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Resumen

El uso de lineas celulares de mamiferos como modelos in vitro ha revolucionado la investigacion
cientifica debido a sus diversas aplicaciones, ya que son ampliamente utilizadas en la produccién de
proteinas recombinantes y anticuerpos, estudios de funciéon y regulacién génica, produccion de
vacunas, entre otros. Sin embargo, muchas de estas aplicaciones requieren que las lineas celulares a
utilizar sean modificadas genéticamente, normalmente mediante el empleo de diferentes técnicas de
transfeccion celular. Ahora bien, la eficacia, toxicidad y reproducibilidad, asi como también la limitada
capacidad de transporte de ADN, siguen siendo aspectos criticos que generan una creciente
demanda en tecnologias de transfeccién més avanzadas. En los ultimos afios se ha visto que, debido
a sus numerosas ventajas, las nanoparticulas se presentan como potenciales vehiculos para la
transfeccion de lineas celulares.

En este trabajo se propuso desarrollar nanovehiculos a base de oro y silica, y comparar su potencial
como herramientas de transfeccion en células de mamiferos frente a métodos tradicionales. Para ello
se estudio la union entre el ADN y las nanoparticulas, asi como también el efecto citotoxico de estas
sobre las lineas celulares NM2C5-GFP y HEK-293. Adicionalmente, se realizaron ensayos de
transfeccion empleando nanoparticulas como vehiculo para el delivery del sistema CRISPR-Cas9 en
ambas lineas celulares, y se evalud la eficiencia de la mutaciéon generada en relacion con la obtenida
bajo el uso de lipofectamina como agente de transfeccion. Mientras que la linea celular NM2C5-GFP
no pudo ser modificada bajo ninguno de los métodos estudiados, si se logré generar una mutacién en
el gen CASP8AP2 de la linea celular HEK-293 mediante el uso de lipofectamina y un nanovehiculo a
base de silica a concentraciones de 62,5 ug/mL y 125 pg/mL.
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Abreviaciones

°C: grados Celsius

ADN: &cido desoxiribonucleico

APS: Persulfato de Amonio

ARN: &cido ribonucleico

sgARN: acido ribonucleico guia

ARNmM: acido ribonucleico mensajero

ATCC: American Type Culture Collection

AuNPs: nanoparticulas de oro

BSA: seroalbumina bovina (del inglés bovine serum albumin)
CASP8AP2: proteina 2 asociada a la caspasa 8 (del inglés caspase 8 associated protein 2)
cm: centimetro

CH;COOH: acido acético

CO,: diéxido de carbono

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO: dimetilsulféxido

E. coli: Escherichia coli

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGFP: proteina verde fluorescente mejorada (del inglés enhanced green fluorescent protein)
Fw: del inglés, forward

g: gramo

GFP: proteina verde fluorescente (del inglés green fluorescent protein)
HAuCl,.3H,0: hidrégeno tetracloroaurato trihidrato

HBS: buffer HEPES salino

HCI: acido clorhidrico

IP: ioduro de propidio

kb: kilobase

KCH;CO,: acetato de potasio

KO: knock-out



L: litro

LB: Luria Bertani

M: molar

min: minuto

mg: miligramo

mL: mililitros

mM: milimolar

MPM: marcador de peso molecular

MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio
My: peso molecular (de inglés molecular weight)
m/v: porcentaje masa/volumen
Na;CgHs0,.2H,0: citrato trisédico dihidrato
NaCl: cloruro de sodio

NaOH: hidréxido de sodio

ng: nanogramo

nm: nanémetro

OD: densidad 6ptica (del inglés optical density)
ON: durante la noche (del inglés overnight)

pb: pares de bases

PBS: buffer fosfato salino (del inglés phosphate saline buffer)

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction)

PEI: polietilenimina

pH: logaritmo negativo de la concentracion de hidrogeniones de una solucién

PNK T4: polinucledtido quinasa T4 (del inglés polynucleotide kinase)

