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RESUMEN

El desarrollo de sistemas de liberacion de acidos nucleicos en las células
dianas con fines terapéuticos enfrenta retos importantes para evadir las
barreras extracelulares e intracelulares y lograr una elevada eficacia en la
transfeccién. Un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares que
median este complejo proceso es ineludible. En la presente revision se ofrece
una visién general sobre diferentes sistemas o métodos no-virales de libera-
cién de acidos nucleicos y las estrategias desarrolladas en ellos para superar
las diferentes barreras. El compartimiento endosomal constituye una de las
principales barreras a vencer por estos sistemas y por ello se analizan algu-
nas de las hipdtesis del accionar de diferentes elementos incluidos en sus
formulaciones para sortear esta barrera.

Palabras clave: ARN, ADN, lipoplexes, poliplexes, escape endosomal, nano-
particulas, péptidos penetradores de células

ABSTRACT

The development of nucleic acid release systems to target cells for therapeu-
tic purposes faces important challenges in the efforts to overcome extracellu-
lar and intracellular barriers and achieve greater efficiency in transfection. A
better knowledge of the molecular mechanisms that mediate this complex
process is inescapable. In this review we provide an overview of several sys-
tems or methods for non-viral nucleic acid release and the strategies develo-
ped in them to overcome the different barriers. The endosomal compartment
is considered one of the crucial bottlenecks to be overcome by these systems.
We analyze some of the hypotheses which describe how different elements
that are included in these systems mediate the endosomal escape.

Keywords: RNA, DNA, lipoplexes, poliplexes, endosomal leakage, nanopar-
ticles, cell penetrating peptides
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Listado de abreviaturas: ANs, acidos nucleicos; ADN, acido desoxirribonucleico; ARN, acidos ribonucleicos;
siRNA, del inglés small interfering ribonucleic acid; DEAE, dietilamino éter; DOTMA, N-[1-(2,3-Dioleiloxi)

propil]N,N,N-trimetilamonio; DOTAP, 1,2-Dioleoiloxi-3-trimetilamonio-propano;

DC-colesterol,  3B-[N-

(N’,N’-Dimetilaminoetano)-carbamoil] colesterol; DOPE, fosfatidiletalonamina; PEI, polietilenimina; PLGA,
acido poli-(lactico-co-glucélico); PLL, poli-L-lisina; LLO, listeriolisina O; CPPs, del inglés cell-penetrating
peptides; PEG, polietilen glicol; ATPasa, adenosintrifosfatasa; HA2, subunidad de la hemaglutinina del virus
influenza; PFPs, proteinas formadoras de poros; CPN, complejos del poro nuclear; NLS, del inglés Nuclear

Localization Signal

INTRODUCCION

Las estrategias mediante las cuales se logra la trans-
ferencia de genes dentro de la célula se han converti-
do en herramientas experimentales invaluables para el
estudio de la funcién y regulacion de la expresion de
los genes. También han permitido el desarrollo de la
inmunizacién basada en acidos nucleicos (ANs), la ge-
neracion de modelos de enfermedades y finalmente,
la exploracién de posibles aplicaciones terapéuticas en
enfermedades adquiridas o hereditarias (Al-Dosari y
Gao, 2009, Liang y Lam, 2012).

El interés en la introduccion de material genético en
la célula con una finalidad terapéutica incrementd
después del descubrimiento de que los acidos ribonu-
cleicos (ARNs) de doble cadena (ARNdc) producian una
degradacion selectiva de los ARNs mensajeros comple-
mentarios. Este proceso ocurre mediante el mecanis-
mo denominado interferencia de ARN (ARNi) el cual se
ha descrito en Caenorhabditis elegans y en células de
mamiferos (Fire et al., 1998, Elbashir et al., 2001).
Ademas, el componente activo de este proceso, deno-
minado ARN pequefio de interferencia (siRNA, del
inglés small interfering RNA), puede ser quimicamente
sintetizado o expresado a partir de plasmidos lo que lo
hacia realmente atractivo como principio activo de
una posible terapia.

El empleo de ANs como agente terapéutico sin la
modificacion de sus propiedades farmacocinéticas
resulta virtualmente imposible. Estas moléculas no
pueden atravesar eficientemente la membrana cito-
plasmatica debido a su gran tamafio y a su naturaleza
hidrofilica y, ademas, es susceptible al ataque enzima-
tico de las nucleasas (Al-Dosari y Gao, 2009).

Diferentes métodos de liberacion de ANs al interior
celular han sido descrito los cuales se encuentran divi-
didos en dos grandes grupos: métodos de liberacidn
de ANs virales y no-virales (Cevher et al., 2012). Los
métodos no-virales emplean compuestos naturales o
sintéticos tales como policationes, lipidos catidnicos

(Al-Dosari y Gao, 2009), o fuerzas fisicas: sonopora-
cion, electroporacién, magnetofeccion, entre otras
(Sugar y Neumann, 1984, Yoon et al., 2008). Los vira-
les utilizan virus modificados cuyo disefio impide su
replicacion y posibilita la liberacion y expresiéon de
genes de interés (Cevher et al., 2012). El uso de siste-
mas de liberacion no-virales presentan ventajas sobre
los sistemas virales por cuanto los materiales que se
emplean en su disefio son menos téxicos y poco in-
munogénicos y desde el punto de vista practico su
produccion es sencilla y tiene la potencialidad de que
se puede administrar de forma repetida (Al-Dosari y
Gao, 2009).

El mayor obstaculo que tienen los sistemas no-
virales para su uso clinico, particularmente aquellos
basados en métodos quimicos, es la baja eficiencia en
la transfeccion y se requiere una optimizacién en fun-
cién de las distintas barreras extracelulares e intrace-
lulares (Cevher et al., 2012). La presente revisidn se
centra en la descripcidon de aproximaciones no virales
de liberacién de genes con potencialidades terapéuti-
cas debido a la mayor flexibilidad en el disefio de es-
tos sistemas. Se analizan las estrategias empleadas
para sortear las barreras extracelulares e intracelula-
res con el fin de incorporar el material genético de
manera eficiente.

DESARROLLO

Sistemas de liberacion de acidos nucleicos. Obstacu-
los a sortear

Para lograr introducir eficientemente material genético
es necesario rebasar varios obstaculos impuestos por las
barreras fisicas y quimicas celulares. En general, los estu-
dios en los cuales se han empleado ANs desnudos han
evidenciado una baja eficiencia en la transfeccién in vitro
e in vivo independientemente de la célula diana y el tipo
de tejido. Esta condicidn esta determinada por diferentes
razones (Al-Dosari y Gao, 2009):
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i) Las moléculas de ANs desnudos son facilmente
degradadas por nucleasas presentes tanto fuera
como dentro de las células.

ii) El ANs no compactado tiene una estructura alta-
mente hidrofilica alargada la cual es estéricamente
inadecuada para ser internalizada por las células
dianas por la ruta endocitica.

iii) La membrana citoplasmatica de las células eucario-
tas, las cuales poseen carga negativa, repele elec-
trostaticamente el ANs, lo que imposibilita que se
alcance sobre la superficie celular la concentracion
fisica necesaria para inducir su internalizacion.

