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Resumen

La hidroxiapatita (Hap) es un ortofosfato de calcio que constituye el principal componente
mineral de los mamiferos y se encuentra presente en huesos, dientes, piel y tendones. Este
compuesto ha sido utilizado ampliamente en la elaboracién de prétesis e implantes ortopédicos,
debido a que presenta propiedades como biocompatibilidad, bioresortividad, osteoconductividad,
afinidad por biomoléculas y baja toxicidad, entre otras. Estas caracteristicas le han conferido gran
interés en su aplicacion como vector génico, pues ha mostrado afinidad por proteinas de interés
farmacolégico y por el ADN de doble hebra y de hebra simple.

En la actualidad se comercian reactivos de transfeccion celular de fosfato de calcio basados en
la precipitacion “in situ” de los mismos, lo cual lleva a particulas de tamano y morfologia variable,
gue dificultan la repetibilidad de los resultados. El presente trabajo propone la evaluacién de seis
tipos de hidroxiapatita como posibles vectores de transfeccidn, los cuales han sido sintetizados bajo
un método de electrdlisis que permite controlar la homogeneidad de la composicion, morfologia y
tamafio de las nanoparticulas. Dentro de los materiales se encuentran hidroxiapatitas no
funcionalizadas con diferencias en su composicion y funcionalizadas superficialmente con anhidrido
succinico, succinimida o dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo.

La biocompatibilidad de cada material fue determinada de manera cualitativa, mediante
bioensayos de MTT con el linaje celular Raw 264.7, afiadiendo diferentes cantidades conocidas de
los material y utlizando espectrofotometria UV. De manera similar, se utilizaron bioensayos
basados en la prueba de Griess para determinar la produccién de éxido nitrico a diferentes
cantidades del material, para identificar la presencia de actividades proinflamatorias. También, se
determinaron sus propiedades fisicoquimicas tales como la afinidad y capacidad de adsorcién del
ADN mediante isotermas de adsorcién de Langmuir, el tamafo de particula en suspensién y su
potencial . Por utlimo, se determiné la eficiencia de los materiales al ser utilizados como vectores
de transfeccién celular, desarrollando ensayos que incluyeron técnicas como microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo.

De esta manera se determind que los materiales no presentan una citotoxicidad
significativa a las concentraciones utilizadas y que la viabilidad celular tiende a ser menor en
presencia de las hidroxiapatitas funcionalizadas con succinato y anhidrido succinico, ademas, la
prueba de Griess demostrd que ninguno de los materiales presenta actividades proinflamatorias en
las concentraciones estudiadas. Todos los materiales muestran valores de potencial { negativos en
la suspensidn de cloruro de sodio y se muestra que las funcionalizaciones superficiales tienden a
disminuir este potencial. Ademas, no todos los materiales muestran un buen ajuste al modelo de
Langmuir, lo cual puede estar relacionado con la baja reproducibilidad del método debido a la
variabilidad del tamafo de particula o o la existencia de eventos como la formacién de capas
multiples de ADN o que se den diferentes tipos de interacciones entre el ADN y el material, debido
a la heterogeneidad de la superficie del material.

Cabe destacar que Hap-amino es el material que menos se ajusta al model de Langmuir, en todo
el rango de temperatura estudiado, mientras que la funcionalizacién con anhidrido succinico,
muestra una tendencia de aumentar la capacidad de adsorcion del material no funcionalizado, en
todo el rango de temperatura de estudio y ademas, es la hidroxiapatita que presenta las mayores
capacidades de adsorcion méaxima, entre la coleccion de materiales, siendo asi el material con
mejores resultados. Los valores negativos de energia libre de Gibbs muestran que el proceso de
adsorcidén para todos los materiales y temperaturas, es estable y viable, siendo Hap-amino el
material con menor viabilidad del proceso de adsv(?rcién.
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Capitulo I. Introduccién

Biomateriales

La nanotecnologia es un campo de estudio multidisciplinario que se especializa en el disefio
y producién de materiales, controlando la forma y el tamafio a nanoescala (entre 1 nm y 100 nm)
(Ramsden, 2018), con el fin de crear materiales con caracteristicas distintas a las de materiales
similares de mayor escala. Estas diferencias incluyen propiedades fisicas y quimicas como
propiedades dpticas, mecanicas, electrdnicas y magnéticas, asi como diferencias morfoldgicas y de
fendmenos superficiales (Burda, Chen, Narayanan & El-Sayed, 2005), las cuales permitan el
desarrollo no sélo de materiales innovadores, sino de dispositivos y sistemas con amplias

aplicaciones.

Debido al tamafo de particula, los nanomateriales pueden interactuar en los mecanismos
bioldgicos, que también se encuentran en la escala nanométrica (Boisseau & Loubaton, 2011), y
esto les confiere un gran potencial en aplicaciones biomédicas como adjuvantes y potenciadores
del sistema inmune (Torres-Sangiao et al., 2016) y su uso en el transporte de medicamentos,
desarrollo de nuevas metodologias de diagndstico y tratamiento (Martin-Loeches, Forster, & Prina-
Mello, 2018), entre otras. El estudio y desarrollo de estas aplicaciones da a lugar al término
nanomedicina, que consiste en la aplicacién de la nanotecnologia en el area de la salud, a través

del desarrollo de nanomateriales con nuevas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.

Uno de los principales objetivos de la nanomedicina ha sido brindar posibles soluciones a
dificultades que han presentado procedimientos de diagndstico y tratamiento de la medicina
convencional (Nikalje, 2015), como la baja biodisponibilidad, especificidad y biocompatibilidad, a
través de técnicas menos invasivas, con periodos de reaccion menores, de menor toxicidad y mayor
sensibilidad. Los nanomateriales brindan esta oportunidad de innovaciéon y mejora en la medicina
porque las interacciones que pueden establecerse entre estos y distintas biomoléculas, pueden
regularse mediante la modificacién del tamafio, morfologia, composicién quimica y superficial,

carga, solubilidad, entre otros; y asi obtener propiedades bioldgicas particulares (Oliva et al., 2015).



Sin embargo, uno de los grandes retos de la nanomedicina (Riehemann et al., 2009), ha sido
el desarrollo de materiales capaces de interactuar con los sistemas bioldgicos, ya sea para evaluar,
tratar, aumentar o reemplazar un tejido u érgano o restablecer una funciéon del cuerpo, sin provocar
perturbaciones o reacciones de rechazo en los individuos (Dorozhkin, 2009). Este tipo de materiales
son denominados biomateriales, y comprende una amplia gama de materiales que incluye
biomateriales cldsicos como el polimetilmetacrilato, aleaciones metdlicas, 6xidos y fosfatos de
aluminio, calcio y silicio (Shue, Yufeng & Mony, 2012), asi como materiales novedosos basados en
el autoensamblaje molecular, sintetizados a partir de biomoléculas o sus estructuras (Tibbitt &

Langer,2017).

Algunos ejemplos de estos materiales son las nanoparticulas de oro y sus aplicaciones en
terapias contra cancer, biomateriales ceramicos (Ahmadian et al., 2018) utilizados en el tratamiento
de caries dentales, nanomateriales de polimeros biolédgicos y sintéticos (Tang et al., 2016) con
aplicaciones en en transporte de farmacos, los compuestos de carbono como los nanotubos de
carbono (Lu et al., 2019), que han sido probados en imagenologia, asi como nanomateriales de silica
(Yang & Yu, 2016) utilizados en imagenologia molecular y transporte de medicamentos. Otros
materiales estan conformados por biomoléculas como liposomas (Bueno et al., 2018), acidos
nucléicos (Yuang et al., 2019), péptidos (Strand et al, 2019) u otros componentes inorganicos que

se encuentran naturalmente en los organismos vivos, tales como la hidroxiapatita.

Generalidades de la hidroxiapatita

a0
L=

Qo

Figura 1. Celda  unitaria de |la

hidroxiapatita. (Fihri et al., 2017)



Las apatitas constituyen un grupo diverso de compuestos sélidos, con una férmula general
que puede expresarse como Meig(XO4)sY2, donde el Me representa un catién de carga +2 (por
ejemplo Ca*?, Sr*2 o Pb+2), XO corresponde a un ién poliatémico de carga -3, siendo el i6n fosfato
uno de los mas comunes, y Y un anion de carga -1 (Brown & Constantz, 1994). Generalmente
presentan un sistema cristalino hexagonal con dos sitios metdlicos no equivalentes, identificados
como Me(l) y Me(ll), siendo el carbonato su principal componente minoritario. La hidroxiapatita
(Figura 1) es un fosfato de calcio que pertenece a este grupo de las apatitas, y ha sido ampliamente

estudiado, por sus favorables caracteristicas en aplicaciones biomédicas.

La hidroxiapatita (Hap) es el componente principal de la fase mineral de los huesos (Boskey,
2013), y constituye entre el 60% y 70% del peso total del hueso (seco), para la mayoria de huesos y
especies. En hueso, el fosfato de calcio se encuentra inmerso entre la red de colageno de los
huesos, como cristales en forma de placas o agujas, con dimensiones aproximadas de 50 nm a 100
nm de longitud, de 25 nm a 50 nm de ancho y entre 4 nm y 6 nm de espesor (Su et al., 2003). Este
complejo de fosfato de calcio-coldgeno forma coldgeno mineralizado y es el precursor del tejido
bioldgico mineralizado de los tendones, piel, huesosy dientes. En el Cuadro | se muestra la férmula
molecular de la forma estable de Hap en condiciones fisioldgicas, la cual es insoluble y consiste en
cerca de un 39% en peso de calcio y 18% en peso de fosfato, dando como resultado la fraccion

molar indicada en este mismo cuadro.

Cuadro I. Principales propiedades de la hidroxiapatita. (Adaptado de Dorozhkin, 2012)

Formula Relacién molar  Solubilidad a 25 °C Rango de pH de
molecular de Ca/P estabilidad en disolucion a
25 °c
Ca1o(PO4)5(OH)z 1,67 0,3 mg/L 95-12

La hidroxiapatita se pue obtener de manera sintética por diversas técnicas, las cuales
pueden clasificarse como: técnicas “secas” basadas en tratamientos de aplicacién de calor a altas
temperaturas, técnicas “humedas” cuyas reacciones se llevan a cabo en un medio acuoso o
disolventes orgdnicos, las asistidas por fuentes de energia adicionales y otras o miscelaneas (Fihri
etal., 2017), dentro de las cuales se incluyen las sintesis a partir de fuentes biogénicas como huesos
de animales y métodos mecanicos como el “ball milling” (molienda mecanica) (Szcze’s et al., 2017).

En el Cuadro Il se resumen algunas de estas técnicas. Cabe destacar que cada una de ellas muestra



ventajas y desventajas, segun el uso especifico que se le quiera dar al material, pues existen
diferencias en la morfologia, tamafio, cristalinidad, homgeneidad, porosidad y otras caracteristicas,

de la hidroxiapatita que se obtiene a través de cada técnica (Sadat-Shojai et al., 2013).

Cuadro Il. Metodologias utilizadas en la sintesis de hidroxiapatita.

m;fgo?sgia Ejemplos Referencia
Secas Calcinacion de mezcla de reactivos Guo et al.,, 2013
Co-precipitacidon Zhang et al., 2020
Emulsiones Huang et al., 2019
Humedas Sol-gel Sebastian et al., 2020
Reacciones hidrotérmicas Chesley et al., 2020
Electroquimicas Nur et al., 2014
Asistidas Asistidas por microondas Chen et al., 2020
Asistidas por radiacién ultrasénica Rouhani et al., 2010
Otras Inspiradas en sistemas bioldgicos Guha et al., 2010

Al comparar las propiedades de la hidroxiapatita natural y sintética, que son muy similares,
con algunas diferencias. Por ejemplo, en la Figura 2 se muestra una superposicién del espectro
infrarrojo de hidroxiapatita de ambas fuentes. En este se observa que las princiaples sefales
coinciden. Sin embargo, se han observado diferencias en composicion, por ejemplo en la relaciéon
Ca/P que suele ser menor en las Hap sintéticas, y por ello son denominadas como Hap deficientes
en calcio, asi como diferencias en su interaccion con los sistemas biolégicos (Mezahi et al., 2009).
Se conoce que las hidroxiapatitas naturales pueden mostrar diferencias en la cristalinidad, relacion
Ca/Py en el porcentaje y presencia de trazas de carbonatos, cloro, flior, magnesio y sodio, las cuales
estan relacionadas con las propiedades y bioactividad especificas, del tejido en que se encuentre

(Rivera-Munoz, 2011).