Rv: reverso (del inglés, reverse)
rpm: revoluciones por minuto
s: segundo

SDS: dodecilsulfato sodico (del inglés sodium dodecyl! sulfate)

SEM: microscopia electronica de barrido (del inglés scanning electron microscopy)

SFB: suero fetal bovino



SiNPs: nanoparticulas de silica

SPR: resonancia de plasmon superficial (de inglés surface plasmon resonance)
TAE: tris-acetato-EDTA

Tamo: temperatura ambiente

TBE: tris-borato-EDTA

T.: Temperatura melting

TEM: microscopia electronica de transmision (del inglés transmission electron microscopy)
TMED: N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina

TMOS: tetrametilortosilicato

Tris: trisaminometano

Mg: microgramo

uL: microlitro

um: micrometro

UV: ultravioleta

V: Volts

Vis: visible

v/v: porcentaje volumen/volumen

Xg: aceleracion gravitatoria
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1. Introduccion

1.1. Uso de lineas celulares en investigaciéon

El término linea celular se utiliza para definir una poblacién celular ya sea animal o vegetal, que ha
sido modificada para mantenerse en cultivo durante un periodo de tiempo prolongado, conservando la
estabilidad de ciertos fenotipos y funciones. El uso de lineas celulares como modelos in vitro ha
revolucionado la investigacion cientifica, ya que proporcionan una poblacion homogénea, son
relativamente faciles de cultivar y se pueden subcultivar de forma continua para obtener un gran
numero de células en un corto periodo de tiempo, lo que permite obtener muestras consistentes y
resultados reproducibles. Es por estos motivos que son ampliamente utilizadas en la produccién de
vacunas, estudios del metabolismo y la citotoxicidad de diferentes farmacos, produccion de proteinas
recombinantes y anticuerpos, estudios de funcién y regulaciéon génica, y generacion de tejidos
artificiales, entre otros (1-3).

En los ultimos afios la demanda de biofarmacos ha ido en aumento. Esto ha despertado el interés de
las compafiias farmacéuticas y los investigadores en desarrollar sistemas de produccion de proteinas
recombinantes que sean inocuas, efectivas y rentables (4,5). Los sistemas de expresion basados en
células de mamiferos suelen ser los mas elegidos debido a su maquinaria celular, que les permiten
producir proteinas grandes y complejas con modificaciones postraduccionales. Ademas, presentan la
ventaja de que la mayoria de las proteinas pueden secretarse al medio de cultivo, evitando pasos de
lisis y posterior replegamiento, como es el caso de aquellas producidas en sistemas bacterianos (4,6).

Las lineas celulares muroideas CHO, BHK, NSO y SP2-0 son las mas utilizadas en la industria
biofarmacéutica debido a su eficacia y bioseguridad. Sin embargo, las proteinas recombinantes
sintetizadas en estos sistemas presentan diferencias en el patrén de glicosilacién con respecto a las
proteinas humanas, por lo que su uso en terapias puede resultar inmunogénico en humanos. Por este
motivo, los investigadores se centran cada vez mas en generar sistemas de produccion de proteinas
recombinantes basados en lineas celulares humanas. Dentro de estas, las mas utilizadas son
HEK-293, HT-1080, HuH-7, HKB-11, PER C6 y CAP (4,6).

1.2. Modificacién genética de lineas celulares por
transfeccion

La transfeccion celular se define como el proceso mediante el cual se introducen acidos nucleicos
foraneos tales como ADN o ARN en células eucariotas. Durante las ultimas décadas, la transfeccién
se ha consagrado como una poderosa herramienta analitica para el estudio de la funcion y la
regulacion de genes o productos génicos (7). Esto ha permitido comprender las vias moleculares de
muchas enfermedades y descubrir biomarcadores utiles para su diagnéstico, asi como también el
desarrollo de nuevos farmacos y terapias génicas alternativas (8).

