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Nanotecnologia
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Resumen

Las nanoparticulas magnéticas (MNP) complejadas con vectores génicos
pueden, en presencia de un campo magnético externo, amplificar sustan-
cialmente la eficiencia de la transferencia génica. Esta técnica, denominada
magnetofeccion, es de gran interés en el campo de la terapia génica. En
este estudio se caracterizdé la mejora de transferencia génica en células
gliales B92 utilizando complejos constituidos por diferentes proporciones
de MNP asociadas a dos vectores adenovirales, a saber: los complejos entre
las MNP denominadas PEI-Mag2 asociadas al adenovector RAd-GFP que
expresa la proteina fluorescente verde GFP o al adenovector RAd-DsRed que
expresa la proteina fluorescente roja DsRed2. Se demostré que para ambos
vectores, a medida que la relacion MNP/particula viral fisica (PVF) va au-
mentando, la amplificacién de la transfecciéon también aumenta hasta que
se llega a una relacion MNP/PVF a partir de la cual el factor de amplificacién
alcanza un plateau. Se determiné que para el complejo PEI-Mag2/RAd-GFP
la relacion a partir de la cual se alcanza el plateau es de aproximadamente
0,5 fg Fe/PVF mientras que para el complejo PEI-Mag2/RAd-DsRed, esta
relacién corresponde a aproximadamente 71 fg Fe/PVF. Se concluye que los
dos complejos magnéticos estudiados representan promisorias herramientas
para mejorar la eficiencia en la terapia génica en células cerebrales.

Palabras clave: nanotecnologia * nanoparticulas magnéticas * adenovecto-
res * terapia génica * magnetofeccion * sistema nervioso * glia * proteina
fluorescente verde * proteina fluorescente roja

Summary

It is known that certain types of magnetic nanoparticles (MNPs) complexed
to gene vectors can, in the presence of an external magnetic field, greatly
enhance gene transfer into cells. This technique, called magnetofection,
is of great relevance to gene therapy. In the present study the ability of
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MNP/adenovector complexes to enhance gene transfer to B92 glial cells was assessed. Two complexes
were assessed, namely PEI-Mag2/RAd-GFP and PEI-MagZ2Z/RAd-DsRed, which are constituted by the MNP
PEI-Mag2 complexed to the adenovector RAd-GFP (expressing the green fluorescent protein GFP) and RAd-
DsRed (expressing the red fluorescent protein DsRed?2), respectively. It was shown that for both vectors, an
increase in the ratio MNP/PVP (physical viral particle) is paralleled by an increase in transduction efficiency,
up to a certain threshold value at which an efficiency plateau is reached. This threshold value was 0.5 fg
Fe/PVP for the RAd-GFP complex and about 71 fg Fe/PVP for the RAd-DsRed complex. It can be concluded
that both magnetic complexes assessed in this study represent promising tools for enhancing the efficiency
of gene therapy in brain cells.

Key words: nanotechnology * magnetic nanoparticles * adenovectors * gene therapy * magnetofection *
nervous system * glia * green fluorescent protein * red fluorescent protein

Resumo

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) complexadas com vetores de genes podem, em presengca de um
campo magnético externo, aumentar consideravelmente a eficiéncia da transferéncia génica. Esta técnica,
chamada magnetofeccéo, é de grande relevancia para a terapia genética. No presente estudo, foi caracte-
rizada a melhoria de transferéncia de genes em células gliais B92 utilizando complexos constituidos por
diferentes proporgbes de MNP associadas a dois vetores adenovirais, a saber: os complexos entre as MNP
denominadas PEI-Mag2 associadas ao adenovetor RAd-GFP que expressa a proteina fluorescente verde GFP
ou ao adenovetor RAd-DsRed que expressa a proteina fluorescente vermelha DsRed2. Foi demonstrado que
para ambos os vetores, enquanto a relacdo MNP/particula viral fisica (PVF) vai aumentando, a amplifica-
¢do da transfecgcdo também aumenta até que se chega a uma relagdo MNP/PVF a partir da qual o fator de
amplificagdo alcanga um limiar. Determinou-se que para o complexo PEI-Mag2/RAd-GFP a relagdo a partir
da qual se atinge o limiar é de aproximadamente 0,5 fg Fe/PVF ao passo que para o complexo PEI-Mag2/
RAd-DsRed, esta relacdo corresponde a aproximadamente 71 fg Fe/PVF. Conclui-se que os dois complexos
magnéticos estudados representam promissoras ferramentas para melhorar a eficiéncia na terapia de genes
em células cerebrais.

