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RESUMEN

La terapia génica es una estrategia terapéutica basada en la modificacion del repertorio genético de las
células mediante la administracion de acidos nucleicos. La principal limitante de su aplicacion in vivo es
la dificultad de transportar el material genético hasta el nucleo de las células para su expresion, por lo
gue se han disefiado vehiculos genéticos, como los liposomas cationicos, para facilitar este proceso.
Existe una gran variedad de lipidos cationicos eficientes para la transferencia de genes, sin embargo,
son caros y citotoxicos en cierto grado, por lo que se sigue en la blusqueda de nuevos lipidos catiénicos
inocuos, eficientes y econémicos. En el presente trabajo se disefid, sintetiz6 y caracterizd un nuevo lipido
cationico derivado de un aminoacido basico y un alcohol alifético, el cual es eficiente para la transferencia
de genes y seguro por estar formado con moléculas propias de la célula, ademéas econémico y de facil
manejo.
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ABSTRACT

Gene therapy is a therapeutic strategy based on modification of genetic repertoire of cells by nucleic
acids administration. The main limitation in vivo application is the difficulty to transport genetic material
into nucleus cell without degradation and achieve its expression, for this it has been synthesized cationic
liposomes as genetic vehicles that aid in this process. There is a variety of efficient cationic lipids for gene
transfer, however, are expensive and cytotoxic, so that it remains in the search for new cationic lipids:
safe, efficient and economical. In this work it was designed, synthesized and characterized a new cationic
lipid derived from basic aminoacid and aliphatic alcohol to use in gene therapy, because it was formed
with self-molecules of cell, it is safe and because of its synthesis, it is economic and easy to use.

Key words: cationic lipids, lipofection, gene therapy.
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INTRODUCCION

La terapia génica es una estrategia terapéutica basada en la modificacién del repertorio genético de las
células mediante la administracion de acidos nucleicos como DNA, mRNA, siRNA, microRNA u
oliglonucleoétidos antisentido (Hao Yin et al., 2014). A pesar de las diferentes enfermedades que podrian
tratarse por terapia génica, el principal problema que limita su aplicacion in vivo, es la dificultad de
transportar el material genético integro hasta el nucleo de las células blanco y lograr su expresion. Por
lo que la clave para obtener una terapia génica exitosa es la creacién de vehiculos genéticos seguros y
eficientes.

Los vehiculos genéticos son sistemas que ayudan a entregar el material genético terapéutico a la célula
blanco, facilitando su entrega y biodisponibilidad intracelular, para que éste pueda funcionar
correctamente (Durviz, 2006). Dentro los vehiculos genéticos mas prometedores se encuentran los
liposomas, por tener muy baja toxicidad y tener la posibilidad de transferir genes terapéuticos de gran
tamanfio, sin embargo, hasta hoy su principal desventaja radica en la baja eficiencia de transfeccién.

Los liposomas son vesiculas sintéticas de lipidos, formados por una o mas bicapas concéntricas
alternadas por compartimentos acuosos (Balazs y Godbey, 2011), pueden variar en tamafio,
composicion y organizacion estructural (Sipai et al, 2012), ya que pueden formarse con lipidos anionicos,
neutros o catiénicos; sin embargo, para la transferencia de genes, los liposomas catidnicos son los mas
utilizados, por ser mas eficientes en la interaccion con los acidos nucleicos y por tener mayor eficiencia
de transfeccion en células eucariontes.

Los liposomas catidnicos se forman con lipidos catibnicos sintéticos, puesto que no existen en la
naturaleza. Felgner y colaboradores (1987), disefiaron y sintetizaron el primer lipido catiénico (DOTMA:
N-['1-(2,3,-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio clorhidrato). A partir de éste, se han sintetizado una
gran variedad de lipidos catiénicos con buena eficiencia para la transferencia de genes (Herrera, 2007),
sin embargo, son caros y citotdxicos en cierto grado, por lo que se sigue en la busqueda de nuevos
lipidos catiénicos inocuos, eficientes y econémicos. Por lo que en el presente trabajo se disefid, sintetizd
y caracteriz6 un nuevo lipido catidnico, derivado de moléculas propias de la célula para evitar la
toxicidad, por lo que seria seguro y de facil manejo.

OBJETIVO GENERAL

Obtener las caracteristicas quimicas y biolégicas de un nuevo lipido catiénico sintetizado a partir de un
aminodcido basico y un alcohol alifatico para ser aplicado en terapia génica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefiar y sintetizar un lipido catiénico a partir del aminoacido basico lisina y un alcohol alifatico de 20
carbonos.

Caracterizar quimicamente el nuevo lipido catiénico.

Formar liposomas con el nuevo lipido cationico y diferentes lipidos ayudadores para formar
lipocomplejos con el pDNA pSV-B-gal.

Transfectar cultivos de la linea celular C-33 A y determinar la eficiencia de transfeccion por la actividad
de la B-galactosidasa.