Por esta razon, la reactividad de las hidroxiapatitas sintéticas pueden variar respecto a las
naturales, dependiendo del tejido y las caracteristicas del material, por ejemplo, la relacién Ca/P,
cuyos valores cercanos a 1,67 se relacionan con materiales estables en el cuerpo humano, pero con
una tendencia a ser muy inertes, mientras que las Hap con valores mayores a esa magnitud,
muestran mayor bioactividad (Rivera-Mufioz, 2011). A pesar de estas diferencias, las Hap sintéticas

mantienen caracteristicas importantes del material biogénico (Holzapfel et al., 2013), tales como



biocompatibilidad no solo con el tejido duro sino también con el tejido blando, la capacidad de
integrarse biolégicamente cuando se implanta directamente en un defecto dseo, la ausencia de un

efecto nocivo sobre el sistema inmune y biodegradabilidad, principalmente por mecanismos de

resorcién celular (Turon et al., 2017).
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Figura 2. Espectros FTIR de una hidroxiapatita natural de huesos bovinos (linea continua de

color rojo) y una hidroxiapatita sintética (linea continua de color negro). (Adaptado de Mezahi et
al., 2009)

Ademas, presenta una quimica de superficie que facilita la adsorcion de biomoléculas,
muestra un potencial osteoinductivo, es decir, que promueve la fijacién de la formacion de células
especificas del tejido dseo, y presenta un comportamiento osteoconductor, relacionado con su
capacidad de actuar como soporte estructural en la formacién y crecimiento de nuevo hueso (Zhou
& Lee, 2011), es casi insoluble en condiciones fsioldgicas y es considerada como un material no
inmunogénico, con baja o nula toxicidad (Motskin et al., 2009). Dadas estas caracteristicas la
hidroxiapatita, se ha utilizado en la fabricacién de implantes dentales (Svanborg et al., 2011) y
ortopédicos (Farokhi et al., 2018). Ademas se ha estudiado la posibilidad de implementarla en el
tratamiento de enfermedades como el cancer (Hou et al., 2009) u otras enfermedades, como

vehiculo de farmacos (Son et al., 2019) y terapia génica (Tenkumo et al., 2016). Otras aplicaciones



biomédicas de Hap incluyen el desarrollo de vacunas (Hayashi et al, 2016) y su uso en imagenolgia

clinica (Machado et al., 2019), entre otros.

Cabe destacar que el potencial de la hidroxiapatita va mas alla de sus aplicaciones
biomédicas, puesto que ha mostrado ser un buen material en otras aplicaciones que incluyen su
uso como fase estacionaria en técnicas cromatrograficas para la separacion de proteinas,
aminodcidos y otras biomoléculas (Cummings, 2014), como catalizador o portador de catalizadores
(Zzhang et al., 2020) y adsorbente de contaminantes quimicos (Venkatesan, Hassan & Ryu, 2019),
entre otras. Esta funcionalidad multiple de Hap, no sélo estd relacionada con las caracteristicas
anteriormente mencionadas, sino que también se debe a las ventajas del uso del material a escala

nanométrica y con modificaciones superficiales.

Existe un gran interés en el estudio de las nanoparticulas de hidroxiapatita ya que al
disminuir el tamafio de particula, aumenta la razén superficie-volumen y por ende la superficie
adquiere una mayor importancia con respecto al material a granel (Madia, 2006) y su interaccién
con los sistemas bioldgicos. En comparacion con los ortofosfatos de calcio en tamafio convencional,
las nanoparticulas de Hap no sélo presentan un aumento en la superficie, sino también una
disminucién en el dngulo de contacto, un menor didmetro en los poros del material, mayor
adsorcién de biomoléculas, mayor cristalinidad, bioactividad, biocompatibilidad y adhesidén celular
y entre otras caracteristicas (Dorozhkin, 2010). Algunas de estas diferencias se han relacionado con
la existencia de una capa superficial hidratada con idénes labiles (Figura 3) que le permiten
interactuar con el medio de manera distinta a como lo hace el material de tamafo convencional

(Drouet et al., 2009).
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Figura 3. Representacion del modelo de capa superficial hidratada para nanocristales de apatita.
(Adaptado de Dorozhkin, 2010)



Dadas las propiedades de la hidroxiapatita, la modificacién superficial constituye un
recurso adicional para la modificacién de las caracteristicas de estos materiales y sus potenciales
aplicaciones. Esta modificacion estd relacionada con la sustitucion o adicion de iones o moléculas
en la superficie del material, con el fin de modular las propiedades del material (Xu et al., 2016).
Dentro de los compuestos con los que se ha modificado la superficie de las hidroxiapatitas se
encuentran acidos inorganicos (Tanaka, Futaoka, & Hino, 2004), alcoholes, lactonas (Wang, Dai,
Zhang, Xiao, & Lang, 2010) y especies con silicio como el hexametildisilasano, y tetraetilortosilicato.
También se han utilizado compuestos con grupos nitrogenados (Pighinelli & Kucharska, 2013) ,
fluoruro (Aissa, Agougui, & Debbabi, 2011), especies fosfatadas (Aissa et al., 2007), polimeros (Talal

et al., 2009) e iones metadlicos (Tampieri et al., 2012), entre otros.

Se han propuesto diversas aplicaciones basadas en el uso de las nanoparticulas de
hidroxiapatita en la nanomedicina, tanto en pruebas de diagndstico como en terapia (Rogers,
Adams, & Pennathur, 2013). Adicionalmente, varios estudios han llegado a la conclusién que los
sistemas de administracion de medicamentos desarrollados con nanotecnologia, pueden aportar
grandes mejoras en el tratamiento de enfermedades (Boisseau & Loubaton, 2011). Sin embargo,
Boisseau y Luobaton advierten que la reaccién del organismo a los sistemas utilizados en

nanomedicina no ha sido caracterizada completamente.

Dentro de las aplicaciones destaca el uso de nanoparticulas de Hap como vehiculo de
medicamentos (Sadat-Shojai, Khorasani, Dinpanah-Khoshdargi, & Jamshidi, 2013), principalmente
en procedimientos que requieren una liberacién controlada de los compuestos activos, una vez que
ingresan al organismo. Esta liberacion controlada es facilitada por la estabilidad de la hidroxiapatita
a pH fisioldgico y la capacidad de disolverse a valores de pH acidos, caracteristicas que les confiere
un potencial en el direccionamiento dentro del organismo, segln el pH del medio (Kester et al.,

2008; Morgan et al., 2008).

Ademas de vehiculo de medicamentos, se ha propuesto que el uso de nanomateriales
puede aumentar la eficiencia con que se transporta material genético al interior de las células y
optimizar el transporte de este al sitio en que es requerido. Estudios han concluido que es posible
utilizar las nanoparticulas como portador de ADN, ya que presentan un tamafio adecuado para su

incorporacidn por endocitosis y sin presentar un efecto tdxico en los sistemas bioldgicos (Kakizawa



& Kataoka, 2002). En el caso especifico de las nanoparticulas de hidroxiapatita, se ha realizado
investigacion en torno a la entrega intracelular de mARN, ADN Y proteinas (Wu et al., 2010), la
caracterizacién de la interaccidn entre estas biomoléculas y el material, y las variables que afectan

su funcionalidad en terapia génica (Chowdury & Akaike, 2007).

Interaccidon de la hidroxiapatita con dcidos nucléicos

Figura 4. Representacion de las interacciones electrostaticas entre ADN y Hap. (Adaptado

de Del Valle et al., 2014). (a) Atracciones PO42 (ADN) y Ca*?(Hap). (b) Repulsiones POs2 (ADN) y OH"
Y(Hap).

La interaccidn de la hidroxiapatita con ADN ha sido estudiada principalmente por su
aplicacion en la purificacion de ADN y su uso como vector en terapia génica. Se ha determinado que
la interaccién con el ADN es un proceso endotérmico complejo pero favorable (Chen et al., 2007),
desde el punto de vista termodindmico, basado en interacciones electrostaticas representadas en
la Figura 4, las cuales consisten principalmente en la atraccién entre los iones fosfatos del ADN y
los iones calcio de la superficie del material, y la repulsidon entre los fosfatos del ADN y los iones
hidroxilo de la superficie del material (Del Valle et al., 2014). Estas interacciones electrostaticas
pueden variar, segun las diferencias en la temperatura, el pH y la salinidad del medio, asi como el
tipo de ADN, ya sea doble hebra (ds, por sus siglas en inglés) o de hebra simple (ss, por sus siglas
en inglés) y el contenido de guanina y citosina del ADN (Chen et al., 2007). Algunos de los patrones

observados en estas diferencias, se muestran en el Cuadro .

Las caracteristicas del material también son factores que influyen en la interaccién con el

ADN, pues se ha determinado que en materiales con diferencias en factores como el potencial g, la



relacién Ca/P, el tamario, el porcentaje de carbonato y cristalinidad, se observa una diferencia en
la cantidad de ADN adsorbido y su eficiencia al ser internalizado por las células (Del Valle et al.,
2014). Cabe destacar que no existe evidencia que una mayor cantidad de ADN adsorbido en el
material implique una mayor eficiencia de transfeccion (Chowdhury et al., 2006). Sin embargo, las
caracteristicas del material podrian propiciar la estabilidad del complejo “Hap-ADN” o interacciones
qgue alteren la estructura del ADN, lo cual puede resultar en un mecanismo de proteccion ante
sistemas de degradacién quimica y enzimatica, y por ende, un aumento en la posibilidad de

favorecer la eficiencia de la transfeccidn génica (Chowdhury et al., 2006).

Cuadro lll. Factores relacionados con el medio y el ADN, que afectan su interaccién con

hidroxiapatita.

Condicién Efecto (Chen et al., 2007)

Si aumenta: aumenta la afinidad del ssADN y disminuye la
Salinidad del medio
del dsADN.

Si aumenta: aumenta la afinidad del ssADN y no influye
Temperatura
significativamente en la afinidad del dsADN.

Un alto porcentaje de GC se asocia con alta estabilidad del
Contenido de GC del ADN
ADN, lo cual aumenta la afinidad.

Los fragmentos grandes de ssADN pueden comportarse
Estructura secundaria como dsADN, debido a la formaciéon de estructuras

secundarias, por ejemplo estructuras “hairpin”.

La terapia génica implica la introduccion de genes en una célula, a través de vectores de
transporte de genes, proceso conocido como transfeccidn celular. A través de la terapia génica se
podria ejercer un efecto, ya sea reemplazando un gen faltante, induciendo la sobreexpresion de un
gen o modulando la expresidon de genes (Raftery et al., 2016). Para lograr esto, generalmente se
utilizan, plasmidos de ADN (pADN) no virales que se eliminan del sistema con relativa rapidez y
tienen un costo de produccidn menor que la de otros tipos de ADN o proteinas recombinantes. Sin
embargo, el suministro de pADN tanto a nivel anatdmico como celular es dificil, debido a que suelen

ser macromoléculas muy grandes (1-200 kbp), con una carga anidnica debido sus grupos
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fosfodiéster, que reduce su probabilidad de internalizacidn celular y que les hace susceptibles a la

degradacion por nucleasas.

Debido a estas dificultades, se requieren sistemas de entrega sofisticados y eficientes, que
permitan la entrega sistémica dirigida y controlada de pADN. Esos sistemas pueden incluir vectores
virales como lentivirus, adenovirus y retrovirus, o bien vectores no virales, representados por
quitosano, ciclodextrinas, polimeros y fosfatos de calcio, entre otros (Raftery et al., 2016). En
comparacién con los vectores virales, los vectores no virales presenta ciertas ventajas, debido a su
menor toxicidad e inmunogenicidad. En el Cuadro IV se comparan algunos ejemplos de métodos de
transfeccion génica, los cuales pueden agruparse en tres principales categorias: métodos

bioldgicos, quimicos y fisicos.

Cuadro IV. Métodos de transfeccién génica, ventajas y desventajas. (Adaptado de Kim

&Eberwine, 2010)

Tipo Ejemplos Ventajas Desventajas
. . . e Riesgos por toxicidad,
. Virus: lentivirus, adenovirus y Alta eficienciay . gosp .
Bioldgicos . - inmunogenicidad y
retrovirus especificidad . P
posible mutagénesis
, . - Amplia diversidad Leve toxicidad, baja
. Polimeros, lipidos catidnicos y .
Quimicos , de vectores con alta | reproducibilidad y
dendrimeros. L g
eficiencia. especificidad.
Microinyeccion directa, entrega , Requiere
o Y , & Son métodos q. .
biolistica de particula, ) equipamiento
. S ., simples que no .
Fisicos electroporacion, irradiacidn . complejo y puede
. L requieren vectores
Iaser, sonoporacién y ., alterar la estructura
. de transfeccion.
magnetofeccion del ADN.

La hidroxiapatita presenta las caracteristicas ideales de un vector de transfeccién,
considerando que no es un material toxico ni inmunogénico, es estable durante su
almacenamiento, biodegradable en los sistemas vivos y capaz de ser internalizado en células blanco
para producir una adecuada expresion génica (Pouton & Seymour, 2001). Se clasifica como un
vector no viral de tipo quimico, el cual puede emplearse en procesos de transfeccion basados en la
incubacién de las nanoparticulas de Hap con el ADN libre (Liu et al.,, 2011). Como vector de

transfeccion, el complejo Hap-ADN es internalizado por las células a través de diferentes procesos
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endociticos los cuales dependen de la interaccion del sistema nanomaterial-célula que esta
determinada por la estructura y caracteristicas fisicoquimicas del nanomaterial (Sahay , Alakhova

& Kabanov, 2010).

