formacion de iones
hidroxilo por disociacion de las moléculas de agua atrapadas en los sitios hidroxilos situados

por debajo de la capa superficial creciente del cristal [7].
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Se ha observado que las particulas que precipitan inicialmente en la fase amorfa poseen
forma redondeada con diametros de 20-30 nm que pueden alcanzar incluso los 120 nm,
compuestas a su vez de particulas mas pequefias de aproximadamente 4 nm [29]; en donde
el incremento de los tiempos de reposo conlleva la agregacion de revestimientos esféricos y

la formacion de particulas CAP con morfologias tipo aguja de unos 20 nm de longitud [29].

Entre todos los factores que afecta la formacion de HAP, la temperatura, la fuerza idnica, el
pH, la relacion molar Ca/P, la sobresaturacion, la concentracion y presencia de aditivos se

reportan como los mas criticos [29].

El pH afecta la precipitacion de la HAP al afectar la cantidad de grupos hidroxilos libres y su
balance con las especies fosfato (PO,>, HPO,*, H,PO, y HsPO,), en la que por ejemplo,
bajos niveles de pH llevan a la protonacién de la mayoria de estas especies,
desfavoreciendo la formacién del material, ademas de provocar variaciones en la carga
superficial de las particulas al alterar la presencia de iones H"y OH™ en la interfase hidratada
[29].

La relacion molar Ca/P afecta la formacion de HAP primeramente como resultado de la
presencia no equitativa de cationes y aniones, que provoca alteraciones en la velocidad de
crecimiento de los cristales, ademas de que promueve la precipitacion de fases especificas

e induce la transformacion en estado sélido de una fase en particular [29].

Por su parte, la temperatura afecta la velocidad de transformacion entre una fase sélida y
otra acortando o alargando los tiempos de conversion entre cada una, siendo mas rapida la

transicion entre mayor sea la temperatura de sintesis [29].

2.5.4 Sintesis por precipitacion quimica

Las metodologias basadas en la precipitaciéon quimica involucran procedimientos de quimica
humeda en la que se mezclan disoluciones acuosas de compuestos que contienen los iones

ca* y PO,* a pH superiora 7, seguido por una recuperacion del precipitado formado.

g =\

eSS
qu ¢t

E

o

SEIB



Pag. 20 Memoria

Entre las disoluciones utilizadas como fuentes de calcio se encuentran el CaCl,, Ca(NOs3),,
CaCOs, Ca(OH),, CaS0O, - 2H,0 y el (CH3COO0),Ca; mientras que en el caso del fosfato las
disoluciones mas utilizadas suelen ser las de H3PO4, NH4sH,PO4, (NH4):HPO,, NasPO4 y
KsPO,. El pH de la disolucién es ajustado previamente con gas amonio, NH,OH o NaOH
[19].

El proceso de formacion de HAP mediante reacciones de precipitacion puede ser dividido en
las siguientes etapas: (i) nucleacion homogénea, (ii) agregacion de particulas CAP amorfas
en unidades esféricas, (iii) agregacion de esferas en estructuras tipo cadena; (iv) crecimiento

de estas estructuras, (v) precipitacion secundaria y fase de transformacion [29].

En este tipo de técnica de sintesis al igual que en otras, el proceso de cristalizacion de la
HAP se ve influenciado por varios factores como la concentracion inicial de las sales, la
secuencia de mezclado, la velocidad del mezclado, el pH de la disolucién, la temperatura de

reaccion y el tiempo de reposo.

A manera general, se habla de que el precipitado obtenido en la etapa inicial del proceso
difiere en composicidon con respecto al obtenido posteriormente debido a los factores
anteriores, por lo que el control de todos estos parametros es esencial si se quieren obtener

resultados reproducibles [19].
De entre todas las técnicas de precipitacion, una de las mas utilizadas es la que utiliza
Ca(NOs), como fuente de Ca®* y estos procedimientos, con algunas modificaciones, son lo

gue mas se reportan y patentan en la sintesis de HAP [19].

La reaccion en la que generalmente estan basados estos procedimientos se describe en la

Ecuacion 2.1.

10Ca(NOs), + 6(NH.),HPO, + 8NH,OH & Ca10(PO,4)s(OH), + 20NH,NO;

Ecuacion 2.1

Asi mismo, otros autores mencionados por Orlovskii et al. [19] recomiendan la reaccion:
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10Ca(NOs), + 6KH,PO, + BNaOH = Ca10(PO,)s(OH), + BKNO; + BNaNO; + 12H,0

Ecuacion 2.2

Posterior a un crecimiento gradual de los cristales, el precipitado de HAP obtenido es

recogido sobre un papel de filtro, lavado con agua y etanol, y finalmente secado a 40-50 °C.

2.5.5 Estabilidad quimica

En condiciones in vivo, la formacién de minerales de hidroxiapatita (principalmente
carbonatada) en la generacion de huesos es llevada a cabo por los osteoblastos, mientras
que la reabsorcién de estos materiales se da por la accion de los osteoclastos. Este ultimo
fendmeno es importante ya que permite la disolucion del ceramico para asi evitar la

deposicion calcica en sistemas vasculares.

La acumulacién de estos minerales en el organismo puede llevar a complicaciones clinicas
como estenosis o regurgitacion de las aortas y las valvulas mitrales, asi como la oclusién

coronaria y de vasos periféricos [9].

A pesar de que la fase mineral de HAP ha sido bastante estudiada y caracterizada, existe
todavia poco entendimiento acerca de los factores que afectan las propiedades de
disolucién del material; de manera que la imitacion de mecanismos mediante los cuales los
osteoclastos disuelven la HAP pueden llevar a un mejor entendimiento del proceso en

general, asi como de los factores gobernantes.

Se sabe que el mecanismo de accion aplicado por los osteoclastos para la disolucion de
particulas de HAP carbonatadas (CHA) se basa en la excrecion de iones H" mediante el uso
de una bomba de protones regulada por ATP [9]. Asi, los iones hidronio liberados proveen

una acidificacion localizada que lleva a la disolucion de la HAP.
Entre los factores encontrados en la literatura que afectan el proceso de disolucién de la

HAP se pueden mencionar: la concentracion de iones hidronio, osmolalidad, temperatura,

area superficial, agitacion, relacion Ca/P, inclusion de impurezas, entre otros.
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Algunas sustituciones como Ca** > Mg?, Sr**; PO,> >C0O3* 6 OH - CI- han reportado un

debilitamiento del material y un aumento de su solubilidad [29].

En términos generales, se dice que la HAP es ligeramente soluble en agua o disoluciones
acuosas de acido, en donde valores por debajo de pH 4 han demostrado incrementar

considerablemente la velocidad de disolucion del material [30].

Segun Wang [30], la reaccion general de disolucion de HAP en agua puede ser descrita
como un equilibrio de HAP, Ca?*, PO,*, HPO,*, H,PO*, HsPO, e iones OH™:

(ne - 1)H,0 + Cas(PO4)s(OH), < 5Ca®* + 3x,PO4> + 3x,HPO, + 3x3sH,PO4 + 3x;HsPO4 +
nOH"

Ecuacion 2.3

donde nc = numero de moles de protones consumidos al disolver 1 mol de HAP; x; (i = 1-4)

= fracciones molares de las diferentes formas de fosfato presentes en la disolucion.

En el caso de la CHA, se dice que la velocidad de disolucién del material es altamente

dependiente del pH de la disolucion en la que es disuelta [9].

La disolucién se da por la protonacion de los grupos carbonato y fosfato para formar acido
carbonico y acido fosférico, respectivamente. La ecuacion que describe este proceso se

describe en la Ecuacién 2.4.

Cags(HPO4)o7(PO4)s5(CO3)07(OH)1 3 + 17.6 H* & 8.8Ca®* + 5.2H;PO, + 0.7H,CO; + 1.3H,0

Ecuacion 2.4

En cuanto a la cinética de degradacién de la HAP, se conoce ademas que el proceso es
controlado principalmente por difusion, en donde la superficie del material juega un
importante papel en la cinética de degradacion [30]. La velocidad de la reaccién a pH

constante se dice que es mas rapida inicialmente para luego declinar continuamente hasta
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un nivel bastante bajo, que es aun mas bajo que la velocidad basada en una cinética de

primer orden [30].

Ademas, se reporta que el orden de reaccién varia con el tiempo de disolucion y el grado de

saturacién pasando de valores de 5 o mas a 1 [30].

De esta forma, se han planteado distintos modelos matematicos que expliquen la cinética de
degradacion (primer, segundo, tercer orden, entre otros) ajustandose a los valores
experimentales durante varios periodos de tiempo, sin embargo, ninguno de ellos ha logrado

ajustarse a todos los datos en cada caso y bajo todas las condiciones [30].

2.5.6 Uso como vector no viral

Entre la diversidad de vectores no virales utilizados en ingenieria genética, la coprecipitacion
de ADN con fosfato de calcio (CaP) es comunmente utilizada en los laboratorios para

transfecciones in vitro.

Diversos estudios sobre este ceramico han sido realizados debido al atractivo uso de estas
particulas como vectores no virales, a pesar de que presenten bajas tasas de transfeccién

en comparacion con otros medios.

Entre las ventajas que presentan este tipo de vectores se mencionan su facil y bajo costo de
fabricacion, faciles condiciones de almacenamiento, alta biodegradabilidad, solubilidad y

baja toxicidad.

Presentan a su vez una mejor estabilidad y robustez que los liposomas comunmente

utilizados, asi como una mayor biocompatibilidad al compararse con los polimeros [29].

En la técnica de coprecitacion con CaP, se aprovecha la carga divalente positiva del cation
calcio que forma complejos idnicos con los fosfatos de las cadenas de laterales de ADN [24].
El fosfato de calcio forma entonces complejos superficiales con el esqueleto que tienden a

estabilizar las cadenas de acidos nucleicos.
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El vector formado pueden viajar a través de la membrana celular por endocitosis mediada
por canal idnico [24] u algun otro mecanismo como el mencionado por Motskin et al. [16] en
su estudio con monocitos humanos. Estos autores proponen que las nanoparticulas de HAP
son secuestradas mediante un compartimiento especializado llamado SCC (compartimiento
conectado a la superficie) que se trata de una paso de membrana similar a un laberinto,
conectado directamente al espacio extracelular. Se dice que su formacion se da con el fin de
remover altas cantidades de material del espacio extracelular, para su posterior
degradacion, ya que de lo contrario se podria causar dafio excesivo a células circundantes o

tejidos.