Palavras-chave: nanotecnologia * nanoparticulas magnéticas * adenovetores * geneterapia * magnetofeccdo *

sistema nervoso * glia * proteina fluorescente verde * proteina fluorescente vermelha

Introduccién

La terapia génica en el sistema nervioso central (SNC)
constituye un particular desafio tecnolégico debido a la
relativa inaccesibilidad del cerebro y la médula espinal, y
ala extraordinaria complejidad de las estructuras nervio-
sas centrales. Por otra parte, esta estrategia terapéutica
ofrece ventajas tnicas para la expresion prolongada de
moléculas neuroprotectoras en regiones especificas del
SNC afectadas por procesos degenerativos.

A pesar de que los resultados documentados sobre
la terapia génica para factores neurotréficos en mode-
los animales de enfermedades neurodegenerativas son
prometedores (1)(2), hasta ahora la tnica forma de
administrar estos factores es mediante la inyeccion de
los vectores génicos por via estereotaxica directamente
en las areas blanco del cerebro. La invasividad de este
procedimiento limita significativamente su eventual im-
plementaciéon en pacientes humanos. Una posible via
para superar este problema surge de la asociacion de
la transferencia génica con la nanotecnologia, combi-
naciéon que ofrece ahora la posibilidad de desarrollar
estrategias de terapia génica intracerebral de alta efi-
ciencia e invasividad minima.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 399-406

Este abordaje combina al Direccionamiento Magnéti-
co de Drogas (MDT, magnetic drug targeting) con la mag-
netofeccion, dos tecnologias emergentes basadas en el
uso de nanoparticulas magnéticas (MNP). El propésito
de la MDT es el de concentrar nanocomplejos terapéu-
ticos magnéticos en regiones precisas del organismo por
medio de campos magnéticos externos. Hasta ahora la
principal aplicacion de la MDT ha sido la terapia oncol6-
gica. Tipicamente, se utilizan MNP funcionalizadas con
compuestos terapéuticos, las cuales son inyectadas en una
de las arterias que irrigan al tumor, concentrandolas en la
region blanco por medio de un campo magnético exter-
no. Esta estrategia ha alcanzado resultados promisorios
en ensayos clinicos (3-5) aunque debe senalarse la au-
sencia de estudios clinicos publicados en anos recientes.
También se han utilizado transportadores (carriers) mag-
néticos para direccionar drogas citotoxicas (doxorrubici-
na) en sarcomas implantados en la cola de rata (6). Los
resultados iniciales fueron alentadores ya que se observo
una total remision de lo tumores en contraste con ratas
inyectadas con 10 veces la dosis de doxorrubicina sin ca-
rrier, en las que no se observo remision. Posteriormente
a este estudio, hubo publicaciones adicionales documen-
tando el éxito en la aplicacion direccionada de drogas ci-



totoxicas en el tratamiento de modelos animales como el
cerdo (7)(8), el conejo (9) ylarata (10-12).