Se ha estudiado el mecanismo de internalizacién de nanoparticulas de hidroxiapatita con
diferentes caracteristicas, y se ha determinado que el ingreso a la célula se puede dar a través de
diferentes procesos endociticos como endocitosis (Olton et al., 2011), fagocitosis (Nakayama, 2018)
y los mediados por clatrina (Bauer et al., 2008), entre otros. Cabe destacar que la formacion de
aglomerados es una condicidon no deseable en la transfeccion génica ya que puede significar una
disminucién en el rendimiento de la transfeccidn, relacionada con el gran tamafio del material a
ingresar en la célula. Para evitarlos, se han implementado modificaciones superficiales del material
con glucosa (Komuro et al., 2018), que han mejorado la eficiencia de transfeccién, pues reduce la
formacién de aglomerados y el crecimiento cristalino, asi como brindar posibles nuevas rutas de

internalizacién a través de transportadores de glucosa.

La adicidn de electrolitos como CaCl; y NaCl también se han utilizado satisfactoriamente
para disminuir la formacion de aglomerados, sin embargo, dependiendo de las condiciones del
medio, la presencia de estos iones podria llegar a reducir la interaccién entre Hap y el ADN,
disminuyendo asi la cantidad de ADN adsorbido (Hossain et al., 2010). A pesar de que la formacién
de aglomerados es una condicion no deseable, se reportan estudios donde dichos aglomerados son
internalizados en células a por mecanismos mediados por clatrina (Bauer et al., 2008), pero que
muestran un toxicidad inesperada, debido a la liberacidn de grandes cantidades del nanomaterial

en el interior de la célula que conlleva la desestabilizacion de la célula.

Al darse la endocitosis, las nanoparticulas no alcanzan directamente el citoplasma, sino que
se encuentran localizadas en vesiculas delimitadas por membranas conocidas como endosomas. Si
estos endosomas se fusionan con lisosomas, vesiculas acidas que contienen enzimas de
degradacion, el complejo Hap-ADN es degradado y el ADN es liberado y translocado hacia el nucleo
para su respectivo proceso de expresion génica. En esta etapa, la estabilidad de las nanoparticulas
es un factor determinante en la liberacidon de este ADN, ya que si su estabilidad es muy alta en el
valor de pH al que se realiza la degradacién (aproximadamente pH 5), serd menos eficiente la

separacion del complejo Hap-ADN (Chowdury et al., 2006). En este aspecto, los vectores donde el
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ADN se encuentra embebido presentan una desventaja frente a aquellos donde el ADN se
encuentra solamente adsorbido sobre su superficie, pues requieren de la disoluciéon del material

para liberar dicho ADN.

Ademads de la estabilidad de Hap a diferentes valores de pH, es importante destacar que su
tamafio influye en la eficiencia de la transfeccidn, no sélo en términos del ingreso a la célula sino
también por la proteccidén que puede brindar al ADN. Se ha evaluado la eficiencia de transfeccidon
de fosfatos de calcio de diferentes tamafos y se determiné que la premisa de que mientras mas
pequeio sea el material mejores resultados se obtendran en la transfeccidn génica, no es siempre
cierta, puesto que materiales con tamafios menores a 25 nm mostraron resultados pobres (Lee,
Upadhye & Kumta, 2012). Esto puede correlacionarse con el aspecto de proteccién del ADN dentro
de la célula, pues particulas muy pequefias no permiten el cambio de presidon osmética relacionado
con la maduracidn del endosoma en lisosoma, la cual incluye una disminucién del pH que disuelve
el material, y el ingreso de agua a la vesicula. Estos eventos producen la ruptura de la vesiculay la
liberacion del ADN disociado del material, sin embargo, en este caso particular, sin la ruptura del

lisosoma, el ADN es degradado dentro de este y no logra llegar al nucleo celular.

Algunos factores que pueden modularse para optimizar la eficiencia del material como
vector de transfeccion son: la relacién Ca/P que también influye sobre el tamafio del material; el
porcentaje de iones carbonato presentes en la sintesis de las nanoparticulas, ya que el ion
carbonato facilita la disolucion de la Hap a pH 5 (Chowdury, & Akaike, 2007) y las modificaciones
superficiales. El recubrimiento de las nanoparticulas con moléculas de biosenalizacién, como las
proteinas y anticuerpos pueden favorecer la especificidad y eficiencia en la internalizacidn, o bien,
al funcionalizar las superficies de hidroxiapatita con compuestos que favorezcan la interaccién del

ADN con el material.

Materiales de estudio

En la Universidad de Costa Rica, el grupo de trabajo dirigido por la doctora Mavis Montero,
desarrolléd un método sencillo para la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita, basado en la
electrdlisis de una disolucion saturada de acido etilendiaminotetracético (EDTA), iones calcio e

iones fosfato. Esta sintesis se puede realizar en un solo paso (Montero et al., 2006) y permite la
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obtencidn controlada de cristales de hidroxiapatita carbonatada, mediante la modificacién del pH
del medio de sintesis. En este método, se determind que el tamafio del material y el porcentaje de
carbonato es dependiente del pH del medio de la reaccién (pH entre 4 y 13) (Montalbert-Smith et
al.,, 2009). En el Cuadro V se muestran algunas de las caracteristicas de las hidroxiapatitas
sintetizadas con este método a pH 5 (Hap-5), 7 (Hap-7) y 9 (Hap-9), las cuales muestran una

morfologia plana, similar a escamas.

Cuadro V. Caracteristicas de hidroxiapatitas sintetizadasa pH 5, 7 y 9.

Material Relaciéon Ca/P Tamaiio (nm) Porcentaje de COs* (%)
Hap-5 1,46 31 2,33
Hap-7 1,55 23 2,26
Hap-9 1,60 19 5,30

El grupo de trabajo también ha introducido el estudio de modificaciones en la superficie
de las nanoparticulas, con compuestos organicos como anhidridos, aminas, amidas y grupos
hidréfobos (Rojas et al., 2015), con el fin de ampliar el potencial de las Hap sintetizadas por el grupo
de trabajo. Se han utilizado los materiales sntetizados con el método desarrolla por el grupo,
utilizando electrodos de placas paralelas y la funcionalizacion superficial a través de un sistema de
reflujo. En el Cuadro VI se muestran algunas caracteristicas de los materialesnfuncionalizados con
succinimida, anhidrido succinico y dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo, sintetizados a partir de Hap-
7, los cuales presentan una morfologia plana, similar a escamas, todos con un tamafio de particula

de 30 nm + 2 nm y un porcentaje de carbonato de 0,3%.

Cuadro VI. Caracteristicas de los materiales funcionalizados por Rojas et al (Rojas et al, 2015)

Funcionalizacion Cobertura Potencial {
(%) (mV, a pH 7)
Ninguna (Hap-7) - -15
Succinimida (Hap-suc) 35 -8,4
Anhidrido succinico (Hap-anhsuc) 64 -4,1
Dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo (Hap-amino) - -6,4

La determinacién de las caracteristicas fisicoquimicas permiti6 evidenciar la
funcionalizacion de material, y elucidar el tipo de interaccidn establecida. El el caso de las

funcionalizaciones con succinimida y anhidrido sucinico se identificarin interacciones idnicas de las
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moléculas con Hap, mientras que para el dihidrogenofosfato de 2-aminoetilo, se plantea la
formacién de un enlace pirofosfato, entre los grupos fosfato del compuesto y de Hap (Figura 5). De
esta manera los grupos expuestos en la superficie del material son distinto al de la Hap sin
funcionalizar y también entre elllas funcionalizadas, brindando asi la posibilidad de diferentes
actividades o aplicaciones. Dentro de estas aplicaciones se ha propuesto el uso de los materiales
como vectores de transfeccidon génica, sin embargo, para determinar su potencial en esta aplicacién
se requieren andlisis adicionales que permitan identificar su biocompatibilidad (toxicidad e
inmunogenicidad), su interaccion con el ADN, y la capacidad de los sistemas biolégicos de
internalizar los materiales. Para estos fines, pueden realizarse diferentes ensayos con cultivos
celulares, que brinden informacién sobre la posible interaccién de las nanoparticulas con los

sistemas bioldgicos.
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0 Tonic/Hydrogen Bonding
|| Interactions

Hap 2 aminoethyl dihydrogen phosphate

Figura 5. Esquema de interaccidn entre las moléculas de funcionalizacidn y la superficie de

la hidroxiapatita Hap-7. (Adaptado de Rojas et al., 2015)

Ensayos y técnicas de analisis

El potencial £ es un pardmetro relacionado con la estabilidad de una suspension y que
depende de la composicién del nanomaterial y el medio en el que se encuentra. Este se mide a
través de la microelectroforesis de laser Doppler, que es una técnica utilizada para medir la
movilidad electroforética de particulas en dispersion, la cual depende de la carga de las particulas
en suspension y puede convertirse a potencial C. Este parametro corresponde a la diferencia de
potencial que existe entre la capa difusa del disolvente que rodea el material, en la suspension,

tal como se muestra en el esquema de la Figura 6 (Samimi et al., 2019).
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Este pardmetro esta relacionado con el grado de repulsién que se esperaria observar entre
particulas cargadas en una dispersién, de tal forma que valores altos de potencial £, estan
relacionados con particulas altamente cargadas, lo cual evita la agregacién de las particulas debido
a la repulsion eléctrica. Por el contrario, si la magnitud del potencial ¢ es bajo, la atraccion supera
larepulsiony es probable que se observe la formacidn de coagulos. El valor de de potencial £ mayor
o igual a -30 mV se considera éptimo para una buena estabilizacién de una nanodispersién. Cabe
destacar que los equipos de medicidn de potencial { también permiten la determinacidn del
tamafio de particula en suspensién, pues combinan la técnica de la microeléctroforesis con la
dispersidon de luz dindmica, que mide la difusion de particulas en movimiento Browniano, y

convierte este valor a tamafo y a una distribucién de tamafio.

Los ensayos de proliferacion celular son ampliamente utilizados en biologia celular para
estudiar la actividad de factores de crecimiento, nutrientes y agentes citotdxicos. Para determinar
el nimero de células en estos ensayos, se realiza mediante conteo electrénico o métodos
colorimétricos relacionados con la actividad metabdlica de enzimas celulares. El MTT o bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, es un compuesto muy utilizado en este tipo de
métodos colorimétricos, el cual se basa en la reduccidn del MTT a formazan (Figura 7), a través de
la captacion de electrones producidos en la cadena de transporte de electrones, que es una de las
principales actividades metabdlicas celulares (Laaksonen et al., 2007). El formazan presenta un
absorbancia a 570 nm, que puede ser cuantificada mediante espectrofotometria y su magnitud es
directamente proporcional al nimero de células metabdlicamente activas, es decir, aquellas que

no se fueron afectadas ante la presencia de un agente citotoxico.
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MTT Formazan

Figura 7. Representacién de la conversién del MTT a formazan.

Por otra parte, también existen métodos colorimétricos que permite identificar si un
material es inmunogénico, por ejemplo, aquellos basados en la cuantificacion del éxido nitrico (NO)
producido por un cultivo celular de macréfagos que ha sido incubado previamente con el material
de interés. El NO es una sustancia mediadora de sefiales que cumple papeles importantes en
procesos como la defensa antitumoral y el proceso de inflamacidn, y es producido por la enzima
sintetasa del dxido nitrico (ONS, por sus siglas en inglés), que utiliza como sustrato el aminoacido
arginina (Korhonen, Lahti, Kankaanranta, & Moilanen, 2005) para producir citrulina y la especie

radicalaria de 6xido nitrico.

En sistemas bioldgicos, el NO media directamente su actividad bioldgica, sin embargo, en
cultivo, el NO reacciona con el oxigeno atmosférico oxidandose a nitrito o nitrato. El nitrito puede
cuantificarse mediante métodos colorimétricos basados en la reaccién de Griess, que consiste en
la reaccion de diazotizacién de nitrito con un compuesto amino aromatico, tal como se muestra en
la Figura 8 para producir una sal de diazonio coloreada. Esta sal presenta una absorbancia a una
longitud de onda de 530 nm, cuya magnitud puede ser cuantificada mediante espectrofotometria
(Tsikas, 2007) y es relacionada con la capacidad del material para inducir alguna estimulacién del

sistema inmune.
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Dado que el ADN presenta un maximo de absorcidon a 260 nm, la espectrofotometria

Figura 8. Reaccidn de Griess.

también puede ser de utilidad para su cuantificacién en experimentos de adsorcidon sobre
materiales. Estos experimentos estdn basados en la construccién de perfiles o isotermas de la
adsorcién, que permiten describir el fendmeno que rige la retencion, liberacion o movilidad del
adsorbato, en relacidn con el adsorbente, a una temperatura constante (Limousin et al., 2007). Los
pardmetros fisico-quimicos que estos modelos incluyen, brindan informacion sobre el mecanismo
de adsorcién, propiedades de la superficie, asi como el grado de afinidad de los adsorbentes y

facilitan la interpretaciéon de los parametros termodinamicos (Allen, McKay, & Porter, 2004).