Otros mecanismos conocidos para la absorcion de particulas en células son los mediados

por fagocitosis, transportadores de fase liquida o por endocitosis mediada por receptores.

En la Figura 2.4 se muestra un esquema en donde se puede apreciar la interaccion entre el
ADN y la HAP.

Es importante aclarar que la interaccion propuesta hace que la secuencia de nucledtidos
sea indiferente, siendo la longitud, hibridizacién y estructura secundaria del ADN, factores de

mayor importancia [23].

El fendmeno de afinidad entre el material apatitico y los acidos nucleicos ha sido estudiado

debido a su importancia en diversas ramas.
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Figura 2.4. Modelo estructural de la interaccién entre cristales de HAP y ADN (Tomado de
Fig. 8. de [20]).
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Asi por ejemplo, Brundin et al. [1] reportan el fendmeno de afinidad de union especifica entre
el ADN y la HAP, en donde encontraron que el decaimiento en el tiempo del ADN es mas
lento y que ademas hace que el material genético sea menos susceptible a la degradacién
por serum y nucleasas, lo que podria explicar el fendbmeno de persistencia de ADN

encontrado en huesos y dientes en muestras centenarias.

En otro estudio, Okasaki et al. [20] demostraron el fenomeno de afinidad entre el ADN vy la
HAP concluyendo que la interaccion entre los mismos es mas de tipo superficial, al no haber
muestras de cambios en la red cristalina de la hidroxiapatita y tampoco evidencia de la

formacién de complejos cristalinos.

Teniendo en cuenta la interaccion electrostatica entre el material ceramico y el ADN, se han
propuesto algunas estrategias para la formacién de HAP utilizando las moléculas de ADN
como molde [4] [20] [23].

En estos casos la formacién de la HAP se lleva a cabo sobre la superficie de las moléculas
de ADN en donde estas ultimas pueden formar micelas disolucion acuosa. Asi, se
aprovecha la interaccién electrostatica que ocurre entre los segmentos de ADN, cargados
negativamente, con el calcio presente en la disolucion, de manera que el cation queda
adsorbido en la superficie de las micelas. A continuacion se adiciona una fuente de fosfato
que reaccionara con el calcio adsorbido para formar finalmente la HAP, quedando el ADN

en su interior (ver Figura 2.5).

/-*"‘- T n"\\ g ,. 2 . ::- ..:: . ‘/_‘,.—”A“»._\.\
A~ = ) e ; P

P ,‘, " ° .
N2 PO, Microesfera de HAP hueca "

~~“1" Micela de ADN Ca?

Figura 2.5 llustracion de la estrategia de sintesis hidrotermal de microesferas de HAP

huecas utilizando ADN como molécula molde (Adaptado de Scheme 1 de [4]).
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Mediante este técnica, Chao et al. [4] hicieron uso del ADN como molde para la sintesis de
micro-esferas huecas mediante el método hidrotermal, en donde, debido a las condiciones
de la metodologia, el ADN es hidrolizado generando el espacio vacio dentro de las

particulas.

En cuanto al uso de este tipo de vectores, se menciona que a pesar de que las particulas de
fosfato de calcio han sido ampliamente investigadas para su aplicacién en la transfeccion
genica, su aplicacion clinica no ha sido popular debido a la baja capacidad de control de la
preparacion de los complejos CaP-ADN a escala nanométrica y a su baja eficiencia de

transfeccion [33].

Varios investigadores han reportado la sintesis de nanoestructuras de CaP que en la
mayoria de los casos han resultado amorfas, siendo dificil el control de su forma y la

prevencion de aglomeraciones, especialmente en la sintesis de precipitacion convencional.

Por otro lado, existen planteamientos como el presentado por Chowdhury et al. [6], en
donde los investigadores proponen que las apatitas carbonatadas poseen una elevada tasa
de transfeccién al ser utilizadas como vectores no virales, pudiendo contener grandes
cantidades de ADN plasmidico y desestabilizando el endosoma, facilitando asi la liberacién
del material genético. Estos autores justifican este aumento de la eficiencia de transfeccion
al pequefo tamafo de las particulas sintetizadas que como se ha demostrado, son
fagocitadas con mayor facilidad por parte de la célula que las particulas grandes. Este
pequefio tamano es beneficiado por la presencia de carbonatos en la apatita, que ha
demostrado tener un efecto retardante en el crecimiento de los cristales. Ademas
argumentan que la alta disolucién de la CHA puede provocar la desestabilizacion del
endosoma y la liberacién del ADN al citoplasma ya que la alta acumulacién de protones
liberados activa un mecanismo de paso de cloruros al endosoma que lo inflaman y lo

rompen.

El desarrollo de mecanismos de sintesis que permitan un buen control de la morfologia de
las particulas como vector es importante para elevar la eficiencia de transfeccién génica.
Debido a esto, Wu et al. [33] utilizan el copolimero PLGA-mPEG con el fin de obtener

particulas de HAP en forma de bastoncillos uniformes mediante el método hidrotermal, en
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donde el ADN puede ser adsorbido posteriormente, demostrando que el vector posee una

alta capacidad de carga, buena capacidad de transfeccion y baja toxicidad.

Aparte del control de la morfologia y tamafio, y en vista de que las nano-estructuras de HAP
han demostrado ser superiores que otros vectores de transfeccién génica en términos de
inmunogenisidad y toxicidad, se hace importante mejorar la eficiencia de transfeccion
mediante la regulacién de otras propiedades como la union del ADN, el comportamiento de

disolucién de las fases de HAP, y la encapsulacion del ADN.

En este sentido Revilla-Lopez et al. [23] han realizado simulaciones de dinamica molecular
en donde los resultados indicaron la posibilidad de encapsular ADN-B de doble hélice dentro
de nano-poros de HAP sin provocar distorsiones significativas en los apilamientos de las
bases nitrogenadas ni en los puentes de hidrogeno entre ambas cadenas. En su estudio,
sugieren la formacion de cumulos de HAP en la superficie del ADN molde, en donde las
interacciones electrostaticas entre los grupos fosfato del ADN y el Ca?* son esenciales para
la formacion de complejos idnicos estables, que son el punto de partida para la
incorporacién de PO,> desde el medio de reacciéon. Esta propuesta de estabilidad
estructural del ADN encapsulado es a su vez un aporte importante para el disefio eficiente
de algunas terapias biomédicas y para el mejor entendimiento de otros fendmenos
descubiertos recientemente, como lo es el mecanismo de captura de particulas de HAP

utilizado por células cancerigenas.

Por su parte Roy et al. [24] reportaron en 2003 un caso exitoso de encapsulamiento del
ADN dentro de HAP mediante el método de microemulsién. En este estudio se comprobd el
efecto protector del material apatitico sobre el ADN, haciéndolo menos propenso a su
degradacion y logrando eficiencias de transfeccion mayores que el método de
coprecipitacion en el que el material genético es adsorbido sobre la superficie de las
particulas. Ademas, demostraron la viabilidad del uso de este vector para realizar
transfecciones in vivo mediante la funcionalizacién del mismo para su reconocimiento por

parte de células hepaticas.

g =\

NG
FV( ¢t

E

o

SEIB






Encapsulacién de ADN en nanoparticulas de hidroxiapatita: un modelo de vector no viral Pag. 29

3 Metodologia

3.1 Materiales

Los reactivos utilizados en los distintos experimentos incluyeron fish sperm DNA de alto
peso molecular, desoxirribonucleasa | de pancreas bovino (DNAasa |, > 400 Kunitz
units/mg), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), dodecil sulfato de sodio (SDS),
fosfato acido de di-amonio ((NH4).HPO,), nitrato de calcio tetrahidratado
(Ca(NO3),24H,0), hidréxido de amonio (NH4OH), cloruro de sodio (NaCl), acido
clorhidrico (HCI), etanol (CH3;CH,OH), agua milliQ®, hidroxiapatita comercial (HAP),
plasmido de alta copia pUC19.

La DNAasa | y el CTAB fueron proporcionados por Sigma-Aldrich, el SDS por Fluka
BioChemika, la HAP comercial por BioRad, las bacterias DH5a. y el plasmido pUC19 por

Invitrogen y el resto de los reactivos por Panreac.

Todos los reactivos utilizados en la purificacion de ADN fueron proporcionados por
QIAGEN.

Todos los reactivos fueron de grado analitico y fueron utilizados sin purificaciones o

modificaciones posteriores.

Las imagenes de microscopia de transmision electrénica (TEM) de los distintos ensayos
fueron tomadas mediante un microscopio electrénico Philips TECNAI 10 operado a 80 kV
en modo de campo luminoso. Las micrografias fueron tomadas mediante una camara
digital SIS MegaView II.

Para el caso de las imagenes de microscopia de barrido electronico (SEM) fueron obtenidas
mediante un microscopio de haz de iones focalizados (Focused lon Beam Zeiss Neon40)
con doble columna idnica y electronica, acoplado a una columna GEMINI SEM con

filamento de emision de campo Shottky: 4pA-20nA, 0.1-30kV, resolucion 1.1nm a 20kV.
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3.2 Sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita

La sintesis de nanoparticulas de HAP se llevd a cabo valorando el efecto de la
concentracion de los reactivos, el efecto de la aplicacion de ultrasonido en el proceso de

formacién de la HAP y la adicion de surfactantes.

En todos los casos la metodologia empleada se tratdé de una modificacion sobre el método
de sintesis a bajas temperaturas descrito por Zhang & Lu [35]. El método de sintesis

utilizado se presenta a continuacion:

1) Se prepararon disoluciones de Ca(NO3),*4H,O 50, 5 y 0.5 mM en etanol (pH >10
ajustado con NH4OH concentrado) y de (NH4),HPO, 50, 5y 0.5 mM en agua.

2) Se adicionaron 3 volumenes de la disolucion de (NH,4),HPO, por cada 5 volumenes de
la disolucion de Ca(NO3), de la misma concentracion para cada reactivo, de manera que

se trabajo con una relacion molar Ca/P = 1.67.

3) Se agitaron las mezclas resultantes magnéticamente por un periodo de 1 hora a

temperatura ambiente.
4) Se dejaron las muestras “overnight” a 37 °C.

5) Las muestras fueron lavadas con agua milliQ, etanol al 60% v/v y DNAasa I,
procurando resuspender el sélido en cada uno de los lavados y separando mediante

centrifugacién el sobrenadante.

6) Las muestras fueron finalmente secadas por liofilizacion.