Para evitar las situaciones descritas es necesario
incluir en el sistema otros componentes con la finali-
dad de proteger los ANs contra la degradacién, redu-
cir o neutralizar totalmente la carga negativa y trans-
formar estéricamente la estructura de los ANs en una
forma mas adecuada para ser endocitada. En la actua-
lidad, se emplean varias estrategias basadas en siste-
mas virales y no virales para la introduccion de mate-
rial genético exdgeno en las células in vitro e in vivo.

Las estrategias de transferencias de genes emplean-
do sistemas virales: retrovirus (Miller et al., 1993),
adenovirus (Muzyczka, 1992), virus asociados a ade-
novirus (Carter, 2005), virus herpes (Fink y Mata,
2008), lentivirus (Naldini et al., 1996), y virus Epstein-
Barr (Harada et al., 2000) muestran las mas altas
eficiencias de transfeccién in vivo e in vitro. Por el
contrario, los sistemas no-virales basados en polica-
tiones y particulas lipidicas catidnicas (Guy-Caffey et
al., 1995) tienen una reducida capacidad para introdu-
cir genes en la célula, especialmente en presencia de
suero y otras proteinas, lo que limita su uso in vivo (Al
-Dosari y Gao, 2009). No obstante, los sistemas de
liberacién no virales han ganado notoriedad dada la
seguridad que ofrecen y a causa de la potencial des-
ventaja que tienen los sistemas de liberacion virales
de promover reacciones inmunoldgicas adversas.
Ademas, como los virus pueden integrar el material
genético dentro del genoma de la célula hospedera,
se incrementa significativamente la probabilidad de
producir mutagénesis por insercién pudiendo condu-
cir a la interrupcién de la expresion correcta de genes
vitales para la célula asi como a un crecimiento tumo-
ral en la misma, entre otros efectos deletéreos
(Al-Dosari y Gao, 2009). lgualmente, la produccion
industrial de sistemas virales de liberacidon resulta
muy costosa lo que la hace inaccesible para un nime-
ro de paises.

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

La mayoria de los sistemas no-virales de liberacion
de ANs operan sobre tres niveles generales: la forma-
cién del complejo y condensacion de los ANs, la endo-
citosis y la direccionalizacién/entrada nuclear.

Las moléculas de 4acido desoxirribonucleico (ADN)
pueden ser previamente condensadas con reactivos de
transfeccién cationicos. La formacion de estos comple-
jos provoca la neutralizacién de las cargas o su inver-
sion lo que facilita la interaccion electrostatica comple-
jo/membrana y su internalizacidn, usualmente a través
de la via endocitica (Rezvani Amin et al., 2013).
Esta ruta determina la posterior liberacion del ADN, su
trafico y el tiempo de vida media en la célula (Luo y
Saltzman, 2000).

Durante la endocitosis ocurren los eventos de la
union, internalizacion, formacién de los endosomas,
fusion con lisosomas y degradacion del contenido en-
dosomal. El ambiente 4cido en el endosoma vy las enzi-
mas lisosomales provocan la degradacion del ADN y de
las moléculas asociadas. Sin embargo, los ANs en estos
complejos resultan protegidos de la accién de las nu-
cleasas (Felgner, 1990). Los compuestos catidnicos
empleados en algunos casos pueden también mediar
el escape endosomal, aumentando la eficiencia en la
transfeccidn y la expresidn transgénica (Schillinger et
al., 2005, Adil et al., 2014). EIl ADN que ha evadido
tanto al procesamiento endocitico y la accién de las
nucleasas citoplasmaticas, debe disociarse de los com-
plejos condensados ya sea antes o después de entrar
al nicleo. La entrada al nucleo puede ser a través de
los poros nucleares o durante la division celular (Luo y
Saltzman, 2000).

La baja eficiencia en la liberaciéon del ADN que po-
seen los sistemas no-virales es producto del proceso
de multiples etapas que deben afrontar para transpor-
tar el material genético hasta el interior celular. Como
consecuencia de la presencia de barreras en este pro-
ceso, el numero de moléculas de ADN se reduce a
cada paso en el trayecto hacia el nucleo. Por lo que
resulta necesario identificar y vencer dichas barreras
con la finalidad de lograr una alta eficiencia en la
transfeccion.

Las investigaciones actuales estan enfocadas en re-
solver el mayor problema de los sistemas no-virales:
el ineficiente escape del acido nucleico de los compar-
timientos endosomales (Selby et al., 2017, Pei y Buya-
nova, 2019).
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Sistemas no-virales basados en métodos fisicos
Magnetofeccion

La magnetofeccidn se basa en la asociacion de los
ANs con nanoparticulas magnéticas recubiertas con
polielectrolitos catidnicos (polimeros y lipidos cationi-
cos), que posibilitan el escape de estas particulas de
los compartimientos endosomales. La totalidad de los
complejos aplicados son concentrados rapidamente
sobre las células in vitro, en un periodo de 5 a 30 min,
debido a la accién de un campo magnético externo, lo
gue garantiza que el 100% de las células entran en
contacto con una dosis significativa del vector
(Schillinger et al., 2005). La acumulacién de los
complejos en la superficie celular, desencadenan los
procesos naturales de endocitosis y pinocitosis por
induccidon mecanica que permiten su internalizacién.
La arquitectura y estructura de la membrana perma-
necen intacta a diferencia de otros métodos de trans-
feccion fisicos que dafan la membrana celular
(Schillinger et al., 2005, Fouriki et al., 2010). La mag-
netofeccién ha probado ser un método de transfec-
cién eficiente in vitro e in vivo. Este método puede ser
empleado en la transfeccion de plasmidos, siRNA vy
oligonucledtidos antisentido (Prosen et al., 2013).
Mejores resultados en la transfeccion se han logrado
cuando se emplea un campo magnético oscilante por-
gue promueve una internalizacion mas eficiente de las
biomoléculas por las células dianas (Fouriki et al.,
2010)

Electroporacion

La electroporacién es el método mediante el cual el
ADN es introducido en el citosol celular a través de los
poros originados en la membrana por la accion de la
fuerza eléctrica derivada del campo eléctrico impuesto
(Tomizawa et al., 2013). La transfeccion por electropo-
racion es aplicada con una alta eficiencia en la trans-
feccion de células eucariotas in vitro, especialmente
en los casos en las que las células son dificiles de trans-
fectar debido, por ejemplo, a una baja frecuencia de
division (Baum et al., 1994).

La aplicacién de este método ha alcanzado resulta-
dos prometedores en relacidn con la eficacia de la
transfeccién in vivo (Aihara y Miyazaki, 1998) y los
pocos efectos colaterales sistémicos (Ayuni et al.,
2010). No obstante el método de electroporacion tie-
ne varias limitaciones que deben ser optimizados co-
mo son el dafio de las células y tejidos dianas debido a

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

los pulsos eléctricos aplicados, el corto alcance de la
transferencia de genes y la necesidad de procedimien-
tos quirdrgicos en su aplicacién (Tomizawa et al.,
2013).