Estos parametros termodindmicos pueden ser calculados a través de isotermas de
adsorcién. Las isotermas de Langmuir son utilizadas para cuantificar y comparar el desempefio de
diferentes bio-adsorbentes (Foo & Hameed, 2010), asumiendo que la capa adsorbida es una
monocapa donde la adsorcidn sucede en un ndmero finito de sitios localizados, que son idénticos
y equivalentes, y una vez que una molécula se encuentra en un sitio no hay mas adsorcion, pues se
alcanza un equilibrio de saturacidn. En la Figura 9 se muestran isotermas de Langmuir
correspondientes a la adsorcion de albdimina de suero bovino (ASB) en diferentes apatitas (Louihi
et al.,, 2019), en las que puede observarse la existencia de una concentracién constante, que

corresponde a la maxima adsorcion del ASB sobre el material.
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Figura 9. Isotermas de adsorcidon de albumina de suero bovino (ASB) sobre diferentes

apatitas (HA: hidroxiapatita, Zn-HA: hidroxiapatita con iones zinc en su superficie, Ap: apatita, Ap-

Zn:apatita con iones zinc en su superficie. (Adaptado de Louihi et al., 2019)

Existen analisis de la afinidad y adsorcidn de diversas moléculas sobre carbonatos de calcio

e hidroxiapatita, en los que se han identificado un ajuste al modelo de Langmuir (Xue et al., 2009),

por ejemplo la adsorciéon de inmunoglobulina G humana sobre Hap, para su uso como vehiculo de

medicamentos contra cancer (Lafisco et al., 2012), la adhesidn de proteinas (Mavropoulos et al.,

2011), adsorcidén de compuestos inorganicos como sulfuros (Tanaka, Tsuda, Nishikawa, & Fuiji,

2012), y adsorcién y liberacion de biomoléculas (Talal et al., 2009), entre otros. En el caso particular

de la adsorcién de ADN sobre Hap, se ha evidenciado que también se presenta un ajuste al modelo

de Langmuir (Chen et al., 2007), tal como se muestra en las isotermas de adsorciéon de ADN en Hap,

a diferentes condiciones (Figura 10).
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Figura 10. Isotermas de adsorcidon de ADN en Hap a diferentes condiciones. (Adaptado de

Chen et al., 2007)
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El modelo de Langmuir se expresa con la siguiente ecuacién:
Co 1 Ce

= — [Ecuacidn 1]
de QOmK Qm

Donde C. es la concentracion del adsorbato (g/L) en el equilibrio, ge es la cantidad de adsorbato
adsorbido sobre la superficie del adsorbente por unidad de masa del adsorbente (g/g), Qm (g/g) es
capacidad de adsorcién maxima tedrica del adsorbato y K una constante relacionada con el equilibrio
del proceso de adsorcidn y la afinidad de la interaccién entre el adsorbente y el adsorbato.

A partir de la constante K es posible calcular la energia libre de Gibbs del proceso de adsorcidn, con la

siguiente ecuacion:

AG = —RTLnK [Ecuacidn 2]

Los valores de constante K a diferentes temperaturas, también permite calcular la entalpia
y la entropia de adsorcién, elaborando una gréfica de Van’t Hoff, donde se relaciona el LnK'y con el

inverso de la temperatura, basada en la siguiente ecuacion:

LnK = CAR L A8 [Ecuacion 3]
RT R

Donde T corresponde a la temperatura en Kelvin y R la constante de los gases ideales (8,314472

J/molK).

La caracterizacion de la interaccidon entre los materiales y ADN permite modular las
propiedades de los biomateriales para optimizar su funcionalidad como vectores de transfeccion,
por eso, estos estudios de adsorcidn pueden ir acompafiados o pueden ser correlacionados con
otros analisis fisicoquimicos y de caracterizacion del material, tales como el tamafio de particula,
estabilidad en disolucién, porosidad, morfologia o tamafio (Sahay, Alakhova & Kabanov, 2010). Por
otro lado, para determinar la internalizacidn de las nanoparticulas se utilizan técnicas que pueden
incluir desde estudios complejos de biologia molecular hasta estudios microscépicos sencillos,

tanto “ex vivo” como “in vitro” o “in vivo”.
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Es comun el uso de genes reporteros, como enzimas o la proteina verde fluorescente (GFP,
por sus siglas en inglés), para trazar o evidenciar el transporte del ADN al interior de una célula, en
ensayos con cultivos celulares en los que las células son incubadas con una complejo del vehiculo
de transfeccion y un plasmido que codifique para un gen reportero (Zhu et al., 2004). En estos
ensayos, las células que internalizan el vector, integran el ADN a sus procesos celulares y expresaran
alguna proteina especifica que puede ser cuantificada. En el caso de la GFP, su fluorescencia puede
ser determinada por microscopia de fluorescencia para analisis como el que se muestra en la Figura

11 (a).

Otra metodologia ampliamente utilizada para el estudio del rendimiento de transfeccidon
celular, es la citometria de flujo (Clift et al., 2008), que consiste en una técnica de analisis celular
multiparamétrico, que permite el estudio del componente celular en suspension de una manera
individual (célula a célula), a través de sus caracteristicas fisico-quimicas, asi como identificar la
expresion de proteinas celulares. Técnicamente se basa en hacer pasar una suspensiéon de
particulas (generalmente células) alineadas y de una en una frente a un haz de luz focalizado, lo
cual permite la cuantificacidn de la luz dispersada (frontal y ortogonal) y la fluorescencia emitida,
como consecuencia de la excitacion laser a la que es sometida. Las células con caracteristicas
similares forman un grupo en un grafico que se denomina diagrama de dispersidn y la fluorescencia
se muestra en histogramas como el mostrado en la Figura 11 (b), cuya magnitud estd relacionada

con la cantidad de ADN que expresa la GFP.
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Figura 11. Métodos para cuantificar el rendimiento de transfeccién celular. (a) Micrografia
de un ensayo de inmunofluorescencia (Motskin et al., 2011), (b) Histograma de fluorescencia de

citometria de flujo (Clift et al., 2008).
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Hipdtesis

Las nanoparticulas de hidroxiapatita sin funcionalizar y funcionalizadas en su superficie, pueden ser
buenos vehiculos de transfeccién génica. Ademas, la interaccidon con el ADN y el efecto sobre la
actividad de células del sistema inmune, difieren segun la funcionalizacién superficial de las

nanoparticulas.

Objetivo general

Generar evidencia sobre la utilidad de nanoparticulas de hidroxiapatita, funcionalizadas y no
funcionalizadas superficialmente, en aplicaciones biomédicas, mediante la evaluacién de Ia

interaccion de las nanoparticulas con el ADN y las propiedades pro-inflamatorias.

Objetivos especificos

1. Determinar la citotoxicidad de las nanoparticulas de hidroxiapatita.

2. Identificar los materiales que estimulan la actividad proinflamatoria.

3. Calcular los pardmetros termodinamicos de la interaccion entre las nanoparticulas de
hidroxiapatita modificadas y ADN, a través de isotermas de adsorcion basadas en el modelo
de Langmuir.

4. Determinar el rendimiento de la transfeccién en células HEK 293t, utilizando las nanoparticulas

de hidroxiapatita modificadas superficialmente.
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Capitulo Il: Materiales y métodos

Sintesis de hidroxiapatitas:

Las nanoparticulas fueron sintetizadas y provistas por el equipo de la Dra. Mavis Montero
del Centro de Investigaciones en Electroquimica (CELEQ) de la Universidad de Costa Rica. La
metodologia desarrollada por el grupo de investigacion de la Dra. Montero se basa en un método
electrolitico que parte de una disolucién saturada de iones calcio y fosfato, en presencia de acido
etilendiaminotetracético (EDTA), para obtener hidroxiapatita carbonatada nanocristalina

(Montalbert-Smith & Echeverria, 2009; Montalbert-Smith et al., 2009; Montero et al., 2006).

La disolucién saturada de iones calcio y fosfato con EDTA se prepard a una concentracion
de 0,25 mol/L de CaCl,, 0,15 mol/L de K;HPO, y 0,25 mol/L de EDTA, con agua desionizada como
disolvente, y se ajusto el pH del medio a valores de 5, 7 y 9, para obtener materiales sintetizados a
distintos valores de pH. El sistema electrolitico consistié en un sistema abierto al ambiente
constituido por electrodos de platino paralelos y una fuente E3644A marca Agilent Technologies
que se programd a una corriente de 1,86 A y una densidad de corriente de 144 mA/cm?. La
electrdlisis se mantuvo durante 6 horas a temperatura constante y luego de este periodo, las
particulas fueron aisladas por centrifugacion y secadas en una desecadora al vacio. De esta manera
se obtuvieron los materiales identificados como Hap-5 sintetizada a un pH de 4,96, Hap-7 a un pH

de 7,53 y Hap-9 a 9,22.

Funcionalizacién superficial de las hidroxiapatitas:

La modificacién de la superficie de las nanoparticulas de hidroxiapatita fue realizado por el
equipo de trabajo de la Dra. Montero, como parte de un trabajo de maestria, descrito por Rojas
(Rojas et al., 2015), cuyo obetivo era la sintesis y caracterizacién de hidroxiapatitas con diferentes
grupos funcionales en su superficie. La funcionalizacion se llevé acabo utilizando las hidroxiapatitas
identificadas como Hap-7 y se utilizaron como moléculas para la funcionalizacién el anhidrido
succinico, succinimida y dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo. La funcionalizacidn con anhidrido
succinico y succinimida se realizd mediante un sistema de reflujo bajo corriente de nitrégeno

constante, con hidroxiapatita a una concentracién de 10% (fraccién masa volumen) utilizando
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acetona como disolvente y con los compuestos orgdnicos respectivos, los cuales fueron purificados

previamente segun el procedimiento descrito por Armarego y Chai (Armarego & Chai, 2009).

El producto obtenido se separé mediante centrifugacién, fue lavado con acetona y se secé
en una desecadora al vacio. En el caso de la funcionalizacién con 2-amino etil dihidrégeno fosfato,
el reflujo se realizé durante 24 horas en medio acuoso debido a la baja solubilidad de este
compuesto en medios orgdnicos como acetona, etanol, 2-propanol, acetonitrilo, cloroformo, entre
otros. El producto obtenido fue secado a una temperatura de 60 °C en una estufa de vacio durante
7 horas, luego se lavd con agua desionizada y se secd nuevamente en una desecadora al vacio. Los
materiales modificados en su superficie mediante estos métodos, fueron identificados como Hap-
suc para el caso de la funcionalizacién con succinimida, Hap-anhsuc para anhidrido succinico y Hap-

amino para dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo.

Preparaciéon de las suspensiones de hidroxiapatitas:

Se prepararon suspensiones de trabajo de concentracion 1 mg/mL, para cada una de las
Hap, utilizando como medio dispersante agua desionizada, una disolucién de cloruro de sodio 0,01
mol/L o medio DMEM, segun el tipo de ensayo. Para ello se colocd la mezcla de Hap y medio
dispersante en un bafio ultrasénico durante 30 minutos a temperatura ambiente, sin embargo,
dada la rapida sedimentacion de los materiales en la suspension, se determind que se debe agitar
con un agitador mecanico durante 30 segundos, cada vez que se toma una volumen de la

suspension. Las disoluciones fueron almacenadas en refrigeracion.

Espectroscopia infrarroja y potencial :

La caracterizacion de los materiales funcionalizados a través de espectroscopia infrarroja
se realizé con un espectrofotémetro de transformada de Fourier Spectrum 1000 de Perkin Elmer .
Se prepararon pastillas de cada material con una porcion de KBr, utilizando un molde de pastilla'y
una prensa hidraulica a 1600 libras de presidn. En la determinacién del potencial  se prepararon
sus pensiones de 0,1 mg/L de cloruro de sodio de concentracién 0,01 mol/L. Las mediciones se
realizaron en el equipo Zetasizer Nano Z590 de Malvern, con un laser 633nm de 4mW He-Ne y

software 6.32.
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Cultivos celulares:

Se utilizaron los linajes celulares HEK 293t (linaje inmortal derivado de células renales
embrionarias humanas) y Raw 264.7 (linaje finito de macréfagos murinos), segun el tipo de ensayo.
Ambos se preservaron congelados a una temperatura de -80 °C y en el medio de cultivo
denominado Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, por sus siglas en inglés), suplementado

con suero fetal bovino (FBS, fetal bovine serum) al 20% y con dimetilsulféxido (DMSO) al 7,5%.

Para preparar las suspensiones de trabajo, se descongelaron las alicuotas en un bafo de
agua durante 2 minutos a 37 °C, luego se diluyeron a un volumen final de 50 mL, se centrifugaron
a 1200 rpm durante 10 minutos y se descarté el medio con DMSO. Las células se resuspendieron
en medio de cultivo DMEM vy se colocaron en un frasco para cultivo celular. El cultivo se mantuvo
en incubadora tres dias a una temperatura de 37 °Cy atmdsfera humedecida al 5% en CO,, y fueron
monitoreados al microscopio, durante ese periodo. Cuando el cultivo alcanzé una confluencia
aproximada del 80%, se desprendié el cultivo de las paredes del frasco con un raspador celular y se

homogeneizé con ayuda de un pipeteador y un agitador automatico,hasta obtener una suspension.