METODOLOGIA

La sintesis del lipido cationico se llevé a cabo por el método de esterificacion para aminoacidos polares.
Se verifico la sintesis por cromatografia analitica en placa fina de silica gel 60 F2s4 (TLC), con una fase
movil para lipidos anfipaticos formado con cloroformo: metanol: &cido acético: agua (85:25:8:4 v/v) y se
revelé con ninhidrina 1% en etanol y con acido sulfarico 5% en etanol. La purificacion se efectué por
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extraccion liquido-liquido con diferentes solventes organicos. La caracterizacion quimica se realizé por
espectroscopia de infrarrojo en un equipo Perkin Elmer FT-IR modelo Spectrum GX 2000 y por
espectrometria de masas en un equipo micrOTOF-Q Il 10392.

Por otro lado, se realiz6 el aislamiento y purificacion del pDNA pSV-B-gal, por la técnica de lisis alcalina
con el juego comercial de reactivos Ultra Clean MoBio®. Se verifico su integridad por electroforesis en
agarosa al 1% y se calcul6é su concentracion y pureza con el Multidetector Syneigy2 con el programa
Genb.

Ademas, los liposomas se formaron por el método de sonicacién con el nuevo lipido catiénico en
combinacién con los lipidos ayudadores; colesterol, DOPE, DOPC y/o DEPE, a diferentes proporciones
molares. Los lipocomplejos se formaron al agregar a los liposomas diferentes cantidades del pDNA, con
los cuales se transfect6 la linea celular C-33 A (cancer de cérvix humano). Como método de comparacion
para la transfeccion se utilizé la Lipofectamina®. La eficiencia de transfeccion se determiné in situ
mediante la expresion del gen Lac Z por la actividad de la B-galactosidasa. Por ultimo, se evalué la
citotoxicidad por medio del colorante vital azul tripan.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nuevo lipido sintetizado presenté un aspecto ceroso. La reaccion tuvo un rendimiento de 35%. En
cuanto a la caracterizacion, en la cromatografia en capa fina (Figura 1), el lipido se separaré en la region
media de la cromatoplaca con un RF=0.7 (Figura 1 S y P), a diferencia de la materia prima (Figura 1 A
y C), lo que indic6 su caracter anfipatico.
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Figura 18. Cromatograma del nuevo lipido catidnico. El lipido se desplaz6 con un Rf= 0.7 lo que indica su
caracter anfipatico. A"= lisina, C= alcohol alifatico, S= lipido sin purificar y P= lipido purificado. A) Cromatograma
revelado con ninhidrina, B) Cromatograma revelado con acido sulfurico.

En el espectro del analisis espectroscopico de IR, se encontraron las sefiales de alargamiento C=0 del
enlace ester (1736 cm?), el alargamiento de los grupos —NH (3418 cm™) y los alargamientos C-H de la
cadena alifatica (2917 y 2850 cmt), con lo que se comprobd la unién del aminoéacido y el alcohol alifatico
por el enlace éster (Figura 2).
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Figura 19. Espectro de infrarrojo del nuevo lipido catiénico. La sefial a 1736 cm-2, corresponde al alargamiento

de C=0 del enlace éster. La sefial a 3418 cm corresponde al alargamiento de los grupos —NH. Las sefiales a

2918 cm1y 2850 cm-1, corresponden a los alargamientos C-H de los grupos metilenos del alcohol alifatico y del
aminoécido.

También, por espectrometria de masas se confirmé la sintesis del nuevo lipido catiénico al indicar la
masa exacta del lipido: 427.4276 Da (Figura 3). Ademas, al obtener una sola sefial en el espectro se
comprobd la pureza del lipido.
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Figura 20. Espectro de masas del nuevo lipido catiénico. Se observa un Unico pico que representa la masa
exacta (427.4276 Da) y la pureza del lipido.
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Por otro lado, el pDNA purificado present6é un 80% de la forma molecular | (Figura 4), con lo que se aseguré una
buena expresion genética por la integridad estructural. Ademas, se obtuvo una concentracién de 284.7 ng/uL y

una relacion A260/A280 de 2.061, lo que indico su alto grado de pureza.

Figura 21. Electroferograma del plasmido pSV-B-gal. Se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se
observa la alta integridad del pDNA (Forma molecular | 80%). Carriles 1-3) Corresponden a 5, 3y 1 pL del pDNA
purificado.

Se obtuvieron los liposomas catidnicos con diferentes relaciones molares con los lipidos ayudadores,
encontrando que los mas estables contenian colesterol y DOPC. Con éstos liposomas, se formaron
lipocomplejos y se transfecto la linea celular C-33 A, observado transfeccion unicamente con los que
contenian colesterol, alcanzando una eficiencia hasta del 40%, similar al de la lipofectamina (Figura 5).

Figura 22. Transfecciones con lipocomplejos que contienen el nuevo lipido sintetizado en células C-33 A. Las
transfecciones se pusieron de manifiesto por la actividad de la $-galactosidasa con el sustrato X-Gal, que al ser
hidrolizado da un compuesto de color azul. A) Control de células sin transfectar. B) Transfeccién con
lipocomplejos que contienen el nuevo lipido catidnico C) Transfeccion con Lipofectamina.

No se observo citotoxicidad con ninguna de las mezclas de lipidos utilizadas para la transfeccion.

CONCLUSION

Se sintetiz6 y caracterizo quimicamente el nuevo lipido cationico derivado de la lisina y un alchol alifatico,
ademas, presentd una alta eficiencia de transfeccion, similar a la Lipofectamina®, y no present6
citotoxicidad, por lo que se puede utilizar de forma segura en terapia génica.
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