Sonoporacion

La sonoporacién se refiere a la induccion de peque-
flos poros en la membrana mediante ultrasonido para
la transferencia de ANs (Tomizawa et al., 2013). El
crecimiento y colapso de las burbujas, generadas por
las irradiaciones ultrasdnicas, genera pequefios poros
transitorios en la membrana haciéndola permeable, lo
gue incrementa la eficiencia en la insercién de genes y
drogas directamente al citosol celular. La sonopora-
cién se ha aplicado in vitro e in vivo, no obstante, la
eficiencia de la transferencia de genes es baja in vivo
(Tomizawa et al., 2013). Las dosis de plasmidos reque-
ridas con sonoporacién para un ratén son de 38-50
ug, por lo que el escalado de tales dosis para tratar
humanos dificulta la aplicacién de esta técnica en la
clinica (Panje et al., 2012). Ademas, los tejidos bajo las
ondas ultrasénicas son dafados ya que estas inducen
cambios de la membrana de las mitocondrias y del
reticulo endoplasmatico, que conducen a procesos
apoptoticos (Miller y Dou, 2009).

Biolistica

El arma de liberacidon de genes, también denomina-
do transferencia balistica de ADN o bombardeo con
particulas recubiertas con ADN, fue usada por primera
vez en 1987 para la transferencia de genes en plantas
(Klein et al., 1987). Este método se basa en impactar
las células con particulas compuestas de metales pe-
sados como el oro, el tungsteno o la plata recubiertos
de ADN vy la liberacion de esta macromolécula en el
interior celular. Estas particulas son aceleradas por un
gas inerte altamente presurizado, cominmente helio.
La presion del gas, el tamafio de particula y la fre-
cuencia de la dosis son factores criticos que determi-
nan la eficiencia en la penetracién de los tejidos, el
grado del dafio tisular y, fundamentalmente, los nive-
les de transfeccion de los genes (Uchida et al., 2002).
La transferencia balistica de genes se ha empleado
ampliamente en la inmunizacion genética intramuscu-
lar, intradérmica e intratumoral. Se ha demostrado en
animales modelos y en tratamientos clinicos en hu-
manos que el empleo de este método, aun usando
bajas dosis de ADN, produce una mayor respuesta
inmunoldgica que cuando se inyecta ADN desnudo (Al
-Dosari y Gao, 2009).
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Sistemas no-virales basados en compuestos quimicos

Estos sistemas se basan en la formacion de comple-
jos entre los ANs y compuestos quimicos catidnicos.
Los métodos quimicos pueden clasificarse de manera
general atendiendo a los reactivos que se emplean en
la formacién de dichos complejos, por ejemplo, los
basados en (dietilamino)eter(DEAE)-dextrano, fosfato
de calcio, lipidos artificiales, proteinas, dendrimeros y
otros.

Los complejos generados con los compuestos catidni-
cos pueden ser eficientemente internalizados por las
células debido a la interaccién electrostatica entre las
particulas ADN/policatién, cargada positivamente, y la
membrana citoplasmatica, cargada negativamente
(Ballarin-Gonzalez y Howard, 2012). Los complejos
ADN/policatién son estables frente a la accién de las
nucleasas, dependiendo de su grado de compactacion,
el cual estara determinado por la relaciéon de cargas
empleada. Por ejemplo, en el caso de las poliaminas,
mientras mayor es la relaciéon N/P (R(N/P), N: nimero
de atomos de nitrégeno potencialmente protonados
de la sustancia policatidnica, P: nUmero de atomos de
fosforo en la muestra de ADN), mayor serd el grado de
compactacion de los complejos y como consecuencia
mayor la estabilidad frente a nucleasas (Dunlap et al.,
1997, Gebhart y Kabanov, 2001). No obstante, es nece-
sario lograr una R(N/P) que se corresponda con un
grado de compactacién adecuado que mantenga la
proteccién contra la accidn de las nucleasas, pero que
no dificulte la expresion de los genes en la célula diana.

Los primeros sistemas quimicos para la liberacién de
ADN fueron informados en la década del 1950, em-
pleando altas concentraciones de sales y proteinas
catidnicas para incrementar la entrada de ANs en la
célula (Felgner, 1990). A partir de la década de 1960 se
introdujeron estrategias basadas en el empleo de
DEAE-dextrano y fosfato de calcio (Luo y Saltzman,
2000), las cuales han sido muy efectivas y simples en
su proceder, y por eso aun contindan siendo amplia-
mente utilizadas en los laboratorios para estudios in
vitro. No obstante, se caracterizan por su alta citotoxi-
cidad y la dificultad para aplicarlos in vivo. Los resulta-
dos con el fosfato de calcio son muy variables debido
al disimil tamafio de los complejos fosfato de calcio/
ADN (Luo y Saltzman, 2000).

Desde la década de 1970 otros compuestos quimicos
han sido empleados para incrementar la internaliza-
cion del ADN por las células. Los mas notables han sido
los sistemas de liberacidon basados en lipidos sintéti-
cos, polimeros catidnicos y péptidos o proteinas (Luo y
Saltzman, 2000).

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

Empleo de lipidos cationicos

En la actualidad hay cientos de lipidos catidnicos que
estan siendo desarrollados y probados para la transfe-
rencia de genes (Al-Dosari y Gao, 2009). Ellos compar-
ten caracteristicas estructurales comunes: una cabeza
hidrofilica cargada positivamente y una cola hidrofébi-
ca que se encuentran unidos a través de diferentes
enlazadores (por ejemplo, glicerol). Los grupos de ca-
beza hidrofilica usuales son aminas primarias, secunda-
rias y terciarias y sales de amonio cuaternarias. No
obstante han sido desarrolladas otras cabezas polares
derivadas de los grupos guanidino, imidazol, piridina,
fésforo y arsénico (Al-Dosari y Gao, 2009).

La presencia de estas cabezas cargadas positivamente
permite la interaccion de los lipidos con las moléculas
de ADN, generando complejos que son denominados
frecuentemente “lipoplexes”. Las colas hidrofébicas
pueden estar constituidas por dos tipos de estructuras:
cadenas alifaticas o el colesterol u otros tipos de ani-
llos esteroideos. La mayoria de los enlaces entre la
region hidrofilica e hidrofdbica son éteres, ésteres,
carbamatos o enlaces amidas que pueden afectar el
grado de biodegradabilidad del lipido (Al-Dosari y Gao,
2009). Algunos de los lipidos catidnicos usados en
transfeccién son el cloruro de N-[1-(2,3-Dioleiloxi)
propil]N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), 1,2-Dioleoiloxi-
3-trimetilamonio-propano  (DOTAP),  3B-[N-(N’,N’-
Dimetilaminoetano)-carbamoil] colesterol (DC-
colesterol), entre otros (Al-Dosari y Gao, 2009).