Para determinar el nimero de células por mililitro (cel/mL) de esta suspensidn, se preparé
una mezcla con una relacion 1:1 de la suspension del cultivo en DMEM y azul de tripano, se colocé
en una cdmara de Neubauer y se realizé el conteo de células vivas (incoloras) y las células muertas
(color azul). Para todos los ensayos se utilizaron Gnicamente suspensiones cuyo porcentaje de
células muertas fuera menor al 20%. Con el nimero de células vivas se realizé el calculo de la
concentracion y la cual se ajusté por dilucién a 5x10° cel/mL, aiadiendo el volumen de DMEM que
fuera necesario. Estas disoluciones constituyen las disoluciones de trabajo y segun lo requiere el

tipo de ensayo, se siguen diluyendo al afiadir DMEM.

Ensayo de citotoxicidad y actividad proinflamatoria:

Se probaron tres concentraciones distintas para cada tipo de Hap (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mLy
0,2 mg/mL) y se realizaron tres ensayos independientes, cada uno con tres réplicas para cada

concentracién de hidroxiapatita. Cada ensayo independiente permitid la determinaciéon de ambos
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ensayos: el de citotoxicidad y actividad proinflamatoria, utilizando un linaje celular Raw 246.7. La
actividad proinflamatoria fue determinada a través de la produccidon de NO mediante una reaccion
de Griess (Tsikas, 2007) con sulfanilamida y N-(1-naftil) etilendiamina. La citotoxicidad se determiné
como la viabilidad celular, en presencia de MTT en su forma oxidada (bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).

Se prepararon suspensiones de 1x10°8 cel/mL en DMEM, se agregé un volumen de 100 pL de
esta suspensidon en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y luego la placa se colocd en una
incubadora durante 24 horas a 37°C y atmdsfera humedecida al 5% en CO?. Posteriormente, se
agrego la suspensiéon de Hap y DMEM segun los voliumenes indicados en el Cuadro VII, para cada
una de las concentraciones, y se incubé nuevamente durante 24 horas a 37°C. Luego de este tiempo
se transfirieron 100 pL de cada pocillo a otra placa para la determinacién de la actividad
proinflamatoria y se reservé la placa original con los 100 uL restantes, para determinar la
citotoxicidad.

Cuadro VII. Volumenes para preparacién de los pocillos a diferentes concentraciones de

Hap.
Concentracién de Hap 0,05 mg/mL 0,1 mg/mL 0,2 mg/mL
Volumen de DMEM (uL) 90 80 60
Volumen de Hap a 1 mg/mL (pL) 10 20 40

Cabe destacar que en cada ensayo individual se prepard un blanco (Unicamente compuesto por
la suspensién de células y DMEM), tres controles positivos en los que se sustituye la suspension de
Hap por una disolucién de lipopolisacaridos en DMEM (la concentracién por pocillo fue de 1 pug/mL
de lipopolisacaridos) y tres controles negativos (sin Hap). En todos los pocillos se mantuvo el mismo
volumen final. A la placa para determinacion de la actividad proinflamatoria se le afiadié 25 L de
sulfanilamida por pocillo, se dejo reaccionar durante 10 minutos y se agregaron 25 uL de N-(1-naftil)
etilendiamina. La placa se llevd a centrifugacidon durante 10 minutos a 1400 rpm y se cuantificé la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm mediante un lector de ELISA (DYNEX, MRX

Revelation), sustrayendo la absorbancia a 640 nm como referencia.
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A la placa original con los 100 pL restantes, se le agregd 11 pL de una disolucidon de MTT de 5
mg/mL (por pocillo) y se llevd a incubacién durante 4 horas a 37 °C y atmdsfera humedecida al 5%
en CO,. Luego de este tiempo se centrifugd durante 10 minutos a 1200 rpm, se retiré el liquido
sobrenadante y a cada pocillo se le agregd 200 pulL de una disolucién de HCI de concentracion 0,04
mol/L, con isopropanol como disolvente. Con el HCl se disolvid el precipitado, se centrifugd durante
5 minutos a 1200 rpm, se transfirieron 150 pL del liquido sobrenadante a una nueva placay se leyé

la absorbancia a 570 nm, mediante un lector de ELISA (DYNEX, MRX Revelation).

Preparaciéon de las suspensiones de ADN:

Se utiliz6 ADN de placenta humana (Sigma Aldrich, cédigo de producto D7011), para
obtener fragmentos de ADN con tamafios comprendidos entre 300 pb (pb: pares de bases) y 3000
pb. La degradacidn se realizd mediante la aplicacion de calor, colocando tubos de polipropileno con
alicuotas de 0,5 mL de una disolucién de 100 pg /mL de ADN (con NaCl 10 mmol/L como disolvente),
en un calentador de bloques durante 90 minutos a 100 °C. El tamafio de los fragmentos se confirmé
mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1% y una disolucion de buffer TBE 1x (TBE: tris,
borato, EDTA). Se aplicé un voltaje de 82 V y se utilizd un marcador de peso molecular de 1 kb
(Thermo Scientific, cédigo de producto 11581625) y GelRed (Biotium, cddigo de producto 41003),

para la tincién de ADN.

Isotermas de adsorcion:

Se preparararon suspensiones de cada uno de los materiales a una concentracién de 150
pg/mL, utilizando una disolucidn de cloruro de sodio de 0,01 mol/L, como medio dispersante. A
partir de estas suspensiones y de una disolucién de 500 pug/mL del ADN previamente fragmentado
(fragmentos entre 400 pb y 3000 pb), asi como la disolucién de cloruro de sodio, se prepararon
mezclas de Hap-ADN para cada material. En cada una de ellas se mantuvo una masa constante de
15 pg de Hap y diferentes concentraciones de ADN, afiadiendo diferentes volimenes de la

suspension de ADN, tal como se especifica en el Cuadro VIII.
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Cuadro VIII. Preparacién de las mezclas Hap-ADN para la elaboracidon de isotermas de

adsorcion.
Concentraciéon ADN Volumen Volumen de Hap
Ndmero Volumen de ADN
aproximada de NaCl de 150 pg/mL
de mezcla de 500 pg/mL (pL)

(ug/mL) (kL) (kL)
1 3 1,0 51,0 98
2 10 3,0 49,0 98
3 20 6,0 46,0 98
4 30 9,0 43,0 98
5 40 12,0 40,0 98
6 45 13,5 38,5 98
7 50 15,0 37,0 98
8 55 16,5 35,5 98
9 60 18,0 34,0 98
10 70 21,0 31,0 98
11 80 24,0 28,0 98
12 95 28,0 24,0 98
13 110 32,5 19,5 98
14 120 35,5 16,5 98

Para la elaboracién de las isotermas se determind la cantidad de ADN adsorbido sobre el
material, en cada una de las mezclas a tres diferentes temperaturas: 27 °C, 37 °Cy 44 °C. Los tubos
de polipropileno con las mezclas fueron colocados en un bafio de agua a las temperaturas
anteriormente indicadas, durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 45000 rpm por 2
minutos y se cuantificd la concentracion de ADN en el liquido sobrenadante, mediante
espectrofotometria, determinando la absorbancia a 260 nm con el espectrofotometro
NanoDrop2000 (Fisher Scientific). Se realizaron tres réplicas para cada temperatura y material. A
partir del calculo de la cantidad de ADN adsorbido, se elaboraron las isotermas del modelo de
Langmuir, linealizadas y no linealizadas, utilizando el software RStudio (versidon 1.0.136). A partir de
las isotermas del modelo linealizado se realizaron los calculos de Qmy K, con los que se calcularon

los valores de AG de adsorcién, para cada uno de los ensayos.
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Ensayos de transfeccidn celular:

Para estos ensayos se utilizaron placas de 24 pocillos, una suspension de células HEK 293t
a 9,0 x10%*cel/mLen DMEM al 10% en suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés), suspensiones
de Hap de 100 pg/mL ,en DMEM con FBS al 10% y un plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP) (plasmido “PrecisionShuttle mammalian vector with C- terminal tGFP tag” de
6601 pb del fabricante OriGene, cédigo de producto PS100010). En cada ensayo individual se
realizaron dos réplicas por material, una réplica para determinar el rendimiento de la transfeccién
a través de citometria de flujo y la otra réplica para su analisis a través del microscopio de

fluorescencia.

Para cada material se prepard en un tubos de polipropileno de 2,5 mL, una mezcla de
transfeccion compuesta por 25 pL del plasmido a una concentracion de 1 pg/uL y 1 mL de la
suspension de Hap correspondiente. Esta mezcla se homogeneizd con agitador mecdnico durante
4 segundos y se dejo reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Luego de este tiempo, se agregd
0,5 mL de la suspensién de células HEK 293t, se mezcld con agitador mecdnico durante 4 s, se
transfirieron cada una de las mezclas a la placa de 24 pocillos y se incubé durante un periodo

aproximado entre 16 y 18 horas, a 37 °C y atmdsfera humedecida al 5% en CO?.

Al concluir esta incubacidn, se retird el medio sobrenadante, se agregé 0,75 mL de DMEM
con FBS al 10% y se incubd nuevamente, bajos las mismas condiciones anteriores, durante un
periodo de 40 a 48 horas. Posteriormente, las réplicas destinadas a su analisis bajo el micoscopio
son fijadas con formaldehido y las réplicas para la determinacion del rendimiento de transfeccidon
son resuspendidas y analizadas en el equipo respectivo. Cabe destacar que a los pocillos
correspondientes a las réplicas que fueron analizadas en el microscopio, se les colocd un
portaobjetos, antes de la adicidn de la mezcla de transfeccidon con los materiales y suspensién de

células.

Para el andlisis mediante citometria de flujo se retiré el DMEM de cada pocillo, se realizaron
2 lavados sucesivos con 0,5 mL de PBS, se resuspendieron en 50 pL de PBS y fueron analizadas en

un equipo FACScalibur de 3 colores (Becton- Dickinson, USA). Primero se delimité la poblacién
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celular que excluye fragmentos celulares y células muertas, definiendo un “gate” en el
dispersograma de difraccién frontal en funcién de la difraccidn lateral. Luego se construyen los
histogramas de fluorescencia verde emitida por las células que se encuentran Unicamente dentro
de la poblacién o “gate ” anteriormente definido. Este tratamiento de datos se realiza primero con
la muestra control que no fue transfectada, para determinar la posicién de los eventos negativos y

IM

establecer el “gate” que se utilizard en los analisis de datos. Cabe destacar que este gate se

establece de tal forma que exista un porcentaje maximo del 2%, de falsos positivos.

Respecto a la fijacién con formadehido de las otras réplicas, se retiré primeramente el
DMEM, se afiadid 0,3 mL de formaldehido al 1,5 % en buffer de fosfatos y se dejé reposar durante
20 minutos en refrigeracion. Luego se retird el liquido sobrenadante, se sacaron los portaobjetos
colocados en cada pocillo, se dejaron secar al ambiente y se utilizd el medio de montaje
FluoroshieldTM with DAPI (Sigma Aldrich, cddigo de producto F6057) para la tincién nuclear
necesaria para identificar las células en los ensayos de microscopia. Los nuicleos con DAPI muestran

una coloracion azul.

Se utilizé un microscopio de epifluorescencia Olympus BX41 y se capturaron imdgenes con
la cdmara DP72 de Olympus, con un objetivo de 10x y utilizando un filtro de excitacién de 460 nm
a 490 nm y un filtro de emisién de 510 nm (unidad espejo U-MW!IB2 de Olympus). Se consideraron
positivas las células que mostraron fluorescencia verde (expresion de la GFP). En cada ensayo
individual, se incluyeron dos réplicas de controles positivos y negativos, manteniendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente, para cada una de las técnicas mencionadas. Como control
positivo se utilizd un kit comercial de fosfato de calcio (Calcium Phosphate Transfection Kit Reagent
kit for stable and transient DNA transfections, Sigma—Aldrich, cédigo de producto CAPHOS) vy
polietilenimina (PEI). Como control negativo se prepard un pocillo en las mismas condiciones de los

ensayos con Hap, sustituyendo la suspension de Hap por 1 mL de DMEM con FBS al 10%.

Tratamiento estadistico de los datos

Para la realizacién de todos los cdlculos y analisis estadisticos se utilizd el software RStudio
(version 1.0.136). La significancia estadistica entre muestras y controles fueron realizados a través

de analisis de varianza (ANOVA) y en el caso de que se obtuviera un resultado significativo,también
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se realizé una andlisis post-hoc por el método de Tukey, con un nivel de confianza global del 95%.
Los valores reportados corresponden al valor promedio *+ desviacién estdndar. En las isotermas de
adsorcién se definieron como valores atipicos aquellos que mostraron una desviacién mayor o igual
a tres desviaciones estandar y para todos los casos, el nimero de estos valores fue menor al 10%

del total de los datos.