Por su parte, la magnetofeccion es una metodologia
desarrollada a principios de la década del 2000 por el
grupo liderado por Christian Plank en Munich (13)
(14). Esta técnica se basa en la asociacion de MNP con
vectores virales o no virales con el objeto de optimizar
la transferencia génica en presencia de un campo mag-
nético. De este modo, el grupo aleman pudo desarro-
llar nanocomplejos magnéticos no virales capaces de
alcanzar altas eficiencias en la transferencia génica por
magnetofeccion en cultivos celulares (15). El mismo
grupo logré desarrollar nanocomplejos magnéticos que
mejoran sustancialmente la eficiencia de transferencia
génica mediada por vectores adenovirales (16). Recien-
temente se ha descripto la implementacion exitosa de
magnetofeccion en el cerebro fetal. En este estudio se
utilizaron complejos de adenovectores con MNP que
se inyectaron intracerebro-ventricularmente (ICV) en
fetos de ratén en presencia de un campo magnético ex-
terno unilateral. Al final de la prenez se observo que se
habia logrado una expresion significativa del transgén
(beta galactosidasa) en las células ependimarias del he-
misferio cerebral que fue expuesto al campo (generado
por un pequeno iman externo) mientras que en el he-
misferio no expuesto la expresion transgénica fue des-
preciable (8). En el presente estudio se abordé la im-
plementacién de magnetofeccion en cultivos de células
gliales B92 de rata empleando dos vectores adenovira-
les construidos en el laboratorio de los autores y MNP
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Materiales y Métodos

VECTORES ADENOVIRALES RECOMBINANTES (RAd)

RAd-GFP. Este adenovector expresa el gen de la pro-
teina fluorescente verde (GFP) de Aequorea victoria
bajo el control del promotor del citomegalovirus mu-
rino (mCMYV), poseyendo aguas abajo del transgén la
senal de poliadenilacién del Simian Virus 40 (Fig. 1A).

RAd-DsRed2. Este adenovector expresa el gen de
la proteina fluorescente roja (DsRed2) de Discosoma
sp. bajo el control del promotor del mCMYV, poseyendo
aguas abajo del transgén, la senal de poliadenilacion
del Simian Virus 40 (Fig. 1B).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
DE PARTICULAS VIRALES FISICAS

La titulacién de RAd-GFP y RAd-DsRed se realiz6 por
duplicado a una dilucién 1/10 de la muestra del virus
en 0,1% de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) en PBS (bu-
[ferfostato-salina), utilizando la misma dilucion del buff
er de dialisis en 0,1% de SDS como control. La mezcla
se homogeneiz6 con vortex y se centrifugé a 8000 rpm
durante 5 minutos. Se determiné la densidad 6ptica del
sobrenadante a 260 nm y a 280 nm. La relacion DO%O/
DO280 debia encontrarse en el rango de 1.3-1.6. Se
calcul6 asi la concentraciéon de particulas virales fisicas
(PVF) a partir de la densidad 6ptica DOy, utilizando la
siguiente ecuacion:

provistas por el grupo de Christian Plank en Munich. PV/mL= (ODyg, — OD3y) x factor de dilucién / 9,09.10°%,
A
g hGFP ITR
H= o
PmCMV Sv40pA
AE1 AE3
B RAd-GFP
ITR ¥ DsRed2 ITR
H=SL 1] o
PmMCMV Sv40pA
AE1 AE3

RAd-DsRed

Figura 1. Estructura génica de los vectores adenovirales recombinantes (RAd) utilizados. (A) RAd-GFP: Adenovector portador del gen que
codifica para la proteina fluorescente verde (GFP) de Aequorea victoria. (B), RAd-DsRed: Adenovector portador del gen que codifica para la
proteina flurescente roja DsRedZ2 de Discosoma sp. Referencias: PmCMYV, Promotor del citomegalovirus murino; ITR, terminales repetidos
invertidos; AE1 y AE3, deleciones de los genes E1 y E3 en el genoma del Ad 5; SV40, sefial de poliadenilacion del Virus Simian 40; v,

sefial de empaquetamiento.
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donde 9,09.10"'% es el coeficiente de extincién para el
adenovirus de tipo salvaje.