3.2.1 Efecto de la concentracién de los reactivos.
El efecto de la concentracion de los reactivos en la formacion de HAP se valoré mediante
la observacién de fotografias de microscopia de transmisién electrénica (TEM) y de

microscopia de barrido electrénico (SEM).
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Las imagenes TEM fueron obtenidas a partir de una muestra de 50 pL del licor madre de

la reaccion, depositada en una rejilla recubierta con carbono.

Las imagenes SEM se generaron a partir de una muestra del mismo volumen que la
anterior, depositada sobre un disco recubierto con carbono tomada también del mismo

licor madre.

Las imagenes de las distintas muestras fueron comparadas entre si para evaluar el efecto
de la concentracion de los reactivos en la morfologia y grado de dispersion de las

particulas.

3.2.2 Efecto de la sonicacion.
Para comprobar el efecto de la sonicacién de las particulas, muestras de HAP 50 y 5 mM
fueron sonicadas por un periodo de 30" y 60’ mediante el uso de una fuente de
ultrasonido BANDELIN electronic UW 2200.

Para ello, la reaccidon quimica fue llevada a cabo mediante sonicaciéon del medio de
reaccion a una potencia del 20% por el periodo de tiempo mencionado. Posteriormente
una muestra de 500 uL fue observada en un microscopio optico Acioskop 40 con una
camara digital axioCam MRc 5 ZEISS a 400x.

Las imagenes obtenidas fueron comparadas entre si para determinar los efectos sobre la

dispersion y morfologia de las particulas.

3.2.3 Efecto del uso de surfactantes.
En los ensayos realizados para comprobar el efecto del uso de surfactantes, se utilizé el
surfactante aniénico SDS y el surfactante cationico CTAB. En ambos casos, se buscé
evitar que la concentracion de estos compuestos en la mezcla de reaccidn superase la
concentracion micelar critica (CMC) la cual ha sido reportada 1 mM para el CTAB y 8.2
mM para el SDS.

La adicion de cada uno de estos surfactantes al medio de reaccidon se hizo considerando

la carga del tensoactivo. De esta forma, el CTAB al tratarse de un compuesto cationico,
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fue agregado previamente a la disolucion de (NH4),HPO,4, mientras que el SDS se

adicioné previamente a la disolucion de Ca(NO3),*4H,0.
Se utilizaron concentraciones de los reactivos de 5 mM y 0.5 mM, manteniendo una
relacion molar Ca/P = 1.67 en cada caso y trabajando con volumenes totales de reaccion

de 8 mL.

En el Cuadro 3.1 se describe el procedimiento empleado tanto para las pruebas del

surfactante catidonico como anidnico:

Cuadro 3.1 Procedimiento para la determinacion del efecto del uso de los surfactantes SDS

y CTAB sobre la formacion de nanoparticulas de HAP.

SDS*

CTAB*

1) Se pesaron 0.0059 g de SDS.

2) Se adicionaron 5 mL de Ca(NOs3), 5 mM
y se agité con vortex.

3) Se adicionaron 3 mL de (NH4),HPO, 5
mM y se agitoé con vortex.

4) Se dejo la

magneética por 1 hora.

mezcla en agitacion

5) Se colocé la muestra en la estufa a 37

°C, durante toda la noche.

1) Se pesaron 0.0005 g de CTAB.

2) Se adicionaron 3 mL de (NH4),HPO, 5
mM y se agitd con vortex.

3) Se adicionaron 5 mL de Ca(NO3), 5 mM
y se agité con vortex.

4) Se dejo

magnética por 1 hora.

la mezcla en agitacion

5) Se colocé la muestra en la estufa a 37

°C, durante toda la noche.

*Se utilizaron los mismos volumenes y condiciones para los ensayos con concentraciones de reactivos de 0.5

mM.

Las imagenes TEM fueron obtenidas a partir de una muestra de 50 uL de la suspension

final de la reaccion, depositada en una rejilla recubierta con carbono.
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3.3 Encapsulacion de ADN durante la sintesis de

nanoparticulas de hidroxiapatita

El ADN utilizado en los ensayos de encapsulacion se traté de fish sperm DNA de alto peso
molecular y del plasmido de alta copia pUC19, con marcador de resistencia a ampicilina. El
primero de estos se empled para la evaluacion general del fendmeno de encapsulaciéon del
material genético (caracterizacién de las particulas sintetizadas, viabilidad de encapsulacion,
desarrollo del protocolo de encapsulacion), mientras que el segundo fue utilizado para los
ensayos de transfeccion bacteriana y la determinacion de la liberaciéon in vitro del ADN

encapsulado.

Para la determinacion de la encapsulacion del ADN dentro de las particulas de HAP
formadas, se realizaron ensayos con concentraciones de reactivos 5 mM y 0.5 mM, una

relacion molar Ca/P de 1.67 y volumenes totales de reaccién de 8 mL.

Para cada una de estas concentraciones se evaluaron a su vez dos cargas de ADN fish
sperm en relacion con la cantidad de calcio adicionado y en todos los casos, el CTAB fue
utilizado como surfactante ya que fue el que presentd mejores resultados segun ensayos

anteriores.

De la misma forma que en el caso del apartado anterior, se evité que la concentracion del

surfactante superase la CMC.
La sintesis se llevo a cabo segun el procedimiento descrito en la seccidén 3.2 pero haciendo
interaccionar primeramente la disolucién de nitrato de calcio con el ADN (disolucion A) y por

aparte la disolucion de fosfato acido de di-amonio con el CTAB (disolucion B).

Posteriormente se adicioné la disolucion A sobre la B y se siguid segun el procedimiento

comentado.

En el Cuadro 3.2 se muestran las condiciones para cada una de las reacciones efectuadas.
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Cuadro 3.2 Caracteristicas de las reacciones efectuadas en el encapsulamiento de ADN en

nanoparticulas de HAP.

Muestra Concentracion de los Carga de ADN adicionada
reactivos (mM) (g ADN/mmol Ca®")
A 0.5 0.152
B 0.5 1.440
C 5.0 0.030
D 5.0 0.003

A continuacién se describe el procedimiento general empleado para los ensayos de

encapsulacion:

1) Se realizo la reaccioén instantanea entre el Ca(NO3), y el ADN, agitando rapidamente con

vortex. Se marco el recipiente como disolucion (1).

2) Se realiz6 la reaccion instantanea entre el (NH,),HPO, y el CTAB. Se marco el recipiente

como disolucion (2) y se agitoé rapidamente con vortex.

3) Se adiciond la disolucion (1) a la disolucion (2) de forma instantanea y se agité

rapidamente con vortex.

4) La disolucion fue puesta en agitacién magnética por espacio de 1 h.

5) Se dejo la suspension toda la noche a 37 °C.

6) La muestra fue centrifugada para posteriormente ser lavada con agua MilliQ, etanol al

60% v/v y DNAasa [; en este mismo orden.

7) La muestra fue finalmente liofilizada.
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(NH,),HPO,
+

CTAB

Disolucién 1 Agitacién Reposo a 37 2C,

magngg %‘1 2 “overnight”.
Mineralizacion
c:an(r:os)z
—— Centrifugaciény .. .. .
lavado con agua Eliminacién del medio
Disolucion 2 milliq remanente

LS Solubilizacion y remocion
60%

de ADN remanente

el el Eliminacion de
CELUEIULEEE . ADN superficial

Nanoparticulas HAP-ADN

T Liofilizacion B Yezlele)

Figura 3.1 Diagrama general del proceso de sintesis de las nanoparticulas HAP-ADN.

El mismo procedimiento fue aplicado para el encapsulamiento del plasmido pUC19 (a
excepcion de la adicion de CTAB), en donde se trabajo con concentraciones de reactivos
500 mM en Ca*" y PO,*, con una carga de ADN de 1.6 y 8.0 mg.

Un diagrama general del proceso de sintesis es presentado en la Figura 3.1.

3.3.1 Fotografias de TEM y SEM
Se tomaron imagenes TEM de una muestra de 50 L de la suspension final de reaccion,

depositada sobre una rejilla recubierta con carbono.
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Ademas, se obtuvieron imagenes SEM de una suspension de particulas de 50 pL
colocada sobre un soporte recubierto de carbono. Las suspension fue obtenida del licor

madre, concluido el proceso de cristalizacion.

3.3.2 Espectroscopia FT-IR
Se realizaron analisis de espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) a
las muestras obtenidas para confirmar la encapsulacion del ADN en las nanoparticulas de
HAP.

En estos analisis, las muestras analizadas fueron lavadas con antelacion segun el
procedimiento descrito anteriormente en esta seccién, de forma que se asegura que las
sefales obtenidas corresponden exclusivamente al ADN encapsulado y no a ADN
adsorbido en la superficie de las particulas. Se siguié el mismo protocolo sin la adicion de

ADN para obtener las nanoparticulas de HAP utilizadas como control.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos a partir de muestras en polvo con un
espectrometro de Transformada de Fourier FTIR 4100 Jasco en el rango de 1800-800
cm™, acoplado a un sistema Specac de refleccion total atenuada (ATR) modelo MKII

Golden Gate equipado con un plato calentado Diamond ATR.

3.3.3 Espectroscopia UV-Vis

Se realizaron mediciones espectrofotométricas UV-Vis a muestras de una suspension

acuosa de 0.5 mg de nanoparticulas de HAP-ADN secas en 1 mL de agua milliQ estéril.

Adicionalmente, se adquirieron espectros después de la disolucién de las nanoparticulas
mediante la adicion de 100 pL de una disolucion acida 100 mM en HCl y 5 mM en NaCl (300

mOsmol) directamente en la cubeta del aparato.

Las muestras fueron homogenizadas por pipeteo y mantenidas a temperatura ambiente
durante 5-10 min antes de ser leidas. Al igual que en la obtencion de los espectros FT-IR,

las muestras de HAP-ADN fueron lavadas previamente con agua milliQ, etanol al 60% vy
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digeridas con DNAasa para eliminar el ADN adsorbido sobre la superficie de las

nanoparticulas.

Los espectros de absorcion UV-Vis fueron tomados mediante un espectrofotometro
Shimadzu UV-3600 UV-Vis-NIR controlado mediante el software UVProbe 2.31 a
temperatura ambiente, en un rango de longitud de onda de 200-400 nm, a un ancho de

banda de 2nm y con una velocidad de barrido de 600 nm/min.

3.4 Caracterizaciéon de las nanoparticulas de hidroxiapatita

sintetizadas.

3.4.1 Morfologia

La evaluacion de la morfologia de las nanoparticulas producidas se realizé mediante la
observacion de distintas imagenes obtenidas por microscopia de barrido y de transmision

electronica.