31

Capitulo lll: Resultados y discusion de resultados

Caracterizacion de las nanoparticulas de hidroxiapatitaen suspensidn

Antes de la caracterizacién o estudio de las nanoparticulas, se realizo la verificacion de Ia
presencia de los grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas Hap-suc, Hap-anhsuc y
Hap-amino, a través de espectroscopia infrarroja (FT-IR). A través de espetros como el de la Figura
12, se identificaron las principales bandas de absorcién, las cuales coinciden con los estudios
previos realizados por Rojas (Rojas et al., 2015). En todos los espectros se observan las sefiales
correspondientes a los grupos fosfato (1020 cm™ y 870 cm™®) vy las sefiales especificas de cada
funcionalizacién superficial, tales como la banda a 1555 cm™ del carboxilato presente en Hap-
anhsuc, la banda a 1700 cm™ correpondiente al carbonilo de la amida presente en Hap-suc y en
Hap-amino, la sefial cercana a 1627 cm™ relacionada con la flexion del N-H de la amina. En el
Apéndice 1 y Apéndice 2 se muestran los espectros infrarrojos de Hap-suc y Hap-amino,

correspondientemente.
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Figura 12. Espectro infrarrojo de la hidroxiapatita funcionalizada con anhidrido succinico (Hap-

anhsuc).

De esta manera se deduce que los materiales presentan la misma composicién de los
obtenidos previamente, con la misma metodologia de sintesis y funcionalizacién, y con ellos se

preparan suspensiones en cloruro de sodio a una concentracién de 0,1 mol/L, para determinar el



32

tamafio de particula y potencial . En caracterizaciones previas de los materiales, se habia

determinado que el tamafio promedio para los materiales de estudio secos es de (32 + 3) nm para

los no funcionalizados y de (30 &+ 3) nm para los funcionalizados, sin embargo, es necesario calcular

el tamafio de las nanoparticulas en el medio dispersante que se utilizara en los ensayos de adsorcién

de ADN, debido a que el tamafio puede variar segun la interaccién que pueda establecer el material,

con los componentes del medio, que en en este caso corresponden a iones sodio y cloruro, ademas

de las moléculas de agua. A través de la medicidn de la luz dispersada se obtuvieron los graficos de

tamafio de la Figura 13.
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Figura 13. Graficos del tamafio de particula en funcidn de la intensidad de la luz dispersada.
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En estos gréficos se observo que todos los materiales en la suspension de NaCl no presentan
un Unico tamafio de particula, sino que existen rangos o poblaciones de tamafio. En el caso de los
materiales funcionalizados y Hap-9, se identificé un Unico rango de tamafo, mientras que en las
suspensiones de las hidroxiapatitas sintetizadas a pH 5 y pH 7, se muestran dos o mas poblaciones
de tamafio. Segun los resultados obtenidos, se evidencia que las suspensiones muestran una
distribuciones heterogéneas de tamafio de particulas en suspensidn, no sdlo por la existencia de
diferentes poblaciones de tamafio en un mismo material, sino por la magnitud del rango de
tamafios observado. En el Cuadro IX se muestran los valores de la mediana y del rango de tamafio
de cada una de las poblaciones identificadas, los cuales evidencian que todos los materiales en
suspension presentan un tamafio de particula mayor que el del los materiales secos, lo cual sugiere

la formacidn de aglomeraciones de los materiales, en suspension.

Cuadro IX.Tamafio de particula de los nanomateriales.

Material Mediana (nm)* Rango (nm)
Hap-5 (1) 58,77 24,4-141,8
P (2) 295,3 141,8 - 712,4
(1) 122,4 68,1-141,8
Hap 7 (2) 164,2 141,8 — 220,2
P (3) 295,3 220,2 - 342,0
(4) 531,2 342,0 - 2669,0
Hap-9 458,7 91,3 -2669,0
Hap-suc 295,3 78,8 —1484,0
Hap-anhsuc 458,7 141,83 - 1484,0
Hap-amino 342,0 141,8-825,0

*Los numeros entre paréntesis corresponden al nimero de la poblacién identificada en los histogramas de
tamafo.

Al comparar el tamafio de los materiales no funcionalizados, no es posible determinar una
correlacién entre el pH de sintesis y el tamafio promedio. Esto se debe principalmente al hecho de
qgue tanto en Hap-5 como en Hap-7 se obtuvieron distribuciones multimodales. Sin embargo, se
observé que a pH 5 se obtuvieron las nanoparticulas con el menor tamafio promedio, en
suspension, lo cual podria estar relacionado con el contenido de carbonatos en el material, puesto

gue Hap-5 es el material con menor porcentaje de carbonatos, entre los tres materiales sin
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funcionalizar. A pesar de ello, con los datos disponibles no es posible hacer una afirmacion
inequivoca al respecto, de hecho, no se observa una tendencia clarar de variacion en el tamafio al
aumentar el porcentaje de carbonato. Por esta razon, la dependencia del tamafio de particula del
pH de sintesis, o del porcentaje de carbonato en el cristal debe ser analizada en estudios

posteriores.

En el caso de la hidroxiapatita preparada a pH 7 (Hap-7) se observaron 4 poblaciones con
base en el tamafio de particula en la suspensidon de NaCl, por esta razén, no es posible identificar
claramente el efecto de la funcionalizacién del material sobre el tamafio medio en suspensién del
material no funcionalizado, ni tampoco realizar la comparacion entre las diferentes
funcionalizaciones. Sin embargo, se observa que en los tres materiales funcionalizados existe una
Unica pobalcidn de tamafio de particula y no las 4 que presenta el material a partir del cudl fueron
sintetizadas, lo cual sugiere la existencia de una diferencia en la interaccidn entre la superficie de
los materiales funcionalizados y Hap-7 (sin funcionalizar), que interviene en la forma que los

materiales forman agregados en la suspension de ADN.

Con el fin de obtener mas informacion sobre la estabilidad de las suspensiones, se
determind el potencial £ de cada una de ellas. La literatura reporta que potenciales { mayores a
+30 mV o menores a -30 mV estan relacionados con suspensiones estables, debido a que las
interacciones de repulsidn entre particulas a valores altos de potencial C, evita la agregacion de las
nanoparticulas (Motskin et al., 2009). Segun este criterio y los datos mostrados en el Cuadro X para
potencial £ y la desviacién de la medicidn, todas las suspensiones podrian mostrar una estabilidad
satisfactoria, a valores de pH muy cercanos a los compatibles con la vida (pH entre 6,8 y 7,7). Sin
embargo, no se tienen evidencias cuantitativas adicionales de la estabilidad de la suspensién, pero
si se determina que las suspensiones se sedimentaron mas lentamente al ser homogeneizadas con

una sonda ultrasdnica que al utilizar un agitador mecanico.
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Cuadro X. Potencial { de las nanoparticulas de hidroxiapatita, determinado en suspensiones de 0,1

mg/mL (n=10).

Material Potencial £ (mV) Desviacion (£ mV) pH (+0,02)
Hap-5 -31,6 5,6 6,74
Hap-7 -25,0 4,2 6,83
Hap-9 -27,9 6,6 6,92

Hap-suc -27,7 51 6,96

Hap-anhsuc -28,0 8,4 6,80
Hap-amino -28,9 4,9 6,87

Cabe destacar que todos los materiales muestran un potencial £ negativo, cuya magnitud
es similar, independientemente del tipo de funcionalizacion, o del pH al que se prepararon las
particulas. Ademas, los valores de potencial { de los materiales funcionalizados y Hap-7
suspendidos en NaCl, son menores a los potenciales { reportados por Rojas (Rojas et al., 2015) para
los mismos materiales, en suspensiones preparadas en PBS (buffer de fosfatos) y a pH 7, lo cual
sugiere que las suspensiones de estos materiales pueden mostrar una mayor estabilidad en NaCl a
una concentracion de 0,01 mol/ L, que en PBS. También se determind que los valores obtenidos en
los materiales funcionalizados son similares a los reportados para hidroxiapatitas funcionalizadas
con acido dodecanodidico (-28,3 mV * 3,9 mV) (Chen et al., 2011) y que los potenciales de los
materiales no funcionalizados son mayores a los reportados para hidroxiapatitas sin funcionalizar,
en suspensiones del material en KNOsz a pH 7 (-9,59 mV * 0,81 mV) (Motskin et al., 2009).

Para determinar si los materiales forman agregados bajo las condiciones de los ensayos con
cultivos celulares a realizar en este estudio, se realizd un ensayo en el que se incubaron los
materiales funcionalizados y Hap-7 con el cultivo de las células de Raw 264.7, a tres niveles de
concentracién: 0,05 mg/mL, 0,10 mg/mLy 0,20 mg/mL. En |la Figura 14 se resumen las observaciones
realizadas en un microscopio de luz para los materiales a una concentracién de 0,10 mg/mL, donde
las nanoparticulas de los materiales se observan como puntos oscuros, distribuidos en el cultivo
celular.

Al analizar estos resultados y los incluidos en el Apéndice 3, que corresponden a las
observaciones realizadas a concentraciones de 0,05 mg/mL y 0,20 mg/mL, no se observaron
diferencias entre las tres concentraciones del material y no se evidencié la formacién de agregados
de gran tamafio, en medio del cultivo celular. Cabe destacar que se observd una heterogeneidad
en el tamafio de las particulas de los nanomateriales de estudio, y que la presencia de estos no

inducen alteraciones en la apariencia de los cultivos celulares, puesto que al comparar el control
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negativo (compuesto sélo por células Raw 264.7) y los cultivos incubados con los materiales tanto

funcionalizados, como no funcionalizados.

c) Hap-anhsuc d) Hap-amino

Figura 14. Micrografias del cultivo celular RAW 264.7, incubados con las nanoparticulas de
hidroxiapatita, a una concentracion de 0,10 mg/mL. (Aumento 10X, la escala en el margen inferior

derecho corresponde a 200 pm).
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Citotoxicidad e inmunogenicidad de los materiales

Los resultados de la prueba de citotoxicidad utilizando MTT, se graficaron como se muestra
en la Figura 15 para Hap-suc, donde se relaciona la viabilidad celular (interpretada como la relacion
entre la absorbancia de cada condicidon o ensayo y la absorbancia del control negativo), con la
concentracion del material (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mLy 0,2 mg/mL). En el Apéndice 4 y Apéndice 5
se muestran todos los graficos para cada material y el resumen de estos resultados individuales se
presenta en el grafico de la Figura 16. En este grafico se observa que, para todos los materiales los
valores promedio son menores al control negativo, es decir, que se observa una tendencia a
disminuir la viabilidad celular. Para determinar si la diferencia con respecto al control negativo es
significativa, se realizé la prueba estadistica de Tukey, con la cual se comparan entre si los valores

promedio de las condiciones y entre los valores del control negativo.
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Figura 15. Efecto de Hap-suc en la viabilidad celular de células Raw 264.7, a diferentes

concentraciones (n=9).

En el el Apéndice 4 y Apéndice 5 se muestran los resultados de la prueba estadistica de
Tukey, con la cual se determind que no existen diferencias significativas entre los valores promedio
de las diferentes condiciones y el control negativo, para todos los materiales. Sin embargo, se
observa una tendencia a la disminucién de la viabilidad celular con los materiales, Hap-suc y Hap-
anhsuc. Esta prueba estadistica también permitié identificar la ausencia de una relacién directa

entre la concentracién de las hidroxiapatitas y la toxicidad, en el rango de concentraciones
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estudiadas, ya que no hay diferencias significativas entre los valores promedio para cada

concentracion.
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Figura 16. Efecto de las nanoparticulas de hidroxiapatita en la viabilidad celular (n=9).

De manera similar, se graficaron los resultados del estudio de la produccién de NO en el
cultivo celular Raw 246.7 en presencia de los materiales a diferentes concentraciones, en los cuales,
la produccién de NO se interpreta como la relacidn entre la absorbancia de cada ensayo o condicién
y la absorbancia del control positivo. En el Apéndice 6 y Apéndice 7 se incluyen todos los resultados
individuales, obtenido con esta prueba de Griess y el resumen de los datos se muestra en el grafico
de la Figura 17. Los valores promedio para todas las hidroxiapatitas son mayores que el control

negativo y menores que el control positivo.
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Figura 17. Efecto de las nanoparticulas de hidroxiapatita funcionalizadas, en la viabilidad celular y

produccién de NO (n=9).

Utilizando contrastes de Tukey se determiné que estas diferencias no son significativas, por
lo tanto, la produccién de NO determinada con los diferentes materiales, no evidencia la presencia
de una actividad proinflamatoria, en las condiciones del estudio. Cabe destacar que los resultados
con los materiales Hap-suc y Hap-anhsuc fueron los menos reproducibles, dentro de la coleccion de
materiales estudiados, y que la produccién de NO es menos sensible a los cambios de
concentracidn, para los ensayos con Hap-anhsuc. Estos resultados de la prueba de Griess y de MTT
permiten identificar que, bajo las condiciones de estudio, los materiales no funcionalizados no
presentan una citotoxicidad ni inmunogenicidad significativas, y que estas condiciones se

mantienen en los materiales funcionalizados superficialmente.