Las transfecciones pueden clasificarse segun si son estables o transitorias. Una transfeccién estable
implica que el material genético introducido se integra al genoma de la célula huésped (o se mantiene
dentro de ella como un elemento extracromosémico), permitiendo una expresion a largo plazo. Para
lograrlo, suelen utilizarse genes marcadores de seleccién. Por el contrario, una transfeccion transitoria
s6lo permite expresar los genes transfectados durante un periodo de tiempo limitado, debido a que
estos no se integran al genoma de la célula huésped y se pierden por factores ambientales o por
division celular (7-9).
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1.3. Meétodos de transfeccion convencionales

Los métodos de transfeccién convencionales pueden clasificarse en fisicos, quimicos y bioldgicos.
Cada uno posee ventajas y desventajas, y su rendimiento depende del disefio experimental, por lo
que la eleccion del método dependera de la linea celular a estudiar, el objetivo de la transfeccion, el
material a introducir y la disponibilidad del equipamiento adecuado. Se considera que un método es
o6ptimo para una determinada linea celular cuando permite una alta eficiencia de transfeccion, al
mismo tiempo que genera una baja toxicidad y produce efectos minimos sobre la fisiologia normal de
las células. Ademas, debe ser reproducible y facil de aplicar (7,9,10).

Los métodos de transfeccion fisicos utilizan diversas herramientas fisicas para entregar los acidos
nucleicos a las células. Ejemplos de esto son la microinyeccion, biobalistica, transfeccion mediada por
laser (también conocida como fototransfeccioén) y electroporacion. Los métodos quimicos son los mas
utilizados en investigacion y se basan en emplear compuestos cargados positivamente para
encapsular a los acidos nucleicos que se encuentran cargados negativamente. Estos complejos son
atraidos hacia la membrana celular que también se encuentra cargada negativamente y la atraviesan
mediante mecanismos de endocitosis y fagocitosis. Estos métodos se basan en el uso de fosfato de
calcio, polimeros y lipidos catiénicos, entre otros (7,9).

Por ultimo, los métodos bioldgicos aprovechan los procesos celulares naturales, aunque a menudo se
mejora su eficiencia mediante técnicas de laboratorio. El método mas conocido para la transfeccion
de células de mamiferos es la transfeccion mediada por virus (mayormente conocida como
transduccion), y se basa en el uso de un vector viral que es capaz de infectar células y transportar el
ADN directamente a su nucleo. Los vectores virales mas utilizados son lentivirus, retrovirus,
adenovirus, virus adenoasociados y herpesvirus (7-9).

En la Tabla 1 presentada a continuacion, se detallan las principales caracteristicas de los métodos de
transfeccion convencionales mas utilizados.

Tabla 1. Métodos de transfeccion convencionales.

Método

Descripcion

Ventajas

Desventajas

Métodos Fisicos P

Microinyeccién

Biobalistica

Transfeccion
mediada por laser

Se inyecta el material
genético en el citoplasma
o el nucleo de las células

Los acidos nucleicos se
conjugan con particulas
de oro y luego son
disparados hacia las
células a alta velocidad

Mediante un pulso laser
se generan poros
transitorios en las
membranas celulares,
permitiendo asi incorporar
por diferencias osmoéticas
a los acidos nucleicos
presentes en el medio

El material es inyectado a
una dosis precisa y la
eficiencia es cercana al
100%

Permite transfecciones in
vivo e in vitro, ya que es
capaz de superar
barreras fisicas como la
epidermis

Ha demostrado ser mas
simple que otros métodos
fisicos, alcanzando una
efectividad comparable.
Ademas, permite
transfectar células
pequefias e individuales

Proceso laborioso. No es
posible inyectar mas de
100 - 200 células por
tratamiento

Equipamiento costoso.
Se generan dafos en los
tejidos circundantes al
transfectar células
pequefias