Adicionalmente, se realizé una medicion estadistica del tamafo de las nanoparticulas a

partir de fotografias SEM de HAP, haciendo uso del software Origin v. 8.5.0.

La imagenes TEM fueron obtenidas de una muestra de 50 uL de la suspension final de

reaccion, depositada en una rejilla de recubierta con carbono.

Las imagenes SEM se obtuvieron de muestras de 50 pyL sobre un soporte de silicio
previamente limpiado con perdéxido de hidrogeno y acido fluorhidrico. Las muestras
fueron tomadas a partir de la suspension obtenida una vez concluido el proceso de

cristalizacion.

3.4.2 Composicion

Los anadlisis elementales de las nanoparticulas producidas se realizaron mediante
espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX). Para ello, muestras de 50 uL de
\'ld‘ .l;b
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una suspensién acuosa de las particulas fueron depositadas sobre un soporte de silicio

previamente limpiado con peroxido de hidrogeno y acido fluorhidrico.

El analisis EDX fue llevado a cabo mediante un microscopio de haz de iones focalizados
(Focused lon Beam Zeiss Neon40) con doble columna idnica y electrénica, con detector
EDS (INCAPentaFETx3, 30mm? ventana ATW2) para anélisis elemental de OXFORD
INSTRUMENTS.

Paralelamente por espectroscopia FT-IR, se realizd6 una comparacion cualitativa de los

espectros de las nanoparticulas producidas respecto al generado para una HAP comercial.

3.4.3 Estabilidad quimica

La estabilidad quimica de las particulas producidas se determiné mediante la inmersion de
una masa de HAP previamente pesada en una disolucion acida 100 mM en HCly 50 mM en
NaCl, con una osmolalidad de 300 mOsmol. Esta disolucion acida fue utilizada en los
ensayos debido a que sus caracteristicas de osmolalidad y pH han sido descritas como
similares a las encontrados en sistemas biolégicos capaces de disolver este tipo de

materiales ceramicos [9].

En un vaso de precipitados abierto y con agitacion magnética constante, muestras de 122 y
100 mg de HAP fueron colocadas en una membrana de dialisis de 1000 Da de porosidad e
inmersa en un volumen de disolucién acida que contenia el doble de la cantidad
estequiométrica de acido necesaria para la disolucion completa del material. Se tomaron
alicuotas de 1mL en distintos intervalos de tiempo a las que posteriormente se les determiné
la concentracion de Ca?* disuelto mediante el uso de un kit Visocolor® HE Calcium CA 20
de MACHEREY-NAGEL.
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3.5 Determinacion in-vitro de la liberacion del ADN

encapsulado

3.5.1 Espectroscopia UV-Vis

La liberacién del ADN encapsulado en las nanoparticulas de HAP se logré mediante la
obtencién de espectros UV-Vis una vez adicionados 100 yL de una disolucion acida 100 mM
en HCly 5 mM en NaCl (300 mOsmol) sobre una suspensién de 0.5 mg de nanoparticulas
de HAP-ADN en 1 mL de agua milliQ estéril.

Las muestras fueron homogenizadas por pipeteo y sus espectros recogidos 5 min
después de la adicion del acido mediante un espectrofotometro Shimadzu UV-3600 UV-
Vis-NIR controlado mediante el software UVProbe 2.31 a temperatura ambiente, en un
rango de longitud de onda de 200-400 nm, a un ancho de banda de 2nm y con una

velocidad de barrido de 600 nm/min.

3.5.2 Electroforesis

Muestras de 5 mg de particulas HAP 500 mM-pUC19 (1.6 y 8.0 mg) lavadas previamente
con agua MilliQ, etanol al 60% v/v y DNAasa |, fueron disueltas mediante la adicion de 900
ML de disolucion acida 0.1 M en HCl y 0.5 M en NaCl. Después de la observacién de su
disolucién, se adicioné etanol en una concentracion final del 70 % v/v con el fin de precipitar
el ADN y se dejaron las mismas en reposo por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas y lavadas con 300 yL de etanol al 70 %, dejando secar el

pellet por evaporacion y resuspendiendo finalmente en 100 uL de agua milliQ.

20 yL de cada muestra fueron depositados en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio
(0.5 ug/mL de gel) en un buffer de tris-borato-EDTA (TBE) 1X, junto con 5 uL de buffer de
carga. Adicionalmente a manera de control, se cargaron 20 pL de una suspension de
plasmido pUC19 y 20 pL de la suspensién de particulas HAP 500 mM-pUC19 (1.6 y 8.0 mg)

sin adicién de acido, también con 5 pL de buffer de carga.
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3.6 Transfeccion bacteriana mediante las nanoparticulas

sintetizadas

3.6.1 Transfeccion y crecimiento bacteriano en placas de Petri con

ampicilina como marcador

Para evaluar el uso del vector en la transformacion de baterias, se realizé la transfeccion de
bacterias competentes de Eschericia coli DH5a con las nanoparticulas HAP 500 mM-pUC19

basado en el protocolo “Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells” de Invitrogen.

Para ello, se prepar6 una suspension de particulas mediante el pesado de 5.4 mg de HAP
500 mM-pUC19 (1.6 mg) y de HAP 500 mM-pUC19 (8.0 mg), sintetizadas previamente
segun el protocolo descrito en la seccion 3.3. A cada muestra de particulas se le agregaron
250 pL de agua milliQ y 5 uL de DNAasa |, dejando digerir por un periodo de 15 minutos. A
continuacion las muestras fueron centrifugadas y lavadas con 1 mL de agua milliQ para

finalmente resuspender las particulas en 100 uL de agua milliQ.

El procedimiento empleado en los ensayos de transfeccion se presenta a continuacion:

1) Se colocaron muestras de 10 pL de bacterias competentes en tubos eppendorf.

2) Se adicion6 a cada muestra 20 yL de una suspension de particulas HAP 500 mM-pUC19
(54 mg/mL), una muestra para las particulas con carga de plasmido de 1.6 mg y la otra para

la de 8.0 mg.

3) Se mezclaron las muestras mediante pipeteo y se colocaron en un bafio maria a 42 °C

por 5 minutos, dejando enfriar 1 minuto a temperatura ambiente cada 2 min.

4) Las muestras fueron colocadas en hielo a 4 °C durante 2 minutos y posteriormente se

adicionaron 200 pL de medio de cultivo LB.

5) Se dejaron las muestras en agitacion a 37 °C por espacio de 1 hora.
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6) Finalmente se tomaron de cada muestra 100 yL y se sembraron en placas LB con

ampicilina (100 pg/mL) y sin ampicilina, dejandolas en reposo a 37 °C por 24 horas.

El anterior procedimiento fue seguido para los controles del ensayo que consistieron en una
muestra de bacterias competentes sin la adicion de ningun plasmido o particula, y en otra

muestra de las mismas bacterias a la que le fue adicionada plasmido pUC19.

La determinacion del crecimiento bacteriano en las placas sembradas se realiz6 mediante
simple observacion de las mismas, 24 horas después, comparando a su vez con los

respectivos controles.

3.6.2 Confirmacion de la transfeccion

Con el fin de confirmar la integridad del plasmido y si la transfeccién realizada fue exitosa, se
picaron colonias de bacterias transfectadas y se pusieron a crecer en 10 mL de un medio de
cultivo LB con de ampicilina (100 ug/mL). Las colonias fueron tomadas de las placas Petri
con ampicilina unas vez transcurridas 24 horas desde su siembra. El ensayo se realizé por
duplicado.

Las muestras fueron dejadas a 37 °C por espacio de 24 horas.

Transcurrido este tiempo, se procedid a la purificacion del ADN incorporado por las

bacterias. Para ello, las muestras fueron centrifugadas y lavadas con 500 pL de agua milliQ.

La purificacion se realizé siguiendo el procedimiento propuesto por QIAGEN®: “QlAprep

Spin Miniprep Kit” y que se describe a continuacion:

1) El pellet de bacterias obtenido anteriormente fue resuspendido en 250 pL de buffer P1.

2) Se adicionaron 250 pL de buffer P2 y se agitaron las muestras por inversion del tubo 4-6

veces.

3) Se agregaron 350 L de buffer N3 y se agité por inversién del tubo 4-6 veces.
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4) Se centrifugaron las muestras por 10 minutos a 13 000 rpm en una microcentrifuga.

5) El sobrenadante del paso anterior fue adicionado a una columna QIAprep spin column,

dejando la permeacion del mismo.

6) La columna fue centrifugada 60 segundos y posteriormente el filtrado fue descartado.

7) La columna fue a continuacioén lavada con 500 uL de buffer PB y centrifugada por 60

segundos. Se descarto el filtrado obtenido.

8) Se lavo la columna con 700 pL de buffer PE y se centrifugd por 60 segundos.

9) El filtrado fue eliminado y la columna se volvié a centrifugar por 60 segundos.

10) EI ADN retenido en la columna fue finalmente eluido dos veces mediante la adicion de
50 uL de buffer EB, el reposo de la muestra por 1 minuto, la centrifugacioén de la columna, y

su recoleccion en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Una vez purificado el material genético se procedié a realizar una prueba de electroforesis

que permitiera la confirmacion de la incorporacion del plasmido por parte de las bacterias.

En este ensayo, se prepard un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio (0.5 ug/mL de
gel) en un buffer de tris-borato-EDTA (TBE) 1X. En el mismo se depositaron 20 pL de la
suspension de ADN obtenida anteriormente junto con 5 uL de buffer de carga; los mismo
volumenes de muestra y buffer de carga fueron depositados para el control de pUC19. Las
muestras se dejaron correr a través del gel por electroforesis y se evalud el patrén

resultante.
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4 Resultados

4.1 Sintesis de nanoparticulas de HAP

La sintesis de nanoparticulas de HAP se llevo a cabo exitosamente segun el procedimiento

desarrollado y mostrado en la seccion 3.2.

Mediante este protocolo se logré generar particulas con caracteristicas similares pero con
algunas diferencias sobre todo en la dispersion de las mismas y en la formacion de

agregados.

En términos generales se pudo apreciar que las nanoparticulas producidas presentaron una
morfologia mayoritariamente esférica, que en algunos de los casos se encontraban como

particulas independientes o formando agregados.

Se pudo observar también que los agregados de HAP con menor densidad se encontraron
compuestos de nanoparticulas esféricas, mientras que estas formas se pierden en
conglomerados mas densos en los que fue mas comun encontrar particulas apiladas mas
cristalinas, como bastoncillos o algunas otras formas de tipo filamentosas. Este efecto puede

observarse claramente en la Figura 4.1 a).