Adsocién de ADN sobre las hidroxiapatitas

Para los experimentos de adsorcidon de ADN sobre las diferentes hidroxiapatitas, se utilizé

ADN de placenta humana fragmentado por tratamiento térmico y se caracterizd mediante
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electroforesis, para determinar el tamafio de los fragmentos obtenidos, los cuales se encuentran
en un rango entre 300 pb y 3000 pb, segln se observa en el Apéndice 8. De esta forma se debe
considerar que el sistema bajo el que se establece el proceso de adsorcidn, es un sistema que consta
de una heterogeneidad respecto al tamano del ADN y del material que se utilizé6 como adsorbente.
Diferentes cantidades de este ADN fueron afadidas a la misma cantidad de hidroxiapatita, en
ensayos individuales realizados a una temperatura constante, y al cuantificar la cantidad de ADN
adsorbido en el material, se observé un incremento en la cantidad de masa de ADN adsorbido sobre
el material, al aumentar la concentracidon de ADN adicionado. Con estos resultados se realizan los
célculos de ge (gramos ADN adsorbido/gramos de Hap) relacionados con la Ecuacion 1, para

elaborar las isotermas de Langmuir.

En los Anexos 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se incluyen todas las graficas construidas, tanto las
isotermas de Langmuir basadas en el modelo linealizado, como no linealizado, asi como los graficos
relacionados con los analisis estadisticos realizados. En la Figura 18 se muestran isotermas
representativas del total de graficos realizados, en la cual se muestra los dos comportamientos
principales, observados en los resultados. Uno de ellos consiste en la obtencion de isotermas con
una dispersion significativa de los datos y el otro corresponde a la diferencia en la curvatura de la
grafica del modelo no linealizado, de tal forma que en algunos materiales es mas evidente la
saturacidn del material, que en otros. Ambos comportamientos se ejemplifican con los graficos de
la Figura 18, donde se observa que la isoterma de Hap-9 a 44 °C muestra una evidencia mas clara
de la saturacién del material y una relacion lineal mas acorde al modelo de Langmuir, comparada

con la isoterma de Hap-suc a la misma temperatura.

Al analizar el ajuste de los resultados obtenidos al modelo lineal, se observa que el
coeficiente de determinacion (R?) evidencia la existencia de materiales que a ciertas temperaturas
no muestran un buen ajuste al modelo de Langmuir. Tal es el caso de Hap-9 (R?= 0,5786) y Hap-7
(R?=0,5636) a 37 °C y Hap-amino en todas las temperaturas estudiadas, siendo este, el material
con mayor desvio respecto al modelo de Langmuir. Por otra parte, Hap-anhsuc es el material que
mds se ajusta al modelo, en el rango de temperatura estudiado (R?> > 0,6). A pesar de estos
resultados, de R?, para todos los casos se observa una tendencia lineal de los datos en el modelo
linealizado y la curvatura esperada en el modelo no linealizado, sin embargo, la heterogeneidad del

sistema, mencionada anteriormente, puede estar afectando la reproducibilidad de los ensayos, por



41

ejemplo, debido a las diferencias del area superficial relacionadas con las diferencias del tamafo
de particula o la diferencia del tamafio de los fragmentos de ADN. Otro posible factor, es la rapida
sedimentacion del material en las suspensiones preparadas, que puede variar la cantidad de ADN

e introducir errores en la cantidad de Hap adicionada.
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Figura 18. Ejemplos de las isotermas de Langmuir en su forma no linealizado (figuras Ay C)
y linealizado (figuras B y D). Las figuras Ay B corresponden al material Hap-9 a 44 °C vy las figuras C

y D corresponden al material Hap-suc a 44 °C (n=3).
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En la literatura se reportan hidroxiapatitas para las que también se evidencia el ajuste del
modelo de Langmuir (Chen et al., 2007), para la adsorcidn entre Hap y distintos tipos de ADN, en
cloruro de sodio (0,03 mol/L y 0,12 mol/L) y a temperatura de 25 °C. Sin embargo, se reportan
diferencias en las isotermas de adsorcion de ADN sobre hidroxiapatita, dependiendo del tamafio y
otras caracteristicas del ADN (Chen et al., 2007), de tal forma que existen condiciones donde el
ajuste no es tan bueno, como en otros. Cabe destacar que no se tiene evidencia de la intervencion
de otros factores que puedan estar alterando el proceso de adsorcién de tal forma que ya no
aplique el modelo de Langmuir, sin embargo, se debe considerar que, ante las diferentes
interacciones que puede establecer Hap con el ADN, ya sea las atracciones entre los grupos fosfato
y los iones calcio o las repulsiones entre los fosfatos e iones hidroxilo (Del Valle et al., 2014),
aspectos como la temperatura, tamafo de particula, composicién del material o funcionalizacién
superficial, podrian favorecer alguna de estas dos interacciones o crear nuevas interacciones no

caracterizadas ni evidenciadas, en este estudio.

Con base en los resultados de las isotermas elaboradas, se calcularon los valores de la
capacidad de adsorcién maxima (Qm) del ADN sobre los diferentes materiales y de la constante de
adsorcién de Langmuir (K) que se relaciona con la afinidad entre el adsorbente y el adsorbato, y se
aproxima a la constante de equilibro entre el proceso de adsorcidn y desorcién. En el Cuadro Xl se
resumen los valores de Qm y K para cada uno de los experimentos, calculados a partir de la ecuacién
de la recta de mejor ajuste para el modelo linealizado. El andlisis de estos datos se realiza tanto
para caracterizar el proceso de adsorcién, como para identificar posibles tendencias o resultados
que permitan esclarecer o confirmar la desviacién al comportamiento del modelo de Langmuir, e

identificar alguno de los efectos antes propuestos.

Cuadro XIl. Valores promedio de la capacidad de adsorcion maxima (Qm) y de la constante de

Langmuir (K), para cada uno de los materiales, a 27 °C, 37 °Cy 44 °C (n=3).

Pardmetro Qm (gaon/8Hap) K
Temperatura 27 °C 37°C 44 °C 27 °C 37°C 44 °C
Hap-5 0,0953 0,0992 0,0992 11,87 85,66 34,41
Hap-7 0,1304 0,1070 0,2482 167,05 18,33 515,86
Hap-9 0,0952 0,0780 0,1340 64,49 22,99 378,32
Hap-suc 0,0902 0,2180 0,1042 60,24 185,84 14,77
Hap-anhsuc 0,2401 0,1399 0,3339 208,29 14,79 462,89
Hap-amino 0,1174 0,0729 0,1677 9,53 15,59 10,25
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Los valores de Qm se graficaron como se muestra en la Figura 19 y no se identificd una
relacion lineal entre la temperatura y los valores de Qm, pero si una tendencia en todos los
materiales, excepto Hap-suc, donde los valores de Qm maximos se obtienen a 44 °C, los valores
medios a 27 °Cy a 37 °C los valores minimos. Ademas, excepto para Hap-suc y Hap-anhsuc, los
valores de Qm a 27 °C y 44 °C muestran una menor diferencia entre ellos, comparada con la
diferencia de los valores a 37 °C. Al considerar estas tendencias y las caracteristicas de los
materiales, no se identifica una tendencia clara de estos comportamientos, que se cumplan para
todos los materiales. Sin embargo se hallan algunas observaciones que sugieren el efecto de
algunos factores al comparar los resultados entre dos o mds materiales. Por ejemplo, para el
material Hap-5, que presentd los menores tamafios promedio de particula (58,77 nm), se identifico
una tendencia de presentar valores pequefios de Qm, mientras que Hap-anhsuc, uno de los
materiales con mayor tamafio de particula (458,7 nm), los valores de Qm de mayor magnitud. Esto

sugiere un efecto del area superficial del material sobre la adsorcién maxima del ADN.
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Figura 19. Grafico de los valores de Qm calculados, para cada material, a diferentes temperaturas.

Respecto a los materiales no funcionalizados, Hap-5 es el material cuyo Qm es menos
sensible al cambio de temperatura, dentro del rango de estudio, puesto que muestra valores con

menores diferencias que los obtenidos para todos los demds materiales. Ademas se identifica que
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a pesar de las similitud en contenido de carbonato, potencial  y heterogeneidad en la distribucién
de tamano de particula que presentan los materiales Hap-5 y Hap-7, estos no muestran valores o
tendencias similares, tanto en los valores de Qm como de K, lo cual sugiere la existencia de otros
factores, responsables por las diferencias en la adsorcién de ADN sobre los materiales. De manera
similar, al comparar los valores de Qm y K entre Hap-9 y Hap-anhsuc, no se observa una similitud
entre ellos, a pesar de que presentan valores muy similares de tamafio de particula y potencial ¢,
lo que sugiere que la funcionalizacidn superficial o la diferencia de contenido de carbonato (5,30 %

en Hap-9y 0,3% en Hap-anhsuc) pueden intervenir en las diferencias en el proceso de adsorcion.

Al comparar los valores de Qm y K entre Hap-7 y los materiales funcionalizados a partir de
este material, se identifica que la funcionalizacién con anhidrido succinico aumenta la capacidad de
adsorciéon maxima del material. Cabe destacar que esta tendencia no se observa en los valores de
K, por lo que se infiere que la afinidad entre el ADN y el material no sélo depende de la
funcionalizacién superficial. Cabe destacar que Hap-amino es el material con los menores valores
de constante de Langmuir, en todo el rango de temperatura estudiado, lo cual sugiere que esta

funcionalizacion disminuye la afinidad entre el material y el ADN, con respecto a Hap-7.

Para el calculo de la entalpia y entropia de adsorcién, se utilizaron los valores de K para
construir los graficos de Van’t Hoff, sin embargo, para ninguno de los materiales se observo la
tendencia lineal esperada en estos graficos. Un supuesto de estos calculos consiste en que los
valores de entalpia y entropia se mantienen aproximadamente constantes en el rango de
temperatura estudiado. Esto impidié el calculo de dichos parametros termodinamicos y por ende,
la confirmacién de la naturaleza endotérmica del proceso de adsorcion con el AH.g, asi como la
posible correlacién entre la entropia del proceso de adsorcion y factores como la composicién,
funcionalizacidn superficial y la deshidratacidn de la superficie del material, durante el proceso de
adsorcién. Esta es una de las desventajas del uso de las isotermas de Langmuir para determinar los
valores de entalpia y entropia de adsorcidn. Resultaria mdas apropiado hacer esta medicion con el
uso de métodos calorimétricos como la valoracidn calorimétrica isotérmica (ITC, por sus siglas en

ingles), la cual permite la cuantificacidn directa y mas reproducible, de las entalpias de adsorcion.

El comportamiento observado puede estar relacionado con los factores mencionados
anteriormente para el ajuste al modelo de Langmuir, tales como la baja reproducibilidad del

método, la variabilidad del tamafo de particula del material, las posibles caracteristicas variables
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del ADN u otros factores que no se han determinado, que llevan al posible incumplimiento de los
supuestos del modelo de Langmuir y por ende, la posibilidad de que AHags, no sea constante dentro
del rango de temperatura estudiado. A pesar de ello, con los datos de K se calcularon las energias
libres de Gibbs de adsorcidn, para las diferentes condiciones y materiales, y los valores obtenidos

se resumen en el Cuadro XII.

Cuadro XllI. Valores de energia libre de Gibbs de adsorciéon para cada material, a las diferentes

temperaturas estudiadas.

Parametro AGags (kJ/mol)

Temperatura 27 °C 37 °C 44 °C
Hap-5 -2,68 -4,98 -4,05
Hap-7 -5,55 -3,26 -7,15
Hap-9 -4,52 -3,51 -6,80
Hap-suc -4,44 -8,43 -3,08
Hap-anhsuc -5,79 -3,02 -7,03
Hap-amino -2,44 -3,08 -2,67

En coincidencia con los valores reportados en la literatura, todos los resultados muestran
valores de AG negativos (Chen et al., 2007), lo cual indica la estabilidad y la viabilidad del proceso
de adsorcion entre el ADN y los diferentes materiales. Sin embargo, la magnitud del AG es menor a
la reportada por Chen et al. (valor promedio de 32 kJ/mol), lo cual puede estar relacionado con las
diferencias del ADN, de los materiales y de las condiciones del ensayo. De hecho, en este trabajo se
utilizaron suspensiones en PBS (buffer de fosfatos) a una concentracién mayor de NaCl (0,03 mol/L
y 0,12 mol/L) y a una temperatura de 25 °C. No se identifica una variacion lineal de este valor al
aumentar la temperatura, sin embargo, a 37 °C se observan los valores extremos (maximos o
minimos) para cada material, en todas las hidroxiapatitas. Ademads, se observa que la
funcionalizacion con dihidrégenofosfato de 2-aminoetilo, tiende a disminuir la viabilidad de la
adsorcién ente el material y el ADN, ya que practicamente, presenta los mayores valores dentro del

rango de temperatura de estudio.



46

Eficiencia de las hidroxiapatitas como vector de transfeccién celular

Se realizaron ensayos de transfeccion celular para comparar la eficiencia de Hap-7 y los
materiales funcionalizados, con un kit comercial basado es la co-precipitacidon de Cas(POa4). y ADN.
Ademas de las caracteristicas fisicoquimicas de las hidroxipatitas estudiadas y los fosfatos del kit
comercial, la comparacién incluye un factor importante respecto a al transporte del ADN, ya que
en los materiales de estudio el plasmido (pADN) que codifica para la proteina verde fluorescente
(GFP), se encuentra adsorbido sobre la superficie del material, mientras que en el kit comercial en
pADN queda incluido dentro del material particulado, es decir, coprecipita con el material y no
solamente se encuentra en su superficie. Para estos ensayos se utilizé el linaje celular HEK 293t, ya
gue es un linaje muy estudiado y caracterizado y es un modelo en los estudios de transfeccion
debido a la facilidad con que pueden integrar ADN fordneo y expresar proteinas recombinantes
(Thomas et al., 2005).