Equipamiento costoso

14



Método Descripcion

Ventajas

Desventajas

Electroporacién Se aplica un campo
eléctrico que permeabiliza
las membranas celulares
de forma temporal y
permite la entrada de los
acidos nucleicos

presentes en el medio

Métodos Quimicos **
Fosfato de calcio Se generan precipitados
entre el ADN vy el cloruro
de calcio dentro de un

buffer fosfato
Polimeros Se forman poliplejos entre
cationicos las moléculas de ADN y

los polimeros mediante
interacciones
electrostaticas

Lipidos cationicos  Se emplean liposomas
catiénicos que interactuan
electrostaticamente con
las moléculas de ADN y
presentan alta afinidad

por la membrana celular

Métodos Biol6gicos ¢

Transfeccion Se utiliza un vector viral
mediada por virus  que infecta a las células y
(transduccion) transporta el material

genético al nucleo

Es facil y rdpido. Permite
transfectar una gran
cantidad de células en
poco tiempo, tanto in vivo
como in vitro

Es econdmico y tiene alta
eficiencia. Puede usarse
en una gran variedad de
lineas celulares

La condensacion del ADN
dentro de los poliplejos es
mas eficiente que otros
métodos y previene la
degradacion por
nucleasas celulares

Es facil de aplicar sobre
una gran variedad de
lineas celulares

Altas tasas de eficiencia,
incluso sobre células
dificiles de transfectar.
Algunos vectores virales
permiten generar
transfecciones estables

La efectividad es menor
en comparacion a otros
métodos fisicos, y genera
una alta tasa de muerte
celular

Pequefios cambios de pH
en el medio pueden
comprometer la eficiencia

Algunos materiales
presentan problemas de
solubilidad, agregacion,
citotoxicidad y
biodegradacion

La eficiencia depende de
la cantidad y calidad del
material genético, el
tiempo de incubacion y la
densidad celular

Laborioso, presentan
toxicidad, el éxito
depende del tropismo del
virus utilizado y la
capacidad de
empaquetamiento del
ADN es un factor
limitante. Se requieren
laboratorios con nivel de
bioseguridad 2 o superior

Nota: @ Fus-Kujawa et al.(2021), ® Kim y Eberwine (2010), © Chong et al.(2021).

Como se evidencia, la eficacia, toxicidad y reproducibilidad, asi como también la limitada capacidad
de transporte de ADN, siguen siendo aspectos criticos que generan una creciente demanda en
tecnologias de transfeccion mas avanzadas. Estudios recientes han demostrado que los vectores

hibridos

(compuestos de elementos virales y no virales) presentan tasas de transfeccion

significativamente mas altas que algunos métodos quimicos. Por otra parte, el uso de nanoparticulas
como método de transfeccidon ha demostrado ser prometedor debido a su versatilidad y baja toxicidad

(7,8).
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1.4. Sistema CRISPR-Cas

El descubrimiento y el desarrollo de enzimas programables para la manipulacion de secuencias de
ADN ha impulsado una revolucion biotecnolégica. Un ejemplo de esto es el sistema CRISPR-Cas,
que se encuentra en la naturaleza y actia como el sistema inmune adaptativo de numerosas
bacterias y arqueas, protegiéndolos de agentes invasores mediante la identificacion y la degradacion
de secuencias de ADN exdgenas. Se ha visto que el uso de este sistema simplifica en gran medida
la edicion de los genomas eucariotas y es muy prometedor en otras areas de aplicacién, como la
ingenieria de células madre, terapia génica, modelos de enfermedades animales y de tejidos, y la
ingenieria de plantas transgénicas resistentes a enfermedades (11-13).