FORMULACION DE LAS NANOPARTICULAS
MAGNETICAS UTILIZADAS

Inicialmente se evaluaron dos formulaciones: PB-
Magl-4 y PEI-Mag2. Las principales caracteristicas fisi-
cas de las preparaciones se indican en la Tabla I. En
base al nimero N de nanoparticulas por particula viral
fisica (PVF) que se determiné para la relacion de 1 fg
Fe/PVP, se estimaron los didmetros de los complejos,
que van desde 229 nm (relacién 0,05) hasta 613 nm (re-
lacion 1,00). Datos no mostrados

APLICADOR DE CAMPO MAGNETICO PARA CELULAS
EN CULTIVO

Se utiliz6 una placa magnética comercial (Oz Bios-
ciences, Marsella, Francia) del tamano de una micro-
placa estandar de ELISA. Esta consiste en un arreglo de
magnetos permanentes con forma rectangular, de Nd-
Fe-B (magneto de neodimio) dispuestos en una orien-
tacion paralela alternante. Esta placa produce una den-
sidad de flujo magnético maxima de aproximadamente
0,3 Ty gradientes de campo magnético en el rango de
67 a 123 T/m a una distancia de 2 mm para la super-
ficie de los magnetos individuales, la cual es aproxima-
damente la posicion donde las células estaran ubicadas.
Esta induccion magnética lleva aproximadamente a
80% de saturacién de las nanoparticulas, si éstas son de
magnetita de alta pureza, requiriéndose una inducciéon
de 0,5-0,6 T para que la saturacion sea completa.

PROTOCOLO DE MAGNETOFECCION EN CULTIVOS
CELULARES

La linea celular B92 (glial de tejido nervioso de
rata) se cultivé en medio MEM (Minimum Essential Me-
dium), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 100 U de penicilina/mL, 0,1 mg de estreptomi-
cina/mL, y 0,25 pg de anfotericina B/mL; y se mantu-
vo a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO.,,.

Para el recuento celular se utilizé el método de re-
cuento en camara de Neubauer.

Para esto, partiendo de una botella con células B92
al 90% de confluencia, se procedié a realizar dos lava-
dos con PBS. Posteriormente se anadieron 3 mL de so-
lucion citrico salina (10 g/L de KCl, 4,4 g/L de citrato
de sodio, estéril, conservada a 4 °C). Se incub6 en ca-
mara de cultivo hasta desprendimiento completo de
la monocapa. Se agregaron 4 mL de PBS. Se tomaron
100 pL de la suspension célular en PBS, y se agregaron
100 pL de Azul tripan (Trypan Blue, SIGMA). Se con-
taron por triplicado las células viables contenidas en
los reticulos de la camara y en base a esa cantidad se
hicieron los calculos correspondientes para obtener el
nuamero de células viables por mL.

Las células B92 se sembraron (750.000 por mL) en
placas de 12 pocillos hasta una confluencia del 80% en
medio MEM conteniendo 10% de SFB y antibiéticos.
Los cultivos se incubaron entonces con complejos ade-
novirales magnéticos generados mezclando diferentes
proporciones de MNP y adenovector. Inmediatamente
después del agregado de los complejos magnéticos a
los cultivos, éstos se sometieron a una densidad de flu-
jo magnético de unos 0,3 T (generado por el aplicador
anteriormente descripto) durante 30 min, continuan-
dose luego con una incubacién estandar a 37 °Cy 5%
CO, durante 48 h. La expresion de DsRed2 y GFP se
sigui6 en las células vivas por microscopia de fluores-
cencia con un microscopio invertido. En el caso de las
células magnetofectadas con el complejo que contenia
RAd-GFP, la expresion de GFP se cuantific6 por me-
dicion de fluorescencia en los correspondientes lisa-
dos celulares. Para este fin, se aspir6 el sobrenadante
celular, procediéndose después a lisar las células. Los
lisados se transfirieron a placas de NUNC (96 Well Pla-
te PS Optical Btm Polymer Base Non-Treated NS w/o
Lid Blk. Nunc Code: 265301) de 96 pocillos con fondo
optico a fin de medir la fluorescencia en un lector de
placas Beckman Coulter® DTX 880 Multimode Detec-
tor. Este procedimiento permitié determinar la rela-
cion MNP/RAd 6ptima.