La transferencia de genes mediada por liposomas
catidnicos representa uno de los métodos de libera-
cién de genes in vitro mas comunmente utilizado vy
extensivamente investigado. La eficiencia en la trans-
feccion depende de la estructura del lipido catidnico
(su forma geomeétrica, la naturaleza del ancla lipidica y
el nimero de grupos cargados por moléculas), la razén
de carga usada para formar el lipoplex y las propieda-
des de los lipidos acompafiantes (Wasungu y Hoekstra,
2006).

Empleo de polimeros y péptidos cationicos

Polimeros con diferentes propiedades se han utiliza-
do como componentes de los sistemas de transferen-
cia de genes. Los polimeros catiénicos han devenido
como unos de los componentes esenciales en dichos
sistemas ya que, al ser mezclados con ADN, forman
complejos de escala nanométrica denominados
“poliplexes” los cuales, de manera general, son mas
estables que los lipoplexes (Al-Dosari y Gao, 2009).
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Los clasicos y mas prometedores vectores policatid-
nicos incluyen a la polietilenimina (PEI) (Gebhart y Ka-
banov, 2001), al acido poli-(lactico-co-glucdlico) (PLGA)
(Blum y Saltzman, 2008) y la poli-L-lisina (PLL) (Al-
Dosari y Gao, 2009). El peso molecular de estas molé-
culas catidnicas oscila entre 5 y 50 KDa y en cuanto a
su estructura puede ser ramificadas y lineales. Los poli-
meros cationicos ramificados condensan el ADN mas
eficientemente que los lineales, pero son menos po-
tentes transfectando células eucariotas (Dunlap et al.,
1997, Mannisto et al., 2002). Estas macromoléculas
catidnicas ramificadas han mostrado también ser mas
toxicas que las lineales (Al-Dosari y Gao, 2009), aspec-
to que ha sido determinante para su aplicacidn in vivo.

Péptidos catidnicos o proteinas quiméricas han sido
disefiados para unificar en ellos diversos motivos es-
tructurales que le permitan interactuar con las molé-
culas de ADN, reconocer especificamente un tipo celu-
lar o tejido, lisar los endosomas y favorecer la translo-
cacion hacia al nucleo del material genético. Los pépti-
dos comunmente empleados para la transfeccidn se
han denominado péptidos penetradores de células
(CPPs, del inglés cell-penetrating peptides) y fueron
desarrollados a partir de proteinas que son capaces de
penetrar la membrana plasmatica (Heitz et al., 2009).
Los CPPs son generalmente péptidos menores de 30
aminodacidos, derivados de proteinas naturales o re-
combinantes y pueden ser subdivididos en dos clases
fundamentales, la primera son aquellos que requieren
la unidn quimica con el vector y la segunda involucra la
formacién de complejos estables no covalentes (Heitz
et al., 2009).

Estos péptidos pueden ser policatidnicos o exhibir un
cardcter anfipatico con agrupaciones de aminoacidos
catidénicos en su secuencia primaria. Los péptidos mas
estudiados han sido TAT (YGRKKRRQRRR), la penetrati-
na (RQIKIYFQNRRMKWKK), octaarginina (Arg8) vy el
transportan (GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL) (Kang
et al., 2019). El transportan es un péptido quimérico
derivado del fragmento N-terminal del neuropéptido
galanina unido al mastoparan, un péptido del veneno
de avispa. Esta construccién y sus andlogos han mos-
trado su eficacia in vivo (Lehto et al., 2011).

Un ejemplo de proteina quimera conteniendo un
péptido catidnico fue publicado por Kim et al. en el
2015. Estos autores demostraron que la incorporacion
a los complejos protamina/ADN de pequefias cantida-
des de una proteina de fusidn, que contenia a la prota-
mina como dominio de unién al ADN vy a la listeriolisina
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O (LLO) como mediador del escape endosomal, mejo-
ra significativamente la eficiencia en la liberacién de
los genes (Kim et al., 2015).

En general, los complejos de polimeros o péptidos
cationicos/ADN pueden exhibir comportamientos y
caracteristicas diferentes (variaciéon en los rasgos es-
tructurales, la citotoxicidad, la internalizacion y la
liberacién del ADN), al modificar el tamanio, la estruc-
tura y la relaciéon molecular del ADN vy el vector poli-
cationico, y finalmente, por las modificaciones quimi-
cay estructurales adicionales (Hsu y Uludag, 2008).

Impedimentos extracelulares e intracelulares para la
transfeccion: Alternativas para vencerlos

El arribo a la membrana citoplasmadtica de la célula
diana

Tanto los lipoplexes como los poliplexes, al ser ad-
ministrados de forma sistémica, experimentan agre-
gacion debido a la interaccion con proteinas del suero
o componentes celulares cargados negativamente,
fundamentalmente eritrocitos y plaquetas. Estos
agregados son capturados y acumulados por las célu-
las del sistema reticulo endotelial en el higado vy el
pulmén. Otras modificaciones quimicas han sido in-
troducidas a estos complejos con la finalidad de me-
jorar su biodistribucién al ser administrados de forma
sistémica.

Entre las alternativas utilizadas se encuentra la mo-
dificacién del vector catidnico con un polimero inerte
hidrofilico, por ejemplo el polietilen glicol (PEG).
Sin embargo, esta modificacion voluminosa tiende a
evitar la interaccion efectiva que debe producirse
entre la membrana celular y las nanoparticulas afec-
tandose la transfeccion (El-Sayed et al., 2009).

Diversas estrategias se han usado para condicionar
la proteccién ofrecida por el PEG. En los lipoplexes se
han empleado acidos grasos de cadena corta como
anclas lipidicas para el PEG. Esto permite que las mo-
léculas de PEG difundan con el tiempo generando
zonas desprotegidas en la nanoparticula que pueden
interactuar con la membrana (Al-Dosari y Gao, 2009).
La introducciéon de enlaces quimicos sensibles al pH o
reducibles en el ambiente endosomal ha posibilitado
la separacion de las moléculas de PEG de las nanopar-
ticulas en el interior de este compartimiento subcelu-
lar (Al-Dosari y Gao, 2009).