1.4.1. Sistema CRISPR-Cas en la naturaleza

Frente a una primera infeccién, la inmunidad es adquirida mediante la incorporacion de pequenos
fragmentos de ADN exdgeno (denominados espaciadores) entre secuencias palindrémicas cortas
(denominadas repetidos), dentro del genoma bacteriano. El locus CRISPR, donde se encuentran
codificados los elementos del sistema CRISPR-Cas, consiste en una region promotora que se
encarga de modular la transcripcién de todos los elementos, los espaciadores, los repetidos y los
genes que codifican a las proteinas Cas (14). Ante la presencia de un agente invasor conocido, la
region CRISPR se transcribe y se procesa en pequefios ARN CRISPR interferentes (crARN) los
cuales se combinan con un ARN transactivante (tracrARN), formando un complejo con la proteina
Cas que luego reconocera especificamente a los acidos nucleicos extrafios y los destruira mediante
su actividad endonucleolitica (15). Para que la escision ocurra, es necesaria la presencia un sitio
adicional de reconocimiento, denominado PAM (Protospacer Adjacent Motif), compuesto por una
secuencia corta de ADN (de 3 pb - 5 pb), adyacente a la secuencia target, que es reconocido tanto
por los crRNA como por la proteina Cas (Figura 1) (14).
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Figura 1. Funcionamiento del sistema CRISPR-Cas en la naturaleza. Creado en BioRender.com.
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1.4.2. Sistema CRISPR-Cas como herramienta de
edicion genética

Se demostré que la secuencia de ADN farget del sistema CRISPR se podia modificar cambiando el
crARN y que se podian reducir los componentes del sistema, utilizando un tnico ARN guia (sgARN)
que combina la especificidad de direccidon del crARN con las propiedades estructurales del tracrARN.
Esto permitié que el sistema CRISPR-Cas se convirtiera en una herramienta robusta y versatil para la
edicion de genomas eucariotas, permitiendo modificar, eliminar o reemplazar genes defectuosos
(11,12,14,15). Hasta la fecha se han identificado seis tipos distintos de sistemas CRISPR-Cas (I-VI)
basados en el mecanismo molecular que emplean para el reconocimiento del DNA y la forma en que
se unen al mismo. El sistema CRISPR-Cas9 de tipo Il derivado de Streptococcus pyogenes (SpCas9)
es uno de los mejor caracterizados y mas utilizados para edicion genética (14). SpCas9 es una
endonucleasa de ADN la cual forma un complejo con un sgARN que le permite reconocer la
secuencia NGG como sitio PAM y generar una rotura de doble cadena (DSB) de extremo romo. A
continuacion, este corte es reparado por la maquinaria celular mediante reparacion dirigida por
homologia (HDR) cuando se cuenta con un molde de reparacion de ADN, o por unién de extremos no
homoélogos (NHEJ). Cuando la reparacion ocurre por NHEJ se generan inserciones o deleciones
azarosas, mientras que por HDR se pueden insertar secuencias exégenas de ADN (Figura 2) (14,16).
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Figura 2. Funcionamiento del sistema CRISPR-Cas9 como herramienta de edicién genética y
posibles métodos de reparacion. Creado en BioRender.com.

Si bien esta tecnologia es una herramienta muy versatil, uno de los mayores problemas, en especial
para las aplicaciones terapéuticas, es la alta frecuencia de mutaciones inducidas fuera de sitio por el
reconocimiento de secuencias distintas a la secuencia blanco (off-targets), asi como también la baja
frecuencia de HDR en células de mamiferos (17). A su vez, para que cualquier método basado en
CRISPR-Cas sea util clinicamente, las enzimas Cas, los sgARN asociados y cualquier molde de
reparacion de ADN deben llegar hasta las células objetivo. Como consecuencia, el método de delivery
sigue siendo el mayor cuello de botella para la edicion gendmica de células somaticas (12).
Actualmente, los métodos mas utilizados son la electroporacién (en forma de ribonucleoproteina o
plasmidos), los vectores virales (tipicamente virus adenoasociados) y las nanoparticulas (18).
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1.5. Nanotecnologia y sus aplicaciones

La nanotecnologia se basa en el disefio, caracterizacion y manipulacion de materiales a escala
nanomeétrica (entre 1 nm - 100 nm). Se ha visto que los materiales a escala nanométrica presentan
propiedades fisicoquimicas diferentes a las que exhiben en escalas micro y macrométricas, que
pueden ser de tipo mecanicas, térmicas, magnéticas, electronicas, oOpticas y cataliticas. Estas
propiedades Uunicas hacen que los nanomateriales sean atractivos en una gran variedad de
aplicaciones (19-22).