Tabla |. Caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas utilizadas en este estudio.

Nanoparticulas Composicién del Tamafio Saturacion de la Digmetro Potencial Contenido de
magnéticas™ nucleo promedio magnetizacion hidrodinamico | electrocinético en Hierro
del del nucleo promedio el agua (g Fe/ g peso
cristal de | M, (emu/g hierro D (nm) e (mV) seco)
magnetita
<d>(nm)
PEI-Mag2 Magnetite 9 62 28+ 2 +554+1.6 0,56
PB-Magl-4 Magnetite 12 73 64 + 10 +41,3 £3.2 0,47

* Provistas por los Dres. Christian Plank y Olga Mykhaylyk, Universidad de Munich, Alemania.
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Resultados

Las dos clases de MNP evaluadas mostraron una buena
performance in vitro pero las recubiertas con polietilenimi-
na (PEI-Mag?2) fueron mas efectivas in vivo que las PB-Mag
14, que estan recubiertas con polibreno (resultados no
mostrados). Por esta razon se focaliz6 la caracterizacion
in vitro en el uso de las PEI-Mag2. La magnetofeccién con
complejos PEI-Mag?2/RAd-GFP mostré un maximo a una
relacion de 0,5 fg Fe/PVF, lo cual se evidencié a través
de la comparacion cualitativa de microfotografias corres-
pondientes a una dosis suboptima de vector desnudo con
imagenes correspondientes a diferentes relaciones MNP/
vector en los complejos magnéticos (Fig. 2 A'y B, Fig. 4),
asi como de la cuantificacion de la fluorescencia intrace-
lular de la GFP transgénica (Fig. 3). Los complejos PEI-
Mag2/RAd-GFP mostraron una performance maxima que se
mantuvo constante hasta al menos 12,5 fg Fe/PVF (Fig. 5).
Con el complejo PEI-Mag?2/RAd-DsRed también pudo evi-
denciarse un claro efecto de amplificacién de la capacidad
de transfeccion a través del analisis cualitativo de microfo-
tografias 48 h post agregado del vector al cultivo celular
(Fig. 2 CyD). La amplificaci6én maxima de la capacidad de
transfeccion (complejo /virus desnudo) que se registré en
el presente estudio fue de 5,1 para PEI-Mag2/RAd-GFP a
una relacion MNP /vector de 0,5 fg Fe /PVF (Fig. 3).

Discusion y Conclusiones

El presente estudio confirma la notable propiedad
de la magnetofeccion de incrementar la capacidad de

-
-
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transduccion de los vectores adenovirales. Se piensa
que este fené6meno se debe en parte a que la sedimen-
tacion de los complejos magnéticos inducida por el
campo genera una elevada concentracién local de vi-
riones en torno de las células adheridas al fondo de la
placa de cultivo (17). Existe, sin embargo, creciente
evidencia de que los complejos MNP /vector viral fa-
vorecen la internalizacion del vector a través de me-
canismos independientes de los receptores celulares
al adenovirus (18). Una linea de evidencia que apoya
esta hipotesis es que la magnetofeccion con comple-
jos MNP-adenovector permite la eficiente transfeccion
de ciertas lineas celulares (como NIH3T3, K56215) o
cultivos primarios de células como los linfocitos y los
miocitos, todas las cuales casi no expresan el receptor
adenoviral del virus coxsackie (CAR) y son por tanto
refractarias a los adenovirus (19). Ademas, el analisis
ultraestructural de los complejos MNP-adenovectores
recombinantes por microscopia electrénica y micros-
copia de fuerza atémica demostré particulas adenovi-
rales intactas completamente rodeadas por nanoparti-
culas magnéticas que ocasionalmete asociaban varios
viriones (16). En virtud de que esta configuracion im-
pide que los viriones se unan a sus receptores celulares
de membrana, es posible que la internalizacion de los
complejos se produzca por mecanismos aun no elu-
cidados. Asimismo, estudios cinéticos con complejos
RAd-MNP basados en 6xidos de oro e hierro que se
aplicaron a lineas celulares refractarias a los adeno-
virus, proveen evidencia adicional de la existencia de
mecanismos de internalizacién que no son mediados
por receptores virales de membrana (20).