En el caso de los poliplexes se han empleado tam-
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bién el polimero plurédnico de tres bloques o el dex-
trano para reducir las interacciones inespecificas (Al-
Dosari y Gao, 2009). Los poliplexes recubiertos con
polimeros biodegradables anidnicos tales como la
albumina o el sulfato de dextrano constituyen otra
idea interesante para disminuir la citotoxicidad y la
union inespecifica a los tejidos (Al-Dosari y Gao,
2009). Otra importante modificacion introducida a
estos sistemas de liberacion de ADN es la unién de
elementos direccionalizadores en su superficie. Es
posible la direccionalizacién de ADN y siRNA de ma-
nera exitosa a células tumorales usando vectores
cationicos recubierto con anticuerpos monoclonales
(Xu et al., 2002), fragmentos de anticuerpos mono-
clonales (Messerschmidt et al., 2008, Rothdiener et
al., 2010), ligandos como la transferrina (Maruyama,
2011), el péptido ciclico RGD (Arg-Gly-Asp) de unién
a integrinas (Kibria et al., 2011) o el folato (Shmeeda
et al., 2006)

La encapsulacion de los poliplexes en diferentes
sistemas tales como nanoparticulas biodegradables
sélidas, hidrogeles basados en polimeros y liposomas
neutros o aniodnicos ha potenciado la eficiencia de la
transfeccion o reducido la citotoxicidad de los poli-
plexes (Al-Dosari y Gao, 2009). Sobre estos sistemas
de encapsulacion se han adicionado las modificacio-
nes quimicas descritas anteriormente para prolongar
el tiempo de vida media en circulacién y direccionali-
zar las nanoparticulas.

La barrera impuesta por la membrana citoplasmdtica

Los complejos generados a las relaciones R(N/P) em-
pleadas cominmente en los experimentos de transfec-
cion, tienen una carga neta positiva (Bieber et al., 2002).
La internalizacidon es mediada por la interaccidn electros-
tatica entre las particulas ADN/vector catidnico y la
membrana citoplasmatica, lo que induce los procesos
endociticos (Ballarin-Gonzalez y Howard, 2012). Existen
evidencias de que la internalizacién de los poliplexes
generados con PEl también puede ocurrir a través de la
endocitosis mediada por el receptor syndecan-1, un
proteoglicano de sulfato de heparano asociado a las
membranas celulares que juega un papel importante en
varios aspectos de la fisiologia celular (ur Rehman et al.,
2013). Es importante destacar que el mecanismo endoci-
tico por el cual son internalizados los complejos es fuer-
temente dependiente de la célula y que la via de entrada
determina el destino intracelular del complejo (Remy-
Kristensen et al., 2001).

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

Los CPPs pueden mediar el movimiento de los vec-
tores no-virales a través de la membrana hacia el
citosol. Aunque aun resulta dificil establecer un es-
qguema general para el mecanismo de insercion de
los CPPs, hay un consenso en que el primer contacto
entre las CPPs y la superficie celular ocurre a través
de interacciones electrostaticas con los proteoglica-
nos (como los glucosaminoglucanos y los sindeca-
nos) y que la via de internalizacidn celular depende-
ra de varios factores tales como: (i) la naturaleza y
tipo de estructura secundaria de los CPPs; (ii) su ha-
bilidad para interactuar con la superficie celular y los
componentes lipidicos de la membrana; (iii) la natu-
raleza, tipo y concentracidn activa del cargamento al
que se encuentra asociado; (iv) el tipo de célula y la
composicion de la membrana (Heitz et al., 2009). El
escape endosomal continta siendo la mayor limita-
cién de los sistemas de liberacién que emplean estos
péptidos. Solo unos pocos CPPs son capaces de me-
diar el escape hacia el citosol de los sistemas no-
virales, debido a sus propiedades desestabilizadoras
de los compartimientos endocitico o como conse-
cuencia de la integridad reducida de las vesiculas
formadas en la macropinocitosis (Nakase et al.,
2007, Heitz et al., 2009).

Escape endosomal de los vectores no-virales

Después de que los sistemas de liberaciéon no-
virales entran a la célula via endocitosis, son inicial-
mente atrapados en los endosomas tempranos don-
de el pH disminuye desde un pH neutro a un pH de 6
(Liang y Lam, 2012). Los endosomas tempranos pue-
den fusionarse con otros endosomas en los cuales el
contenido internalizado puede ser reciclado de re-
greso a la membrana citoplasmatica y transportado
fuera de la célula por exocitosis (Liang y Lam, 2012).
Mas frecuentemente, los sistemas de liberacidon se
localizan los endosomas tardios los cuales se acidifi-
can muy rapidamente a un pH entre 5y 6 por la ac-
cidn de una adenosintrifosfatasa (ATPasa) que actla
como una bomba de protones. Los endosomas tar-
dios pueden fusionarse con los lisosomas los cuales
contienen enzimas degradativas y se produce, ade-
mas, otra reduccidn del pH hasta aproximadamente
4,5 (Liang y Lam, 2012). Los ANs que son liberados
en estas vesiculas acidas seran degradados (Pack et
al., 2005), limitando la eficiencia de liberacion de
estas moléculas al citosol (Whitehead et al., 2009).
Un vector ideal debe asegurar que su contenido sea
liberado en una etapa temprana de estos comparti-
mentos acidificados con el fin de prevenir la destruc-
cidn de las moléculas de los ANs.
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La hipétesis de la esponja de protones (efecto tampo-
nante del pH)

La internalizacion de las particulas PEI/ADN hacia los
endosomas en las células ocurren entre 10-20 min
(Vermeulen et al., 2018). Sin embargo, se ha demos-
trado que la liberacion al citosol constituye la etapa
limitante en el mecanismo de transfecciéon con los
complejos PEI/ADN (Bieber et al., 2002).

En relacién a los polimeros catiénicos se ha postula-
do la “hipodtesis de la esponja de protones”, a partir de
resultados obtenidos con PElI o dendrimeros de poli-
amidoaminas como transportador del ADN (Neuberg y
Kichler, 2014). El rango efectivo de amortiguamiento
del pH de un tampon dependerd de su constante de
equilibrio del acido o base (pKa o pKb respectivamen-
te). El efecto amortiguador del tampdn serd mayor
cuando su valor de PKa este préximo al pH del medio.

Vesicula
endosomal/lisosomal

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

A diferencia del PLL cuyas aminas primarias a pH fisio-
légico estan protonadas (el pKa de la cadena lateral de la
lisina es 10,58 (Nelson y Cox, 2012)), PEI posee la capaci-
dad de tamponar el pH acido endosomal debido a que
contiene aminas secundarias y/o terciarias con un pKa
cercano al pH endosomal/lisosomal (Liang y Lam, 2012).
Durante la maduracién de los endosomas, una ATPasa
localizada en la membrana endosomal actia como bom-
ba de protones translocandolos desde el citosol hacia el
interior endosomal (Neuberg y Kichler, 2014). La presen-
cia de los poliplexes previene la acidificacion del endoso-
ma como consecuencia de su protonacion (Fig. 1). Ello
induce un continuo bombeo de protones hacia el endo-
soma, acompaiiado por la entrada pasiva de iones Cl-, lo
gue incrementa la concentracion de iones y consecuen-
temente ocurre un influjo de agua por la fuerza osmoti-
ca originada. Eventualmente, la presion osmética causa
el hinchamiento y ruptura de los endosomas liberando
su contenido al citosol (Wojnilowicz et al., 2019).