Los nanomateriales se sintetizan utilizando dos estrategias diferentes: top-down y bottom-up. En el
enfoque fop-down se parte de materiales a macro o micro escala, los cuales se descomponen
mediante técnicas de reduccion de tamano hasta alcanzar la nanoescala, mientras que en el enfoque
bottom-up se parte de atomos o moléculas que se ensamblan hasta lograr estructuras moleculares en
el rango nanométrico (23). A su vez, los nanomateriales se pueden clasificar de acuerdo con la
cantidad de dimensiones que presentan a escala nanométrica. Segun este parametro existen cuatro
categorias (22,24):

e Nanomateriales de dimensién cero: sus tres dimensiones se encuentran dentro de la
nanoescala. Algunos ejemplos son las nanoparticulas, nanoarcillas, fullerenos vy
quantum-dots.

e Nanomateriales unidimensionales: una de sus dimensiones se encuentra fuera de la
nanoescala. Algunos ejemplos son los nanotubos, nanofibras, nanocables, entre otros.

e Nanomateriales bidimensionales: dos de sus dimensiones se encuentran fuera de la
nanoescala. Son materiales en forma de laminas, como por ejemplo grafeno y nanofilms.

e Nanomateriales tridimensionales: no presentan ninguna dimension dentro de la nanoescala,
pero estan compuestos por unidades nanométricas. Algunos ejemplos son las dispersiones
de nanoparticulas y conjuntos de nanotubos.

1.5.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son nanomateriales de dimensiéon cero, generalmente compuestos de
formulaciones poliméricas, liposomales o metalicas (12). Estas han sido objeto de investigacion
cientifica en diversos campos debido a sus propiedades Unicas, por ejemplo, gracias a su alta
relacion superficie-volumen son capaces de encapsular multiples compuestos de moléculas
pequefas. Al mismo tiempo, su superficie puede ser funcionalizada con numerosos ligandos, tales
como cadenas de ADN o ARN, péptidos, aptdmeros o anticuerpos (25-27).

Las NPs pueden integrar distintas categorias segun su morfologia, dimensionalidad, tamano,
propiedades fisicas y quimicas. De acuerdo con su composicion quimica, las NPs se clasifican en tres
categorias principales: basadas en carbono, organicas e inorganicas (27,28).

1.5.1.1. Nanoparticulas basadas en carbono

Las NPs a base de carbono se componen uUnicamente por atomos de carbono conjugados en
geometrias particulares, que les otorgan propiedades muy diferentes segun la estructura sintetizada.
De esta forma, las NPs de carbono se sub-clasifican en grafeno, fullerenos, nanotubos de carbono y
nanofibras de carbono, entre otros (28).
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1.5.1.2. Nanoparticulas organicas

Las NPs organicas se componen de polimeros como dendrimeros, micelas y liposomas. Estas dos
Ultimas suelen denominarse nanocapsulas ya que en su interior presentan un nucleo hueco. La
utilizacion de NPs organicas en biomedicina presenta varias ventajas, ya que estas se caracterizan
por ser biodegradables, no tdxicas, poco inmunogénicas, presentar una gran capacidad de
encapsulacion y sensibilidad frente a la radiacion térmica y electromagnética (28).