Cabe destacar que, como parte del Trabajo Final de Graduacion del estudiante Daniel
Chacodn titulado como “Caracterizacion de una coleccién de nanoparticulas de Hidroxiapatita con
diferentes propiedades estructurales como vehiculos de transfeccién y marcadores de procesos
endociticos en diferentes linajes celulares” y dirigido por el Dr. Alfonso Garcia Pifieres, se desarrollé
y optimizd el protocolo de transfeccidn utilizado en esta investigacidon y ademas, se determiné que
el desempeiio de Hap-9 en el linaje celular HEK 293t fue satisfactorio, ya que permitié obtener
niveles de transfeccién similares a los obtenidos con el mismo kit comercial que se utilizé en esta
investigacion. Adicionalmente, en el trabajo de graduacidn mencionado se identificé que la
eficiencia de transfeccién en los linajes Raw 264.7 y Hela, fueron menores que los obtenidos con
HEK 293t.

De esta manera, tomando como base el protocolo de transfecciéon desarrollado y los
resultados obtenidos en esta investigacion previa, se realizaron los ensayos de transfeccion para
los materiales funcionalizados y Hap-7, con el fin de determinar la eficiencia de Hap-7 como vector
de transfeccién e identificar si la funcionalizaciéon superficial influye en el rendimiento de
transfeccion. En los analisis realizados con citometria de flujo, se obtuvieron dispersogramas como
los mostrados en la Figura 20, en los cuales se muestra la distribucion de la poblacién celular, en
funcion de la difraccion frontal (FSC-H) y lateral (SSC-H). En estos se destaca en color rojo el “gate”,
que corresponde a la delimitacién de la poblacién de células que permite excluir los fragmentos
celulares y células muertas. Este gate se establecié con el control negativo de cada una de las
réplicas, preparado bajo las mismas condiciones de todos los ensayos pero sin adicionar ningln
material. Es importante indicar que el tratamiento con los diferentes materiales no alteré la

apariencia de este dispersograma, lo cual permite descartar que las diferencias observadas en
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porcentaje de transfeccidon se deba a la selecciéon de la poblacién celular (Figura 20).
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Figura 20. Dispersogramas del analisis por citometria de flujo del control positivo y
negativo, de la transfeccidn celular con plasmido codificante para GFP. (Resultados representativos

de las cuatro réplicas realizadas).

Una vez delimitada la poblacién celular, se analizaron los histogramas de fluorescencia
para la proteina verde fluorescente (GFP), en los cuales se relaciona la intensidad de la fluorescencia
(eje x) y la cantidad de células que emiten esta fluorescencia (eje y). En la Figura 21 se muestran
histogramas representativos de los cuatro ensayos realizados. Al comparar los histogramas del
control negativo y los controles positivos (ensayos donde se adiciond PEl o el kit comercial de
fosfato de calcio), se evidencia la transfeccion celular con estos vectores, ya que el maximo de
fluorescencia cambia su posicién, y se observan eventos o células con mayores valores de
fluorescencia, que no se observan en el control negativo. Este mismo efecto de transfeccién no
uniforme se observa en los histogramas de los ensayos con los materiales de estudio, sin embargo,

se determina un menor numero de células con grandes intensidades de fluorescencia.
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Para cuantificar el rendimiento de la transfeccién de pADN con los diferentes materiales,
se determind el porcentaje de células que emiten fluorescencia, dentro del gate previamente
establecido en los dispersogramas y se se decidid aceptar un valor de posibles falsos positivos de
2%, al definir un el dmbito de cuantificacidon (regidon M1) en el histograma del control negativo. La
Figura 22 resume los resutados obtenidos en las cuatro réplicas realizadas y se observa que Hap-7
y todos los materiales funcionalizados muestran valores de fluorescencia mayores que el control
negativo, lo cual sugiere que si hubo transfeccién del cultivo celular con los materiales estudiados,

puesto que existen células que emiten fluorescencia, bajo el supuesto de que expresaron GFP.

La observacion de un incremento en la fluorescencia luego de la transfeccién utilizando los
diferentes materiales sugieren que si existe una interacion entre el pADN y la superficie,
funcionalizada o sin funcionalizar, de los materiales, a pesar de la existencia de diversos iones y
otros solutos como aminodcidos y carbohidratos, presentes en el medio del cultivo celular, que
podrian haber afectado las interacciones electrostdticas entre el material y el pADN, o bien,
promover la formacién de agregados. Cabe destacar que previo a los analisis de transfecciéon
celular, se realizaron ensayos de transfeccion donde se determind que en ausencia de los vectores
utilizados como controles positivos o de los materiales estudiados no hay una expresién de GFP en

las células y que los materilaes en el medio de cultivo, no muestran fluorescencia.

Los ensayos con el kit comercial de co-precipitacion con fosfato de calcio muestran los
valores maximos de transfeccién celular, comparados con el valor maximo obtenido con PEl y los
materiales de estudio, mientras que los valores minimos, entre todos los ensayos, se obtuvieron
con PEl y Hap-amino. Al comparar la distribucion de los datos para cada material, se determina que
Hap-7 y las hidroxiapatitas funcionalizadas presentan una menor dispersion de los datos, lo cual
puede sugerir una mayor reproducibilidad al utilizar estos materiales, en comparacién con el uso
del kit comercial y PEI, mientras que Hap-amino presenta la mayor dispersidn de datos. Sin
embargo, tanto con PEl como con el kit comercial se obtienen células con una expresidon

extremadamente alta de GFP, lo cual no se observa con las nanoparticulas.
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Figura 22. Rendimiento de la transfeccion celular en un cultivo de células HEK 293t, con los

materiales funcionalizados y Hap-7, como vector de transfeccion de GFP (n=4).

Los valores promedio del porcentaje de transfeccion mostrados en el Cuadro XllI,
evidencian que con Hap-7 y los materiales funcionalizados se obtienen resultados similares en los
ensayos de transfeccidn realizados, por lo cual, no se tiene evidencia de un efecto significativo de
la funcionalizacion en la eficiencia del material como vector de transfeccion. Sin embargo, se
observa que la transfeccidon con Hap-amino presenta un menor rendimiento. Dentro de los factores
gue podrian generar esta disminucidn, se considera la posible interaccion del grupo amino con
otros elementos del medio que reducen la disponibilidad de sitios de interaccion con el ADN o que
alteran la interaccién con este, asi como, aspectos relacionados con los mecanismos de

internalizacién del material, formacidn de agregados o solubilidad del material.

Como se menciond anteriormente, con el kit de co-precipitacidon con fosfato de calcio se
obtuvieron valores maximos de transfeccidn mayores que con los materiales estudiados, sin
embargo, los valores promedio de la transfeccién entre ellos no son muy distintos, de tal forma que
podria no existir una desventaja en el uso de vectores de transfeccién donde el ADN se encuentra
adsorbido superficialmente, frente a los que incluyen el ADN dentro de su estructura, formando

parte del cristal precipitado, como el caso del kit comercial utilizado. De esta forma, los materiales
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estudiados muestran un potencial y viabilidad en su uso como vectores de transfeccién celular, sin
embargo se requiere una mejor caracterizacidon del material y su interaccidon con los sistemas de
internalizacién celular u otros mecanismos que no se incluyen en este trabajo, los cuales pueden
brindar informacion de interés, para la sintesis de materiales con caracteristicas optimizadas, para

su uso como vectores de transfeccién génica.

Cuadro XIlll. Rendimiento de transfeccién del plasmido codificante para GFP en el linaje celular HEK
293t, utilizando co-precipitacion alcalina con fosfatos, polietilenimina (PEI) y nanoparticulas de

hidroxiapatita.

Material Rendimiento (% transfeccion)*
Fosfatos 19+9
PEI 17+£9
Hap-7 13+7
Hap-suc 15+4
Hap-anhsuc 13+7
Hap-amino 9+8

*Valores promedio * desviacién estandar (n=4)

De manera adicional, se realizaron ensayos con el microscopio de fluorescencia, para
complementar los resultados obtenidos a través de citometria de flujo. Como se observa en las
micrografias representativas de la Figura 23, los altos rendimientos observados en citometria de
flujo para los controles positivos y el control negativo, son consistentes con lo observado en sus
micrografias, donde se observa un gran nimero de células de color verde con los controles positivos,
la ausencia de células que expresan fluorescencia, en el control negativo. Por el contrario, a través
de estos ensayos no fue posible observan con facilidad células que emitieran una fluorescencia

capaz de ser identificada con el microscopio.
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Figura 23. Comparacion de la transfeccién celular con plasmido codificante para GFP,

mediante polietilenimina (PEIl), co-precipitacién alcalina con fosfatos y nanoparticulas de
hidroxiapatita. La linea A y C corresponden a las imagenes de epifluorescencia que muestran los
nucleos en azul (DAPI)

GFP (n=4).

De acuerdo con los resultados observados en los histogramas de fluorescencia del estudio
con citometria de flujo, las células transfectadas con Hap-7 y los matriales funcionalizados muestran
una fluorescencia de baja intensidad, o al menos, menores que las observadas en los controles
positivos. Por ende, existe la posibilidad de que las células transfectadas muestren una intensidad
de fluorescencia no detectada a través del microscopio utilizado. Sin embargo, si fue posible

observar algunas células que expresaron la fluorescencia verde, excepto en Hap-amino. Cabe
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destacar que previo a estos ensayos, se realizaron pruebas bajo las mismas condiciones de
transfeccion, sin adicionar el pADN vy se evidencié que Hap-7 y los materiales funcionalizados no

presentaron fluorescencia por si mismos.
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Capitulo IV: Conclusiones

A través de la investigacion realizada se determind que las hidroxiapatitas sintetizadas a
diferentes valores de pH no se consideran materiales citotéxicos ni inmunogénicos, y que las
funcionalizaciones superficiales, realizadas en Hap-7, no alteran estas caracteristicas del
material.

Todos los materiales preparados en una suspension con NaCl (0,01 mol/L) presentan valores
negativos de potencial { menores a los reportados en PBS, con magnitudes similares entre ellos,
de manera que no se identifica una relacidn directa entre el potencial { y las diferencias del
contenido de carbonato en el material, ni de su funcionalizacidn superficial.

Los resultados de tamafio de particula sugieren la formacién de agregados del material, en una
suspensién con NaCl (0,01 mol/L), y las observaciones de las suspensiones en el microscopio
confirman la heterogeneidad en el tamafio de las particulas y descartan la formaciéon de
agregados de gran tamafio.

En el proceso de adsorcién entre las hidroxiapatitas estudiadas y ADN de tamafio entre 300 pb
y 3000 pb, todos los materiales mostraron una tendencia al ajuste del modelo de adsorcion de
Langmuir, sin embargo, muestran diferencias en la exactitud con la que se ajustan a dicho
modelo.

Los valores de capacidad maxima de adsorcion de los materiales no presentan una relacion
lineal, respecto a la temperatura.

El material Hap-5 es el menos sensible a los cambios de temperatura y la hererogeneidad del
tamanfio de particula y de ADN, en el proceso de adsorcidn estudiado, ya que muestra valores de
Qm muy similares, a las diferentes condiciones probadas.

El material Hap-anhsuc es el que mejor se ajusté al modelo de Langmuir, y mostré mayores
valores de capacidad maxima de adsorcion.

La funcionalizacién realizada en Hap-amino no favorece el rendimiento de transfeccion génica,
en comparacion con el material a partir de cudl fue sintetizada, y las demas funcionalizaciones.
Todos los materiales, excepto Hap-amino muestran valores de transfeccion promedio muy
similares a los de PEl y un kit comercial de transfeccidén génica, obteniendo resultados con una

mejor reproducibilidad que estos.
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- Los materiales estudiados muestran un potencial y viabilidad en su uso como vectores de
transfeccion celular, sin embargo se requiere una mejor caracterizaciéon del material y su
interaccion con los sistemas de internalizacién celular u otros mecanismos que no se incluyen
en este trabajo, los cuales pueden brindar informacién de interés, para la sintesis de materiales

con caracteristicas optimizadas, para su uso como vectores de transfeccién génica.
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Apéndices

Apéndice 1. Espectro infrarrojo del material Hap-suc.
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Apéndice 2. Espectro infrarrojo del material Hap-amino.

©
8
v
324521

% Transmittance
@
R
i

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)




66

Apéndice 3. Micrografias del cultivo celular RAW 264.7, incubados con las nanoparticulas
de hidroxiapatita, a una concentracién de 0,05 mg/mL y 0,20 mg/mL. (Aumento 10X. La escala en

el margen inferior derecho corresponde a 200 pum).

Material Concentracién: 0,05 mg/mL Concentracién: 0,20 mg/mL
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Apéndice 8. Electroforesis del ADN fragmentado, en gel de agarosa. La linea “A”
corresponde al marcador de peso molecular y la linea “B” al ADN fragmentado. Los asteriscos (*)

determinan el inicio y final de la banda.
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