4.1.1 Efecto de la concentracion de los reactivos

En la Figura 4.1 se muestra el efecto de la concentracién de los reactivos en la dispersion y

morfologia de las particulas obtenidas.

En la misma, es posible observar como al aumentarse la dilucion de las fuentes de calcio y
fosfato, se logré una mayor dispersion con predominancia de formas esféricas y con menor

formacién de agregados.
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Ademas, con este proceso de dilucion se lograron particulas esféricas mas definidas como

las de las imagenes Figura 4.1 e) y Figura 4.1 f), con diametros que rondan los 17-18 nm.

200 nm

Figura 4.1 Efecto de la concentracién de los reactivos sobre la morfologia y dispersion de las
particulas de HAP producidas: A) Imagen TEM de nanoparticulas HAP 50 mM; B) Imagen
SEM de nanoparticulas HAP 50 mM; C) Imagen TEM de nanoparticulas HAP 5 mM; D)
Imagen SEM de nanoparticulas HAP 5 mM; E) Imagen TEM de nanoparticulas HAP 0.5
mM; F) Imagen SEM de nanoparticulas HAP 0.5 mM.

En el caso de las muestras HAP 50 mM (Figura 4.1 a y Figura 4.1 b) se observaron
conglomerados formados por bastones y astillas, mientras que las particulas mas dispersas
presentaron una forma mas esférica. En esta muestra, la dispersion del material fue
bastante pobre y se encontré predominancia de estos conglomerados en cada una de las

ventanas analizadas por TEM.
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En comparacion con el caso anterior, la muestra HAP 5 mM (Figura 4.1 c y Figura 4.1 d)
presenté mejoria en cuanto a la dispersion de las particulas, en donde se logré apreciar la
presencia de nanoesferas de HAP formando parte de los conglomerados del material, que
en este caso resultaron encontrarse en un menor numero a lo largo de las ventanas

observadas.

La muestra 0.5 mM (Figura 4.1 e y Figura 4.1 f) fue la que presenté la mayor dispersion de
particulas. En esta muestra, la aparicion de grandes conglomerados fue escasa y los

pequefios cumulos encontrados mostraron estar compuestos también por esferas .

Teniendo en cuenta que las condiciones de temperatura, pH, tiempos de reposo y la
relacion molar Ca/P para cada una de las muestras fue la misma, el efecto de la dilucién de
los reactivos en la dispersion y morfologia de las particulas se podria explicar mediante la

actividad idnica del medio de reaccion.

Asi, una mayor dilucion de los reactivos implicaria una menor actividad i6nica de la
disolucién resultante, lo que conllevaria a que las etapas de agregacion finales en el proceso
de formacion del ceramico sean limitadas y por tanto, habria una predominancia de
particulas en etapas iniciales de formacién como lo son la nucleacidon homogénea, la
agregacion de particulas CAP amorfas en unidades esféricas y la agregaciéon de esferas en
estructuras tipo cadena; morfologias y distribuciones que concuerdan con las observaciones

de los distintos ensayos.

4.1.2 Efecto de la sonicacion del medio

Los ensayos para la evaluacion del efecto de la sonicacion del medio de reaccién en la

formacion de las particulas de HAP se muestran en la Figura 4.2.

En la misma puede apreciarse como las muestras sonicadas presentan una mayor
dispersion con respecto a aquellas no sonicadas y como esta dispersién aumenta conforme

aumenta también el tiempo de sonicacion.
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Este efecto se ve mas claramente en los ensayos con la muestra HAP 50 mM en la que la

mayor cantidad de particulas presentes permiten apreciar mejor el fenémeno de dispersion.

Figura 4.2. Efecto de la sonicacion sobre la dispersion de las particulas de HAP producidas:
A) Imagen de microscopia 6ptica de particulas de HAP 50 mM sin sonicacion; B) Imagen de
microscopia optica de particulas de HAP 50 mM con 30 minutos de sonicacioén; C) Imagen
de microscopia 6ptica de particulas de HAP 50 mM con 60 minutos de sonicacién; D)
Imagen de microscopia 6ptica de particulas de HAP 5 mM sin sonicacion; E) Imagen de
microscopia optica de particulas de HAP 5 mM 30 minutos de sonicacion; F) Imagen de

microscopia optica de particulas de HAP 5 mM con 60 minutos de sonicacion.

De esta forma y como es de esperarse, la muestra HAP 5 mM sonicada durante 60 minutos
fue la que mostré la mayor dispersion al poseer el mayor tiempo de exposiciéon a las ondas

sonicas y al tratarse también de la muestra mas diluida en estos ensayos.

Es importante mencionar que el efecto de esta sonicacién no representd una mejoria

sustancial en cuanto a la dispersion de las nanoparticulas, lograda contundentemente con la
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disminucién en la concentracion de los reactivos. A su vez, tampoco se logré apreciar un

cambio significativo en la morfologia de las particulas.

Algunos autores como Rouhani et al. [24] han hecho mencion del efecto de la sonicacion en
la generacion de particulas mas esféricas y pequenas, al proponer que la radiacion
ultrasénica afecta la fase cristalina de las mismas; ademas de ser propuesta como parte de

otros procedimientos desarrollados para la sintesis de HAP [14].

No obstante, este efecto no es mencionado como uno de los principales factores en la
formacién de HAP como si lo son el pH, fuerza idnica, temperatura, concentracién y tipo
aditivos, la relacion Ca/P y las sobresaturaciones [29], 0 que concuerda con las

observaciones realizadas.

4.1.3 Efecto del uso de surfactantes

En la Figura 4.3 se muestra el efecto del uso de los surfactantes CTAB y SDS sobre la

dispersion de las particulas.

Se puede apreciar como el CTAB (Figura 4.3 c y f) provocé una buena dispersién de las
nanoparticulas de HAP disminuyendo la formacién de conglomerados y generando una
mayor cantidad de particulas sueltas de forma esférica; mientras que las muestras a las que
se le adicion6 SDS como surfactante (Figura 4.3 b y e) tendieron a formar mas agregados

que las expuestas a la accion del CTAB.

Nuevamente se puede observar el efecto conjunto de la dilucion de los reactivos en el
proceso de formacion de la HAP, en donde la muestra que presenta le mejor dispersion y
esfericidad de las particulas resulto ser la mas diluida al ser usada en conjunto con el CTAB
(ver Figura 4.3 f)
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Figura 4.3 Efecto del uso de un surfactante en la sintesis de particulas de HAP vistas por
TEM: A) HAP 5 mM sin surfactante; B) HAP 5 mM con SDS como surfactante; C) HAP 5
mM con CTAB como surfactante; D) HAP 0.5 mM sin surfactante; E) HAP 0.5 mM con SDS

como surfactante; F) HAP 0.5 mM con CTAB como surfactante.

También, es posible ver la tendencia observada en otros ensayos en donde las zonas que
presentan alta densidad de material muestran morfologias de aguja o bastones y como en
zonas menos densas se empieza a apreciar la aparicion de morfologias de tipo esferas en

cadena hasta llegar a visualizar particulas esféricas libres como las vistas en la Figura 4.3 f.

El CTAB al ser adicionado primeramente a la fuente de fosfato 'y al tratarse de un
tensoactivo catidnico, logra interaccionar electrostaticamente o por complementariedad
estequiométrica con los aniones HPO4>, provocando una mejor dispersion y estabilizacion

de los mismos de manera que al adicionarse finalmente los iones Ca?*, se obtienen
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particulas de HAP mas dispersas y esféricas. Este efecto se logra ver al comparar las

muestras con y sin el surfactante.

4.2 Encapsulacion de ADN durante la sintesis de

nanoparticulas de HAP

Los ensayos de encapsulaciéon de ADN durante la sintesis de HAP en distintas proporciones
ADN/Ca®" se muestran en la Figura 4.4. En la misma, es posible observar el efecto de la
concentracion de los reactivos y de la cantidad de ADN adicionado sobre la morfologia de

las nanoparticulas.

En las imagenes de la Figura 4.4 a), se nota una buena dispersion de particulas con
formacién de algunos conglomerados compuestos principalmente por particulas tipo esferas
encadenadas, en las que es posible observar el ADN en su interior. Estas particulas no son

completamente esféricas y presentan diametros variables de entre 18 y 36 nm.

Para estas mismas condiciones de dilucion, un aumento de aproximadamente 10 veces en
la concentracion de ADN mostré afectar la morfologia general de la muestra en donde se
distingue la formacion de cumulos globulares de 110-240 nm, asi como capsulas de HAP-

ADN en disposiciones similares a la muestra anterior (ver la Figura 4.4 b).

En muestras de HAP menos diluidas como las de las imagenes de la Figura 4.4 ¢) y la
Figura 4.4 d), es posible observar la aparicién de grandes cantidades de material apilado, en
donde se distinguen principalmente cristalizaciones de tipo astilla y algunos cumulos
globulares (Figura 4.4 d, derecha). En estas muestras no fue posible distinguir estructuras
capsulares como las vistas en las muestras mas diluidas y con una proporcion ADN/Ca?*

mayor.
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Figura 4.4 Imagenes TEM de ADN encapsulado en nanoparticulas de HAP a partir de
distintas concentraciones de calcio y fosfato; asi como distintas proporciones ADN-Ca?": A)
HAP 0.5 mM-0.152 g ADN/mmol Ca?*; B) HAP 0.5 mM-1.440 g ADN/mmol Ca?*; C) HAP 5
mM-0.030 g ADN/mmol Ca®*; D) HAP 5 mM-0.003 g ADN/mmol Ca®".

Segun las imagenes analizadas para cada condicion, el comportamiento de la morfologia
del material continué presentando la misma tendencia que en los ensayos de determinacion
del efecto de la concentracion de los reactivos, de forma que a concentraciones mas diluidas
de reactivos, se mejora la dispersion de las particulas y estas tienden a adquirir una forma
mas esférica, mientras que las zonas en las que el material tiende a apilarse se generan

formas mas cristalinas tipo astilla. Por otra parte, es importante tener en cuenta que las
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reacciones fueron llevadas a cabo a un pH alto, lo que favorece las morfologias

redondeadas.

Las zonas de las muestras en las que fue posible la observacion por microscopia TEM del
ADN encapsulado correspondieron a aquellas en las que las morfologias fueron mas
esféricas, tipo nanocapsula, como las mostradas en la Figura 4.5 a. No obstante, no se
puede descartar la presencia de ADN en el interior de los cumulos globulares u otros
apilamientos de HAP en donde la alta densidad obstaculiza la observacién del material

genético.