Figura 1. Mecanismo basado en la esponja de protones (efecto tamponante del
pH). (A) Los poliplexes entran en la célula via endocitosis quedando atrapados en
los endosomas. (B) Las ATPasas unidas a la membrana endosomal que actian como
bombas de protones, translocan activamente protones hacia los endosomas. Los
polimeros en su interior se protonan tamponando consecuentemente el pH endo-
somal. Como resultado, continuamente seran bombeados mas protones hacia el
interior de los endosomas para su acidificacién. La accidn de las bombas de proto-
nes es seguida por la entrada pasiva de iones cloruros, CI', incrementando la con-
centracion ionica y por tanto el influjo de agua. La unién de los complejos a la mo-
nocapa interna de la membrana endosomal puede alterar su permeabilidad. Se
produce entonces un efecto de “aliviadero” que puede dificultar la generacion de la
presién osmética necesaria para producir el estallido endosomal. (C) La alta presidn
osmoética causa la ruptura transiente de los endosomas, y la consiguiente liberacién
de sus contenidos al citosol.

\—

Complejo pallcatidnr’.ﬁ}\
Polication libre

lon Cloruro (CI')

lon Hidronia (H*)

Flujo de agua {H;0)

Flujo de clorura (CI) /

Figure 1. Mechanism based on proton sponge (pH buffering effect). (A) The polyplexes enter the cell via endocytosis, being
trapped in the endosomes. (B) ATPases bound to the endosomal membrane that act as proton pumps, actively translocate
protons to the endosomes. The polymers inside are protonated, thereby buffering the endosomal pH. As a result, more pro-
tons will be continuously pumped into the endosomes for acidification. The action of the proton pumps is followed by the pas-
sive entry of chloride ions, Cl-, increasing the ionic concentration and therefore the influx of water. The binding of the com-
plexes to the internal monolayer of the endosomal membrane alters its permeability. There is a "spillway" effect that can
hinder the generation of the osmotic pressure necessary to produce the endosomal burst. (C) The high osmotic pressure caus-
es the transient rupture of the endosomes and the consequent release of their contents to the cytosol.
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Es importante destacar que la ruptura solo se produ-
ce en un numero reducido de las vesiculas endosoma-
les formadas al ser internalizados los complejos PEI/
ADN (Bus et al., 2018), y solo en una reducida fraccidn
de las células que los endocitan (Adil et al., 2014).
Segun Adil et al., (2014) (Adil et al., 2014), la ocurren-
cia del fendmeno de la esponja de protones cuando se
emplea la PEIl ramificada, depende de la via de interna-
lizacion de las nanoparticulas y del tipo de célula. La
reclusion y degradacion de los complejos en los lisoso-
mas de las células dianas limita enormemente la efi-
ciencia en la liberacidén de los genes y conduce a una
significativa reduccion del nimero de células que ex-
presan el gen liberado. Ademas, la unién de los com-
plejos basados en PEl a la membrana del endosoma
altera su permeabilidad permitiendo el escape de mo-
léculas de pequefio tamafio, por ejemplo la calceina
(Vermeulen et al., 2018). La salida de compuestos os-
moticamente activos de la vesicula produce un efecto
de “aliviadero”, es decir, disipa la presion osmética en
el interior del endosoma, lo que atenta contra la rup-
tura transiente o estallido endosomal que pudiera
inducir este policatidon. Por este motivo, se promueve
la busqueda de otros componentes que potencien el
escape endosomal.

Mecanismo de flip-flop

Los lipidos y los liposomas, ya sean anidnicos, catio-
nicos, neutros o sensibles al pH, representan otra cate-
goria de transportadores no-virales que han sido
extensamente investigados para la liberacion de ANs
en el interior de las células de los mamiferos.

La via de internalizacidon de estos vectores continta
siendo controversial, aunque hay cierto consenso en
que la via principal es la endocitosis.

Zabner et al., (1995) (Zabner et al., 1995) estudiaron
mediante microscopia electréonica de transmision el
destino intracelular de los lipoplexes endocitados. Es-
tos autores observaron que después de la captura ce-
lular, los lipoplexes eran liberados a compartimientos
vesiculares perinucleares los cuales se fusionan con
endosomas tempranos y confirmaron que la disocia-
cién de los ANs de los lipoplexes y su escape de los
endosomas eran barreras cruciales para la transfec-
cidén exitosa.

En el estudio del mecanismo de escape endosomal
del ADN mediado por los liposomas catidnicos, Zelpha-
ti et al., (1996) (Zelphati y Szoka, 1996b, 1996a) identi-
ficaron las biomoléculas responsables de la disociacidn

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

de los ANs de los lipoplexes y su liberacion al citosol.
Estos investigadores encontraron que liposomas anio-
nicos con una composicidon que mimetiza la monocapa
interna de la membrana citoplasmatica, eran capaces
de inducir una rdpida liberacién de los ANs de los lipo-
plexes. Sobre la base de este resultado, estos autores
propusieron el mecanismo “flip-flop” para explicar
como los ANs son liberados de los lipoplexes y escapan
de los endosomas (Fig.2). La interaccidn electrostatica
entre los lipoplexes y los lipidos cargados negativa-
mente de la membrana endosomal favorece que estos
lipidos difundan lateralmente y se concentren forman-
do un par idnico neutro con los lipidos catidnicos de
los lipoplexes con la ocurrencia de eventos de fusién
entre membranas. Como resultado, los ANs son des-
plazados de los lipoplexes permitiendo su salida hacia
el citosol. (Xu y Szoka, 1996, Zelphati y Szoka, 1996b).

Los lipidos neutros han sido empleados como facili-
tadores de la transfeccidon en combinacién con los lipo-
somas cationicos. La inclusion de fosfatidiletalonamina
(DOPE) en lipoplexes puede incrementar significativa-
mente su actividad transfectante (Falsini y Ristori,
2016). Zuhorn et al., (2005) hipotetizaron que la for-
macion de la fase hexagonal invertida inducida por
DOPE en los lipoplexes tiene un papel esencial en la
disociacién de los ANs y en la eficiente desestabiliza-
cién de le membrana endosomal.

Mecanismos de fusion o desestabilizacion de la mem-
brana endosomal

Resultados obtenidos por diferentes grupos han de-
mostrado que una variedad de CPPs entran a la célula
por la via endosomal (Kang et al., 2019). Dichas investi-
gaciones han también demostrado que los CPPs una
vez internalizados por la célula, poseen actividad
endosomolitica. La mayoria de estos péptidos desesta-
bilizadores de membranas mimetizan secuencias
fusogénicas de las proteinas de fusién de virus. No
obstante, el desafio siempre ha sido la generacién de
péptidos con la capacidad de romper el endosoma sin
qgue afecten la membrana citoplasmatica o las mem-
branas de los organelos. Una de las proteinas emplea-
das como molde para el disefio de estos péptidos es la
subunidad HA2 de la hemaglutinina del virus influenza
la cual en el N-terminal contiene un péptido de fusion
anfifilico y anidnico (Huang et al., 2015). HA2 se inclu-
y6é como componente endosomolitico en poliplexes
que contenian transferrina/PLL/ADN obteniendo un
considerable aumento en la eficiencia de liberacién
(Wagner et al., 1992).