Figura 2. Magnetofeccion en células gliales B92. Se utilizaron los complejos magnéticos PEI-Mag2/RAd-GFP (B) y PEI-Mag2/RAd-DsRed (D).
Como controles se usaron los adenovectores desnudos correspondienes (A y C). En los cuatro casos los adenovectores se usaron a dosis
subdptimas a fin de hacer mas evidente la amplificacién de la transfeccion inducida por la magnetofeccion. La relacion MNP/PVF del
complejo magnético en B es de 0,5 fg Fe/PVF mientras que la correspondiente relacion para D es 71 fg Fe/PVF. (20X).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 399-406
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Figura 3. Variacion de la eficiencia de la transfeccion del complejo PEI-Mag2/RAd-GFP en relacion a la proporcion de MNP/PVF. El efecto
se estudid en presencia o ausencia de un campo magnético externo.
* p<0,05; ** p<0,01 versus el nivel de transduccidn (fluorescencia) del vector desnudo. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Figura 4. Microfotografias de células transfectadas con complejos PEI-Mag2/RAd-GFP variando la relacion MNP/PVP. Se fotografiaron
campos representativos de células B92 expresando la GFP para distintas relaciones MNP/PVP con iman (C/M) o sin éste (S/M). (20X).
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Figura 5. Factor de amplificacién de la transfeccién en funcion de la proporcion MNP/PVF en el complejo PEI-MagZ2/RAd-GFP. El factor se
calculd en ausencia y presencia del campo. N=1
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En cuanto a si se internaliza en la célula el virion di-
sociado de las MNP o el complejo completo, recientes
estudios de andlisis de imdgenes por doble haz realiza-
dos en el Instituto de Nanociencias de Aragén por Asin
et al. (21) revelan que el complejo magnético ingresa a
la célula sin disociarse, ya que pueden observarse parti-
culas de complejo en el interior celular.

En este estudio se utilizaron dos métodos para deter-
minar la relacién éptima MNP /vector. Uno es el méto-
do visual de imagenes seriadas de fluorescencia (Fig. 4);
el otro es la determinacion cuantitativa de fluorescencia
de los correspondientes lisados celulares (Fig. 3). Mien-
tras que el primero provee mds informacién cualitativa
sobre los efectos del complejo magnético sobre las cé-
lulas, el segundo es cuantitativamente mas preciso. Am-
bos métodos se complementan.

Los resultados de este trabajo coinciden en general
con estudios previos de otros grupos aunque la pro-
porcion 6ptima MNP/PVF encontrada en el presente
estudio es algo mas baja de la informada por Mykha-
ylyk et al. in vivo e in vitro, la cual esta alrededor de los
2,5 fg Fe/PVF (16) (20). Debe senalarse ademas, que
aunque en el presente estudio no se evalué la toxici-
dad de los complejos, en un estudio previo se determi-
n6 que los complejos PEI-Mag/RAd-GFP poseen muy
baja toxicidad sobre las células B92 cuando se utiliza
una relacion de 2,5 fg Fe/PV en un rango de multipli-
cidades de infeccion de 1 a 20 unidades formadoras de
placa/célula (21).

De los datos aqui presentados se concluye que los
vectores adenovirales utilizados muestran una marcada
mejora en su desempeno in vitro cuando se los utiliza
complejados a MNPs recubiertas con PEI o PB. Si bien
estos resultados son alentadores, por el momento no
hay suficientes estudios en modelos animales como
para establecer con seguridad la efectividad de la mag-
netofeccion in wvivo. Actualmente se esta tratando de
implementar la magnetofeccién in vivo, en el cerebro
y musculo de rata.
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