Ademas, se puede apreciar cierta tendencia a formar cumulos de HAP al fijar la
concentracion y disminuir la cantidad de ADN adicionado (ver Figura 4.4), lo que hace
indicar que para obtener nanocapsulas de HAP-ADN, debe haber un equilibrio entre la
concentracion de los reactivos utilizados y la cantidad de ADN, en donde las moléculas
organicas ejercerian una accion de molde para que se dé el proceso de nucleacion de la
HAP en su superficie, afectando de esta forma el proceso de cristalizacion y finalmente la
morfologia de las particulas. Ademas, tampoco se puede descartar la influencia que tiene en

el fendmeno de encapsulacion, la conformacién y el tamano que presente el ADN utilizado.

B)

100 nm

Figura 4.5 Imagenes TEM de nanoparticulas de HAP 0.5 mM con CTBA como surfactante:
A) HAP 0.5 mM - ADN; B) HAP 0.5 mM.
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En el caso de los distintos experimentos, los mejores resultados se obtuvieron al procurarse
una relacion ADN/Ca®* = 0.152 g ADN/mmol Ca*".

De esta forma, es posible que las moléculas de ADN formen micelas en disolucion y que los
iones calcio presentes en el medio de reaccion se adsorban sobre la superficie de estas
micelas mediante interacciones electrostaticas. La formacién de cristales de HAP se daria
entonces sobre estas micelas al adicionarse la fuente de fosfato, que reaccionaria con los
Ca?®" adsorbidos. La Figura 4.5 a muestra nanoesferas huecas, con diametros aproximados
de 20-30 nm, que pueden contener ADN en su interior. Por el contrario, nanoesferas solidas
de un tamano similar fueron obtenidas bajo las mismas condiciones de experimentacién

pero sin adicion de ADN a ninguna de las disoluciones iniciales (ver La Figura 4.5 b).

Transmitancia (u.a.)

| | 1 | |
1800 1475 1150 825 500

Longitud de onda (cm™)

Figura 4.6 Espectroscopia FT-IR de las nanoparticulas HAP-DNA producidas: A) HAP
comercial, B) DNA, C) HAP 0.5 mM-DNA.
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Con el fin de demostrar la incorporaciéon del ADN dentro de las nanoparticulas de HAP, se
hizo uso de otras técnicas como la espectroscopia FT-IR y UV-Vis (ver Figura 4.6 - Figura
4.9).

En la Figura 4.6 se presenta una imagen comparativa de los espectros IR de las
nanoparticulas HAP-ADN con respecto a una HAP comercial y al ADN utilizado en los
ensayos de encapsulacién. En la misma es posible observar algunas sefiales caracteristicas
de la HAP como lo son las correspondientes a los iones fosfato en 561, 601, 962, 1010 y
1056 cm™ [4] [20] [33], ademas de una banda clara en 1558 y 1652 cm™ atribuida al
estrechamiento de los grupos amida [4] [20] pertenecientes al material genético
encapsulado. Igualmente es posible observar otras sefiales atribuidas a estrechamientos NH
y de metilenos en 1480-1300, 1220-1210 y 890-840 cm™.

Estas nanoparticulas de HAP-ADN fueron previamente digeridas con desoxirribonucleasa
con el fin de remover cualquier ADN adsorbido sobre la superficie de las particulas, de
manera que se puede asegurar que las sefiales de material organico corresponden
exclusivamente al localizado en el interior de las capsulas. Asi mismo, se puede atribuir la
deteccion vy relativa alta intensidad de estas sefales al presumible poco grosor de las
paredes de HAP.

Para los ensayos de transfeccion bacteriana y de liberacion in vitro de ADN se encapsulo el
plasmido pUC19 siguiendo el mismo procedimiento de sintesis de las nanocapsulas
anteriores, digiriendo también con desoxirribonucleasa las particulas sintetizadas para
eliminar el ADN adsorbido superficialmente. En este caso, se trabajo con concentraciones
de reactivos 500 mM con el objetivo de generar material manipulable y en una cantidad

suficiente para los distintos ensayos.
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Figura 4.7 Espectroscopia FT-IR de nanoparticulas HAP 500 mM-pUC19: A) pUC19, B)
HAP comercial, C) HAP-pUC19.

En la Figura 4.7 se muestra el espectro IR de las particulas HAP-pUC19 sintetizadas, en
donde se pueden apreciar bandas caracteristicas de fosfatos de HAP en 558, 597, 962,
1022 y 1089 cm’™, asi como una banda en 1636 cm™ que corresponde exactamente con la
banda caracteristica de las amidas del plasmido (Figura 4.7 a); lo que hace prever el

encapsulamiento del plasmido dentro de las particulas de HAP.

Vale la pena mencionar en este caso, que el espectro IR obtenido en estas muestras
presenta sefiales mas definidas y con un alto grado de correlacion respecto a la HAP sin
material genético (Figura 4.7 b), lo que se podria deber a la mayor concentracién de

reactivos utilizados en la sintesis. De esta forma, es de esperarse que las paredes que
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recubren el material genético posean un grosor mayor que el previsto para las muestras
HAP 0.5 mM-DNA.

A manera de ensayos paralelos que permitieran confirmar el encapsulamiento del ADN, se
realizaron pruebas con una disolucion acida 100 mM en HCIl y 50 mM en NaCl con el fin de
liberar el ADN del interior de las particulas y comprobar el fenédmeno mediante el cambio de

absorcién UV de la banda caracteristica a 260 cm™.

0,2 1
0,18 1 == == HAP-ADN + DNAasa + HCl
® HAP-ADN + DNAasa

0,16 1 X HAP-ADN + HCI

------ HAP-ADN

0,14 1

Absorbancia

230 250 270 290 310 330 350

Longitud de onda (cm-")

Figura 4.8 Espectrofotometria UV-Vis de distintas muestras de nanoparticulas HAP 0.5 mM-

ADN antes y después de su tratamiento con HCI 0.1M y con DNAasa.

Como se puede ver en la Figura 4.8, se da un claro aumento de aproximadamente 0.037
unidades de absorbancia al aplicar la disolucion acida sobre las nanoparticulas de HAP-
ADN sin tratamiento con DNAasa, lo que equivale a un aumento de la concentracion de
ADN en el medio de 1.85 ug/mL. En este caso, la disolucion acida es capaz de disolver la

HAP que recubre el material genético mediante una reaccién quimica similar a la descrita en
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la Ecuacion 2.4, liberando al medio el ADN con el cual ha interaccionado durante la sintesis
y exponiendo asi las bases nitrogenadas responsables del aumento de absorcidén en esta

longitud de onda.

Por otro lado, cuando la disolucién acida fue adicionada a las mismas muestras de HAP-
ADN con tratamiento con DNAasa se da un aumento de 0.083 unidades de absorbancia
equivalente a 4.17 pug ADN/mL de disolucién. En este caso, la digestibn con la
desoxirribonucleasa degrada el ADN adsorbido sobre la superficie de la HAP provocando
una disminucion de la absorbancia de 0.03 unidades (1.7 ug ADN/mL) respecto a la muestra

sin digerir, como es de esperarse.

Los datos anteriores terminan de confirmar la eliminacion efectiva de ADN superficial
mediante la digestion con DNAasa, la encapsulacion del ADN dentro de las particulas de

HAP y la liberacion del ADN encapsulado por la adicién de la disolucion acida.

Asi mismo, si se evalua la absorbancia leida para la muestra HAP-ADN tratada con
DNAasa, la suspension de particulas depositada en la cubeta y conociendo que una
concentracién de 50 ug ADN/mL presenta una absorbancia de una unidad leida a 260 nm,

es posible calcular la cantidad de ADN encapsulado de la siguiente forma:

pg ADN/mL = A x50 x FD

Ecuacion 4.1

Donde A = absorbancia leida, FD = factor de dilucion utilizado.

g ADN / mg HAP = (ug ADN/mL) / (mg HAP/mL)

Ecuacion 4.2

De esta forma, para una absorbancia de 0.03, un factor de dilucién de 1 y una suspensién
de particulas HAP-ADN 0.5 mg/mL, se puede establecer la tasa de encapsulacion en 3 ug
ADN/mg HAP.
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Figura 4.9 Espectrofotometria UV-Vis de distintas muestras de nanoparticulas HAP-pUC19
antes y después de su tratamiento con HCI 0.1M y con DNAasa: A) HAP 500 mM - pUC19
(8.0 mg), B) HAP 500 mM — pUC19 (1.6 mg).

El mismo fendmeno de degradacion de la cobertura de HAP y la consecuente liberacion del
material genético al adicionar acido fue observado en los ensayos realizados a las particulas

cargadas con plasmido pUC19 (ver Figura 4.9).
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Asi, las muestras HAP 500 mM-pUC19 (8.0 mg) y HAP 500 mM-pUC19 (1.6 mg)
presentaron aumentos en la concentracion de ADN al de 2.22 pg/mL y 0.43 pg/mL al
agregarse acido, respectivamente. Otros incrementos en la concentracion de material
genetico en el medio se dieron también al agregar la disolucién acida a las mismas
particulas lavadas previamente con DNAasa, generando aumentos de 3.33 ug/mL para la
muestra HAP 500 mM-pUC19 (8.0 mg) y 1.19 pg/mL HAP 500 mM-pUC19 (1.6 mg).

Haciendo uso de la Ecuacion 4.1 y de la Ecuacion 4.2 se puede establecer también una tasa
de encapsulamiento de 4.62 ug ADN/mg HAP y 1.61 ug ADN/mg HAP para las muestras
HAP 500 mM-pUC19 (8.0 mg) y HAP 500 mM-pUC19 (1.6 mg), respectivamente.

Estos resultados se asemejan a los mostrados en la Figura 4.8 para el caso de las particulas
HAP 0.5 mM-ADN, confirmando el encapsulamiento del material genético tanto para el
plasmido como para el ADN comercial, asi como la posible liberacién de este material en un

medio acido.

4.3 Caracterizacion de las nanoparticulas de HAP mediante
la evaluacion de su morfologia, composicién vy

estabilidad quimica

4.3.1 Evaluacién de la morfologia

En la Figura 4.10 se presentan imagenes representativas de las principales morfologias

observadas en la sintesis de HAP sin ADN mediante la metodologia propuesta.

En imagenes obtenidas mediante SEM, fue posible la observacion del material
hidroxiapatitico de color blanco en forma de material disperso, esférico (Figura 4.10,

izquierda), y formando agregados como los de la Figura 4.10, derecha.
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Figura 4.10 Fotografias de las nanoparticulas HAP 0.5 mM sintetizadas. Arriba: imagenes

SEM; abajo: imagenes TEM.