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 6 « N.°2 « SEPTIEMBRE — DICIEMBRE® 2018 * pp. 1-16



SISTEMAS NO-VIRALES DE LIBERACION DE ACIDOS NUCLEICOS

10

FELIPE A. ESCALONA RODRIGUEZ ET AL.

> Lipidos aniénicos
>0 Lipidos zwiteridnicos
>¢ Lipidos catiénicos

AR Acidos nucleicos

¢ xx%-

Figura 2. Mecanismo de flip-flop. (A) Los lipoplexes son endocitados quedando atrapados en el interior de endosomas
tempranos. (B) Se produce una interaccidn electrostatica entre los lipoplexes catidnicos y los lipidos anidnicos de la mem-
brana endosomal. Estos lipidos difunden lateralmente y forman un par iénico neutro con los lipidos catidnicos de los lipo-
plexes. (C) Los ANs son desplazados de los lipoplexes, facilitdindose la liberacién de los ANs al citosol. Tomado de Liang y

Lam (2012).

Figure 2. Flip-flop mechanism. (A) Lipoplexes are endocytosed being trapped inside early endosomes. (B) An electrostatic
interaction occurs between the cationic lipoplexes and the anionic lipids of the endosomal membrane. These lipids diffuse
laterally and form a neutral ion pair with the cationic lipids of the lipoplexes. (C) The ANs are displaced from the lipoplexes,
facilitating the release of the ANs to the cytosol. Taken from Liang and Lam (2012).

Debido a que la estructura en hélice-a de HA2 pare-
ce jugar un papel importante en la desestabilizacion
de la membrana endosomal (Oehlke et al., 1998), se
desarrollaron una serie de péptidos anfipaticos sensi-
bles al pH con este motivo estructural. GALA es un
péptido sintético de 30 aminodacidos disefiado para
interactuar con bicapas lipidicas a pH acido. Este con-
tiene una histidina y un residuo triptéfano, asi como
varias repeticiones de la secuencia acido glutamico-
alanina-leucina-alanina (EALA, pero que comunmente
se le denomina GALA). Este péptido sufre un cambio
conformacional pasando de una estructura al azar a
una de hélice-a cuando el pH se reduce de 7 a 5
(Loughran Stephen et al.,, 2015), favoreciéndose su
interaccién con membrana y la desestabilizacion de
esta estructura. El efecto desestabilizador de la mem-
brana por este péptido sensible al pH en un ambiente
acido ofrece la posibilidad de incrementar la libera-

ciéon de los ANs desde el compartimiento endosomal.
Luo et al. demostraron que la introduccién de GALA
en polyplexes de ARNm potencia significativamente
la liberacidon a citosol del ANs en células dendriticas
posibilitando la maduracion de estas células y el in-
cremento de la respuesta de las células T (Lou et al.,
2019).

Debido a la carga negativa de GALA, este no puede
unirse directamente a los ANs a través de interaccio-
nes electrostdticas y solo constituye un componente
funcional adicional en los poliplexes y lipoplexes.
A fin de obtener un sistema de liberacién mas eficaz
se han desarrollado nuevos péptidos con capacidad
de unirse directamente a los ANs y que conserven la
habilidad de desestabilizar las membranas lipidicas.
Mediante la sustitucion parcial del 4cido glutamico
de GALA por la lisina (KALA) (Liang y Lam, 2012) se
mostré que, a diferencia de GALA, este péptido era

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 6 « N.°2 « SEPTIEMBRE — DICIEMBRE® 2018 * pp. 1-16



SISTEMAS NO-VIRALES DE LIBERACION DE ACIDOS NUCLEICOS

11

capaz de unirse al ADN, de desestabilizar la membrana
endosomal y de potenciar el trafico hacia el nicleo del
material genético (Wyman et al., 1997).

Otros péptidos con estructuras en hélices-a y con la
capacidad de favorecer el escape de los endosomas
son: la serie de péptidos Hel (Niidome et al., 1999), INF
(Plank et al., 1994), HGP (Kwon et al., 2008), JTS-1
(Gottschalk et al., 1996), EB1 (Orellana et al., 2018),
ppTG1 (Lundberg et al., 2007) y CADY (Bohmova et al.,
2018, McClorey y Banerjee, 2018). También se ha em-
pleado la oligomerizacién de CPPs como otra estrate-
gia para mediar la liberacion endosomal. Mediante la
adicién de un residuo de cisteina en el C-terminal de la
penetratina y sus andlogos se logré incrementar la
capacidad de transfeccion en las células HEK293T (Pei
y Buyanova, 2019).

Liberacion mediada por proteinas o péptidos formado-
res de poros (PFPs)

El uso de proteinas o péptidos formadores de poros
es otro mecanismo empleado para mediar el escape
de los ANs al citosol celular. El péptido melitina (Chen
et al., 2006, Baumhover et al., Schellinger et al., 2013)
y la proteina LLO (Kim et al., 2015, Mann y Kullberg,
2016) se han incorporado en los sistemas de liberacion
no-virales para incrementar significativamente la efi-
ciencia de la transfeccién in vitro.

La melitina es un péptido de 26 aminoacidos aislado
del veneno de la abeja Apis mellifera con actividad
citolitica. Este péptido tiene un cardcter anfipatico en
el cual su extremo amino es predominantemente hi-
drofébico mientras su extremo carboxilo es hidrofilico
(Schellinger et al., 2013). La melitina es relativamente
soluble en agua y adopta una conformacion en hélice-
a cuando entra en contacto con las membranas. Este
péptido y sus derivados han sido unidos covalente-
mente a los poliplexes (Schellinger et al., 2013) o se
han introducido residuos lisinas y cisteinas en sus
extremos para generar polimeros bésicos y reducibles,
capaces de unirse directamente al ADN (Chen et al.,
2006).

Esta Ultima estrategia permitié aunar en una sola
macromolécula la capacidad compactadora de los poli-
meros catidnicos; la habilidad controlada por el am-
biente reductor endosomal de descompactar el ADN;
asi como la capacidad, también controlada por el
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ambiente reductor, de liberar el ADN hacia el citosol
celular debido a la actividad formadora de poros de la
melitina derivatizada en estado monomérico (Chen et
al., 2006).

Estos resultados también demostraron la posibilidad
de emplear péptidos con actividad formadora de po-
ros para la transferencia de genes cuando se enmasca-
ra temporalmente su actividad litica.

LLO es otra PFPs que media el escape del patégeno
intracelular Listeria monocytogenes desde el endoso-
ma hacia el citosol (Radoshevich y Cossart, 2017). Esta
proteina se ha empleado ampliamente en la liberacién
de antigenos hacia el citosol de las células presentado-
ras de antigenos con el objetivo de promover la inmu-
nidad mediada por célula (Mandal, 2017). Ademas,
también se ha empleado en la liberaciéon de drogas o
de proteinas tdxicas para la erradicacién de tumores
(Provoda et al., 2003). Mas recientemente, LLO fue
fusionada con la protamina, un polipéptido basico de
22 aminodcidos, para generar una proteina quimérica
con la capacidad de compactar al ADN, mediada por la
protamina, y de facilitar el escape endosomal del ADN
mediante la accién de la LLO sobre la membrana endo-
somal (Kim et al., 2015). La inclusidn de pequefias can-
tidades de esta proteina quimérica en los complejos
de protamina/ADN resulté en un incremento significa-
tivo de la transfeccién in vitro.