Los conglomerados a su vez demostraron, en la mayoria de los casos, estar compuestos
por particulas esféricas unidas entre si a manera de cadenas, como puede observarse en la
imagenes TEM obtenidas. En otros casos, los apilamientos se encontraron formados por
estructuras mas cristalinas tipo astillas o bastoncillos, sobre todo en zonas de alta

acumulacion de material.

Las observaciones confirman el efecto de la concentraciéon de los reactivos y pH del medio
de reaccion sobre las formas que adquiere la HAP al sintetizarse, en donde las condiciones
de elevada dilucion del medio y el relativamente alto pH, demostraron promover el

ordenamiento del material en formas esféricas.

La dilucion del medio de reaccién implicaria una menor actividad idnica en la disolucién y es
conocido que este es uno de los factores que mas influye en el proceso de formacioén de la
HAP al afectar la etapa de nucleacion [7], sin embargo, el mecanismo que describe el

proceso general aun no es comprendido en su totalidad. Asi las cosas, el menor acceso a
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los iones en disolucién podria provocar una limitacion en algunas de las etapas finales del
proceso de cristalizacion de la HAP y favoreciendo estados primigenios, en donde seria mas
comun encontrar formas de tipo esféricas. Ademas, este efecto podria verse incrementado
en caso de que la HAP formada haya incorporado CO3> en su estructura ya que ha sido

reportado su efecto retardante en la velocidad de crecimiento del cristal [29].

Asociado a lo anterior, el alto pH del medio de reaccion implicaria una mayor cantidad de
iones OH" disponibles y por tanto, un aumento en la probabilidad de adsorcion superficial
necesaria para la formacioén y el crecimiento de los cristales de HAP. Este aumento en la
probabilidad de la adsorcién de grupos hidroxilos ha sido mencionado por Zhang et al. [34]
como favorecedor de crecimiento isotrépico o anisotrépico leve, ademas de haber sido
propuesto por Christoffersen et al. [7], en uno de sus modelos, como responsable del

crecimiento lateral de los cristales.

Figura 4.11 Fotografias de las nanoparticulas HAP-ADN sintetizadas. Arriba: imagenes

SEM; abajo: imagenes TEM.
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Por otro lado, particulas similares fueron obtenidas al hacer la reaccion de formacion de
HAP en conjunto con ADN, en donde el material genético puede servir como molde o centro
de nucleacién a la formacion del ceramico, generando estructuras formadas por
nanocapsulas (ver Figura 4.11). Estas estructuras se encontraron, al igual que en el caso
anterior, como capsulas individuales o como agregados amorfos de mas de 1 uym de

didmetro y presentaron un color blanco.

En cuanto al tamano de particula, la evaluacion estadistica realizada a partir de las
imagenes SEM mostraron un predominio de estructuras dispersas de 27.6 nm de diametro

en promedio para el caso de la HAP 0.5 mM y de 38.3 nm de diametro para la HAP-ADN
(ver Figura 4.12).
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Figura 4.12 Distribucion estadistica del diametro de las nanoporticulas de HAP sinterizadas:
A) HAP 0.5 mM; B) HAP — ADN.

Como puede observarse, existe una tendencia al incremento del diametro de particula al
generarse la reaccion de precipitaciéon en presencia del ADN, lo que puede deberse al
efecto de molde que esta macromolécula ejerce al permitir la formacion del material sobre
su superficie.

El diametro final de la particula sintetizada dependera entonces del tamafio y ordenamiento
de la micela de ADN formada previo a la mineralizacién de la cobertura de HAP, ademas de

los otros factores ya mencionados en este trabajo. De igual forma, no se puede descartar la
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influencia de la conformacion del material genético encapsulado, su tamafo, su integridad o

la posibilidad de formacion de agregados del mismo.

4.3.2 Composicion

En la Figura 4.13 se pueden ver los espectros IR para dos muestras de HAP sintetizadas a

partir de distintas concentraciones de calcio y fosfato.

En ambos espectros es posible observar las bandas caracteristicas de los fosfatos de la
HAP alrededor de 558-601 cm™ y 960-1092 cm™, asi como la similitud entre estas curvas y

la correspondiente a una HAP comercial.

108 962

60

Transmitancia (u.a.)

1019

| | | | |
1800 1475 1150 825 500

Longitud de onda (cm")

Figura 4.13 Espectroscopia FT-IR de las nanoparticulas de HAP 500 mM y HAP 0.5 mM: A)
HAP comercial, B) HAP 500 mM, C) HAP 0.5 mM.
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Al igual que como pudo apreciarse en la Figura 4.7, la resolucién de los picos mejora
conforme se aumenta la concentracion de los reactivos como es posible comprobar al
visualizar las sefiales en ~962, ~1014 y ~1089 cm™, lo que hace prever que hay una mejor
lectura del equipo en muestras con mayor apilamiento de HAP o cuando la cantidad de

muestra analizada es mayor.

Igualmente puede observarse la aparicién de bandas en ~1460 cm™, asociadas a grupos
CO5?%, lo cuales pueden formarse debido al CO, atmosférico presente durante la sintesis.
Este, al entrar en contacto con el medio acuoso, puede formar H,COss) que al disociarse,
seria el responsable del aporte de los grupos carbonato a la estructura de la HAP.
Precisamente por este fendmeno, los carbonatos han sido reportados en la literatura como
la principal impureza en la sintesis de HAP por procedimientos de precipitacion realizados

en sistemas abiertos [29].

Los andlisis elementales EDX efectuados a la HAP sintetizada (Cuadro 4.1 y Cuadro 4.2)
muestran presencia de elementos propios de la estructura como Ca, P y O, asi como de
pequefias cantidades de otros elementos traza que podrian deberse a contaminacion de la

muestra y/o del soporte de silicio, 6 a impurezas incluidas en la red ceramica.

Vale la pena mencionar que las particulas analizadas poseen un tamafio muy pequefio, lo
que dificulta el analisis EDX de la muestras. Esta limitacion es de tipo instrumental ya que en
muchos casos, el rango de escaneo que hace el aparato es mayor al tamafio de las

particulas lo que provoca que también se detecten elementos propios del soporte.

En el caso de la HAP sin ADN (Cuadro 4.1), el material sintetizado mostré una relacion Ca/P
de 1.69, el cual que difiere ligeramente del 1.67 reportado para la HAP [1] y mas

caracteristico de hidroxiapatitas carbonatadas.

Ademas de los elementos propios de la HAP (Ca, O, P), el analisis mostré presencia de

otros elementos como carbono, sodio, silicio y azufre.
En el caso del silicio, su deteccién se atribuye al soporte utilizado (de este mismo material),

mientras que la aparicion de azufre puede deberse a contaminacién de la muestra y/o el

soporte.
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Cuadro 4.1 Determinacion elemental de las nanoparticulas HAP 0.5 mM mediante

espectroscopia EDX.

Elemento Concentracion Intensidad % Peso % Peso % Atémico
aparente sigma

C 126.805 0.5641 14.965 0.25 26.14

O 236.235 16108.5 10.95 0.16 15.805

Na 10.255 19320.5 0.395 0.045 0.395

Si 1.067.045 11825.5 66.88 0.3 53.3

P 30.185 SO0 1.635 0.1 1.175

S 19.845 0.48835 1.615 0.05 1.215

Ca 46.735 0.97595 BESS 0.2 1.985
CalP = 1.69

El sodio ha sido reportado como una impureza comun en la formacion de HAP, encontrada
en rangos de 0.5-1.0 % en peso [29], por lo que es posible que la deteccién de este

elemento se deba a su inclusiéon en la matriz del material.

En cuanto al carbono, existe la posibilidad de que el mismo haya sido incorporado a la
matriz de la HAP en forma de carbonato, generando una especie similar a la descrita en la

Ecuacion 2.4 y que presentaria una relacion Ca/P = 1.69.

La determinacion elemental de las particulas HAP-ADN se muestra en el Cuadro 4.2. En el
mismo se puede observar presencia de carbono, nitrégeno, silicio y cloro, aparte de los ya

esperados calcio, fosforo y oxigeno inherentes a la HAP.

En este caso, la aparicion de silicio se atribuye igualmente al soporte utilizado, mientras que
la presencia de cloro es minima si se compara con otros elementos y la misma podria ser
producto de la inclusién de esta impureza en la matriz de HAP, ya que se ha reportado su

presencia en HAP en valores que van desde el 0.01 % hasta el 0.3 % en peso [29].
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Cuadro 4.2 Determinacion elemental de las nanoparticulas HAP 0.5 mM-ADN mediante

espectroscopia EDX.

Elemento Concentracion Intensidad % Peso % Peso % Atomico
aparente sigma

C 130.59 0.7571 12.05 0.22 21.33
N 9.45 0.3792 1.74 0.4 2.64
O 573.45 15.469 25.9 0.22 34.42
Si 596.63 11.599 35.94 0.25 27.2
P 189.24 14.215 9.3 0.14 6.38
Cl 5.41 0.8437 0.45 0.07 0.27
Ca 204.72 0.9782 14.62 0.24 7.76

CalP = 1.22

Por otro lado, la existencia de carbono y nitrégeno es importante ya que se deberia a la
incorporacion del material genético en el interior de las particulas, confirmando de esta

forma el encapsulamiento del ADN.

En cuanto a la relaciéon Ca/P, la misma presentdé un valor de 1.22, inferior al 1.67

caracteristico de las HAP.

La disminucién en el valor de esta relacion se podria deber a dos factores: i) la competencia
entre el ADN vy los iones fosfato provenientes del (NH4),HPO, por el calcio presente en
disolucion, en donde algunos cationes que interaccionan con el material genético no
llegarian a formar HAP al agregarse la fuente de fosfatos, perdiéndose posteriormente en
los lavados; vy ii) el aporte de fosforo por parte del ADN encapsulado, que aumentaria su

proporcidn respecto al calcio afadido.

Al igual que en el caso de la HAP sin ADN vy si se analizan las sefiales en ~1460 cm™ (ver
Figura 4.6 c) , existe la posibilidad de incorporacion de carbonatos en la estructura del
ceramico. De ser asi, esto representaria una ventaja al utilizarse estas nanoparticulas como

un vector ya que la CHA es mas bioactiva que la HAP pura [29]. La substitucién de grupos
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PO,* por COs* debilita el material haciéndolo mas soluble y por tanto mas facil de degradar

por parte de las células, aumentando la biocompatibilidad y facilitando la liberacién del ADN.

4.3.3 Estabilidad quimica

La HAP sintetizada logré ser degradada mediante la disolucién acida 100 mM en HCIl y 50
mM en NaCl, con una osmolalidad de 300 mOsmol, determinandose una tasa de
degradacion variable en el tiempo que va desde los 0.02 mg HAP/min hasta los 0.16 mg
HAP/min.

Al igual que lo mencionado en la seccion 2.5.5, se notdé una mayor velocidad de degradacion
en las etapas iniciales del proceso pero la misma varia con el tiempo, de manera que se

hace imposible determinar de forma clara la cinética o cinéticas involucradas.

A pesar de esto, los ensayos realizados demostraron que la disolucién acida utilizada es
capaz de disolver el material ceramico y que la misma, al poseer condiciones de pH vy
osmolalidad similares a las encontradas en ambientes biolégicos, puede dar alguna idea de

la degradacion que sufriria el material al ser degradado en el interior celular.

4.4 Determinacion in vitro de la liberacion del ADN

encapsulado

Los ensayos para la liberacién in vitro del ADN se basaron en la adicion de una disolucién
acida biomimética capaz de degradar la cobertura de HAP mineralizada sobre el material
geneético, de manera que las nanocapsulas se degeneran liberando en el proceso el ADN al

medio, tal y como sucederia en condiciones in vivo.

En la Figura 4.14 se presenta el patron electroforético obtenido en el ensayo. En la misma
se aprecia como las particulas sin tratamiento acido no corren por el gel y por el contrario,
dejan una marca clara en el pozo atribuida al plasmido encapsulado (linea C). Cuando estas
mismas particulas fueron tratadas con acido, se logra la disolucion del material

hidroxiapatitico y la liberacion del plasmido. Asi, el ADN puede ahora correr por el gel
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generando el patron de electroforesis mostrado en la linea D, con un alto grado de similitud

al dejado por el plasmido control (linea B).

También, vale la pena sefialar que en el patron obtenido para las particulas sin adicion de
acido (linea C) la unica marca se encuentra presente en el pozo, lo que implica la ausencia
de ADN superficial y por tanto que el total del material genético (responsable de la banda

luminosa) se encuentra encapsulado en las particulas.

En el caso del plasmido control, la marca superior se asocia a la conformacion circular del
plasmido mientras que la inferior se atribuye a la conformacion super enrollada. Este super
enrollamiento implicaria una menor resistencia a la migracion a través del gel, lo que se

traduce en un avance mas rapido que la conformacion circular.

Figura 4.14 Patrén electroforético de las nanocapsulas HAP-pUC19: A) Marcador de peso
molecular, B) pUC19 control, C) HAP 500 mM — pUC19 (8.0 mg), D) HAP 500 mM — pUC19
(8.0 mg) + HCI 0.1 M.
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Si se comparan las bandas superior € inferior de la linea D, se puede observar como las
mismas coinciden exactamente con las descritas para el plasmido control, de forma que se
atribuyen a las mismas conformaciones circular y super enrollada. Ademas, es posible
apreciar también una marca intermedia que puede ser asociada a alguna otra conformacién
como lo podria ser una linealizacién del plasmido sufrida durante la mineralizaciéon o la
adicion de acido. No obstante, se puede distinguir cdmo esta banda tiene una intensidad
menor que las otras dos, lo que implica que la presencia de este tipo de conformaciéon es
menor que las tipicas del plasmido pUC19 y por tanto, existe buena conservacion de la

integridad del mismo.

La integridad del material genético posterior a la adicion de acido es importante en caso del
uso de estas particulas como vector de transfeccion. Esta integridad es necesaria si se
quiere una adecuada integracion del gen de interés en el material genético de la célula
huésped al utilizarse este vector y por tanto, una adecuada expresion del producto de

interés.

Estos resultados, en conjunto con los mostrados en las Figura 4.8 y Figura 4.9, terminan de
confirmar la exitosa encapsulaciéon del ADN dentro de las particulas de HAP, el efecto
protector del vector y la posible liberacion del material genético en condiciones similares a

las encontradas a nivel intracelular.

4.5 Transfeccion bacteriana

Los ensayos de transfeccion bacteriana en los que se utilizo el vector sintetizado resultaron
exitosos, observandose un buen crecimiento bacteriano en las placas de Petri 24 horas

después de plaqueadas las muestras (ver Figura 4.15).

Este crecimiento resultdé bastante significativo, en donde incluso fue imposible distinguir
colonias puntuales, pareciéndose mas al homogéneo crecimiento de las muestras control

sin ampicilina.

Como el plasmido pUC19 posee en su construccion un gen de resistencia a ampicilina, sélo

es posible que crezcan colonias de bacterias que expresen el gen de resistencia al
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antibidtico y que por tanto, que hayan incorporado el plasmido en su material genético

mediante el uso del vector.

En estos ensayos, se descarta que el ADN incorporado por las bacterias provenga de ADN
adsorbido en la superficie de las particulas ya que las mismas fueron digeridas previamente
con DNAasa y ademas confirmado mediante las pruebas electroforéticas de la seccién

anterior (ver Figura 4.14), como ya fue discutido.

Figura 4.15 Placas de Petri con medio LB + ampicilina, sembradas con las bacterias
transformadas mediante las particulas HAP-pUC19: A) Trasformaciéon con HAP 500 mM —
pUC19 (1.6 mg), B) Trasformacion con HAP 500 mM — pUC19 (8.0 mg).

Para confirmar que el crecimiento bacteriano en las placas se debié exclusivamente a la
incorporacion del pUC19 y no al aporte de algunas bacterias resistentes, varias colonias de
estas placas fueron sembradas en un medio de cultivo LB con una concentracion de
ampicilina de 100 ug/mL evaluando su crecimiento después de 24 horas al dejarse en

reposo a 37 °C.

Tras 24 horas de haberse efectuado la siembra de las colonias, se detectd turbidez en los
tubos de ensayo empleados, signo de crecimiento bacteriano. En este caso, el crecimiento

fue mayor para las bacterias transfectadas con las particulas HAP 500 mM — pUC19 (8.0
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mg) que para aquellas transfectadas con las HAP 500 mM — pUC19 (1.6 mg), algo que era
de esperarse debido a la mayor cantidad de ADN encapsulado en las primeras y que por

cuestion de probabilidades, transfectarian un mayor numero de bacterias.

Posteriormente se procedié a la extraccion y purificacion del ADN bacteriano siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 3.6.2, para finalmente comprobar si este material

genetico estaba o no asociado al plasmido encapsulado.

Figura 4.16 Patron electroforético del ADN de las bacterias transfectadas con las particulas
HAP-pUC19: A) Marcador de peso molecular, B) pUC19 control, C-D) Bacterias
transformadas con HAP 500 mM — pUC19 (8.0 mg), E-F) Bacterias transformadas con HAP
500 mM - pUC19 (1.6 mg)

En la Figura 4.16 se muestra el patron electroforético obtenido en estos ensayo en donde es
posible observar claramente unas bandas coincidentes con una de las conformaciones del

plasmido pUC19. Las mismas presentan una mayor intensidad para el caso de la
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transfeccion realizada con las particulas HAP 500 mM — pUC19 (8.0 mg) debido al mayor

crecimiento de estas bacterias y por tanto, a una mayor cantidad de ADN purificado.

En el caso del patron presentado por el plasmido control, las bandas inferiores son
asociadas a las conformaciones circular y super enrollada, mientras que la leve marca
superior puede deberse a alguna conformacién producto de agregacion entre el mismo
plasmido. De esta forma, los resultados hacen prever que el ADN incorporado por las
bacterias y encapsulado en las nanoparticulas responsables de la transfeccion, se trata del

que presenta esta ultima conformacion y que la misma no afecta su funcionalidad.

Ademas, se puede apreciar como el patron es coincidente también para cada uno de los
carriles y como también en todos los casos hay ausencia de bandas en los pozos,
descartando asi alguna posible contaminacion de ADN gendmico al momento de la

transfeccion.

Adicionalmente, la concordancia de las bandas del ADN bacteriano con la del control
vendria a demostrar la integridad del material genético una vez finalizado el proceso
general: encapsulacién del plasmido, liberacion en el interior bacteriano, incorporacion y

expresion.
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5 Conclusiones

Mediante el protocolo propuesto se logré sintetizar particulas de HAP de forma
mayoritariamente esférica, con una buena dispersion y un tamafo promedio de 26.7 nm,
que se pueden encontrar de forma aislada o formando agregados.

El efecto de la dilucion de los reactivos demostrd ser el principal factor que afecta la
dispersion y morfologia del material, detectandose particulas mas esféricas, mas dispersas y
con menos formacién de agregados conforme se aumenta la dilucion.

Los ensayos de espectroscopia UV-Vis, espectroscopia FT-IR, espectroscopia EDX y
electroforesis en conjunto con las microfotografias de transmision electronica obtenidas,
demostraron la encapsulacion exitosa tanto del ADN comercial fish sperm como del ADN
plasmidico pUC19, lograndose por primera vez la encapsulacion de material genético
mediante el método de coprecipitacién quimica.

Tanto las particulas sin carga genética como aquellas en las que el ADN fue encapsulado
mostraron una morfologia principalmente esférica, en donde los diametros resultaron
ligeramente mayores para las particulas cargadas con el acido nucleico.

Indiferentemente de la adicién o no de ADN durante el proceso de sintesis, las particulas
obtenidas presentan indicios de incorporacion de carbonatos en su estructura, aumentando
su solubilidad y mejorando su rendimiento como vector no viral.

Las pruebas electroforéticas y de espectroscopia UV-Vis demostraron la factible liberacién
ADN encapsulado bajo condiciones acidas biomiméticas, asi como el efecto protector de la
cobertura de HAP sobre el material génico al ser sometido a la accién de endonucleasas.
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Los diferentes ensayos de transfeccion y su comprobacion mediante electroforesis indican la
exitosa transformacion de las bacterias al utilizarse las nanoparticulas HAP-ADN,
demostrando de esta forma su potencial como vector no viral.
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Bibliografia complementaria

* G-Biosciences — Descripcion CTAB:

http://www.gbiosciences.com/CTAB-desc.aspx

* Invitrogen — Subcloning Efficiency DH5a Competent Cells. Cat. No. 18265-017.
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¢ Pierce — Technical Resource:

http://www.fishersci.ca/uploadedFiles/\Whats New/pierce detergent.pdf

* QIAGEN - Bench Protocol: QlAprep Spin Miniprep Kit Using a Microcentrifuge.
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