Brote y colapso de vesiculas

Recientemente, se ha propuesto el mecanismo de
brote y colapso de vesiculas (Fig. 3) para explicar el
escape endosomal de los CPPs y las cargas bioldgicas
asociadas a los mismos (Qian et al., 2016, Pei y Buya-
nova, 2019). Este mecanismo fue estudiado emplean-
do liposomas gigantes y recientemente, en células.
Este grupo de investigadores propuso que la unién de
los CPPs a la monocapa interna de la membrana endo-
somal induce curvaturas y el brote de dominios lipidi-
cos enriquecidos en CPPs en forma de pequeias
vesiculas.

Estas vesiculas se desintegran en forma de agrega-
dos de péptido/lipidos justo antes de desprenderse de
las membranas endosomal o poco después de hacerlo,
resultando en la liberacién del contenido vesicular en
el citosol.
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Figura 3. Mecanismo de brote y colapso de vesiculas. Los péptidos penetradores de células se unen a la membrana en-
dosomal provocando que la misma se curve hacia fuera generando brotes de pequefias vesiculas. Estas vesiculas se desin-

tegran en forma de agregados de péptido/lipido.

Figure 3. Mechanism of bud and collapse of vesicles. The cell penetrating peptides bind to the endosomal membrane,
causing it to bend outwards, generating outbreaks of small vesicles. These vesicles disintegrate in the form of peptide / lipid

aggregates.

Un importante aspecto de este mecanismo es que el
endosoma permanece intacto durante los eventos de
brote y colapso. Pueden ocurrir varios eventos de bro-
te y colapso en el mismo endosoma, secuencialmente
o simultaneamente, hasta que el contenido de CPPs
endosomal sea insuficiente (Qian et al., 2016, Pei y
Buyanova, 2019). El brote y colapso de vesiculas expli-
ca cdmo es posible que los CPPs liberen al citosol car-
gas bildgicas asociadas a ellas en su estado nativo o
plegado, ya que dichas cargas no deben cruzar fisica-
mente la membrana endosomal. Si bien es cierto que
este mecanismo solo ha sido probado para los CPPs,
puede ser posible que otros compuestos tales como
las PFPs transiten por el mismo para la liberacién de
biomoléculas al citosol celular

Incorporacion del material genético al nucleo celular

La envoltura nuclear representa una importante
barrera para la entrada de ADN exdgeno. Esta envoltu-
ra de doble membrana estd interrumpida por los com-
plejos del poro nuclear (CPN) los cuales regulan el
transporte a través de la envoltura nuclear. Los poros
generados por los CPN tienen un didmetro de aproxi-
madamente 9 nm y permiten la difusion libre de iones
y moléculas de tamafio pequefio y medio (=40 nm)

tales como proteinas de 40-60 kDa o ANs de hasta 300
pb, pero restringe la libre difusion de macromoléculas
de gran tamafio (Kim et al., 2018). Para células en
estado de reposo, la internalizacidn nuclear de protei-
nas de gran talla es un proceso de transporte activo
mediado por proteinas importinas que reconocen
especificamente la secuencia del péptido sefial de
localizacidn nuclear (NLS, del inglés nuclear localizati-
on signal) en estas proteinas de gran talla. Los comple-
jos proteinas-NLS/importina se acoplan al CPN para
permitir la entrada al ntcleo (Soniat y Chook, 2015).

La entrada al nucleo celular del material genético se
logra indirectamente por el reconocimiento de las
secuencias NLS de los factores de transcripcion que se
asocian a las moléculas del ADN en el citosol (Al-Dosari
y Gao, 2009). Para aprovechar el efecto de este meca-
nismo natural en la transfeccion celular, se han conju-
gado NLS sintéticos a los vectores no-virales mediante
diferentes estrategias, lograndose un incremento en la
expresion de los genes incorporados (El-Sayed et al.,
2009). Para las células en constante division, la
mayoria de las moléculas de ADN entran al ntcleo
a través del proceso de desintegracion y reorgani-
zacidon de la envoltura nuclear durante la mitosis
(El-Sayed et al., 2009).
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Conclusiones

En la Ultima década se han hecho avances significati-
vos en la generacion de sistemas de liberacion con el
objetivo de desafiar las barreras extracelulares e intra-
celulares a la incorporacién de material genético al
interior celular. No obstante, a pesar de que rapida-
mente se crean nuevos sistemas de liberacion de
genes, nuestro conocimiento de los mecanismos mo-
leculares involucrados en los diferentes procesos que
median la liberacién es aun ineficiente. Esto resulta
mas evidente cuando los prometedores resultados in
vitro no se traducen en elevadas eficiencias de libera-
ciodn in vivo. Por tanto, es necesario un conocimiento
mas completo sobre cdmo estos sistemas interactuan
con las células y su entorno para disefarlos de manera
tal que sean mas eficientes en un escenario mucho
mas complejo como el que deben enfrentar in vivo.

En los ultimos afios la barrera endosomal ha consti-
tuido el foco de atencidn en el desarrollo de vehiculos
mas eficientes. Existen numerosas hipotesis sobre
como los diferentes elementos activos empleados
para sortear esta barrera ejercen su accion. Aunque se
tiene una compresion mas clara sobre estos mecanis-
mos aun quedan muchas interrogantes. ¢Qué caracte-
risticas fisicas y quimicas tales como la carga, la forma
o el tamafio, son necesarias para promover el escape
endosomal? ¢éla via de internalizaciéon tiene algun
efecto sobre el escape endosomal? ¢Cual mecanismo
de liberacion endosomal resulta mas eficiente para la
liberacién de ANs? Es importante destacar que el reto
consiste en buscar o desarrollar componentes que
puedan ejercer su accién sobre la membrana endoso-
mal sin que se vean afectadas las otras membranas
celulares.

Los vectores no-virales son sistemas prometedores
para la liberacion de ANs. Por la facilidad y bajo costo
en su elaboracidn, su baja toxicidad y la posibilidad de
su escalado, resultan sistemas muy ventajosos con
respecto a los de liberacion viral. No obstante, queda
un largo camino a transitar para que finalmente lle-
guen estas prometedoras variantes al campo de la
clinica. La proxima generacion de tratamientos de
enfermedades con la terapia génica dependera de
sistemas de liberacién que rebasen eficientemente
cada una de las barreras extracelulares e intracelula-
res. Este cambio en la forma de tratar las enfermeda-
des estard indisolublemente ligado a una mayor
compresién de como dichos sistemas interactian con
las células y su entorno.
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