1.5.1.3. Nanoparticulas inorganicas

Las NPs inorganicas se basan en distintos metales u 6xidos metalicos. Casi todos los metales pueden
ser utilizados para sintetizar NPs, pero los mas utilizados son el aluminio, cobre, oro, hierro, plomo,
plata y zinc. Por otra parte, las NPs a base de 6xidos metdlicos se sintetizan para modificar las
propiedades de sus respectivas NPs metalicas debido a que presentan una mayor reactividad y
eficiencia. Las mas comunes son el 6xido de aluminio, éxido de hierro, magnetita, diéxido de silicio,
oxido de titanio y 6xido de zinc (12,28).

A diferencia de las NPs organicas, las inorganicas pueden alcanzar tamafos mas pequefios, pueden
formar estructuras cristalinas y amorfas, y pueden adoptar formas esféricas y cilindricas. Ademas, se
caracterizan por sus superficies inmunoldgicamente inertes y de facil funcionalizacién, su alta
estabilidad en entornos fisiolégicos y, en algunos casos, la presencia de propiedades magnéticas,
Opticas y térmicas, que resultan de gran utilidad en aplicaciones biomédicas (12,28).

Algunos investigadores plantean el uso de cubiertas poliméricas junto con estas NPs, ya que les
permiten transportar de forma segura varios compuestos, dirigirlas a sitios de interés, mejorar su
biocompatibilidad y ajustar algunas propiedades fisicoquimicas como su carga superficial (25).

1.5.1.3.1. Nanoparticulas de oro

En comparacién con otras NPs metalicas, las nanoparticulas de oro (AuNPs) son las mas estables
(29,30). Si bien estas cuentan con varias caracteristicas interesantes, quizé la mas atractiva radica en
sus propiedades Opticas. Bajo el estimulo de un haz de luz, los electrones de conduccion del oro
oscilan colectivamente, fendmeno que recibe el nombre de plasmén. Cuando la frecuencia del foton
incidente es resonante con la oscilacion de los electrones de conduccién se genera una banda de
absorcion que se denomina plasmon de resonancia. A escalas nanométricas, dicha oscilacion ocurre
en la superficie del metal, lo que se conoce como plasmén de resonancia superficial (SPR) (31). Es
debido a esta propiedad que las AuNPs exhiben diferentes colores dependiendo de su forma vy
tamafio. Por ejemplo, las AuNPs esféricas monodispersas de tamafio pequefio (~ 30 nm) presentan
un SPR que les permite absorber la luz de la porcidon azul-verde del espectro electromagnético
(longitud de onda de ~ 450 nm) vy reflejar la luz roja (longitud de onda de ~ 700 nm) que les
proporciona su color caracteristico (32).

A medida que el tamafio de las AuNPs aumenta, se absorben longitudes de onda mas altas (cercanas
al rojo) y se reflejan las mas bajas (cercanas a la porcién violeta-azul) (32). Gracias a esta propiedad,
también se pueden evidenciar los efectos de agregacién de las AuNPs en solucién debido a un
cambio de color desde el rojo al azul, ya que las nubes electronicas se superponen y las AuNPs
agregadas se comportan como una unica particula mas grande (Figura 3) (33).
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Figura 3. Color de una solucion de AuNPs segun su SPR. (A) AuNPs dispersas, (B) AuNPs

agregadas. Extraido y adaptado de “Gold Nanoparticles in the clinical laboratory: principles of preparation and applications”
(33).

Las AuNPs pueden formar enlaces quimicos estables con grupos que contienen moléculas de azufre
y nitrégeno, lo que les permite unirse a una amplia variedad de ligandos con funciones especificas
(31). Ejemplos de estos pueden ser proteinas, péptidos, drogas, ADN u otras biomoléculas. Las
uniones entre las AuNPs y los ligandos pueden ocurrir tanto a través de interacciones no covalentes
(electrostaticas, hidrofobicas y de afinidad) como a través de interacciones covalentes (34).

En cuanto a su biocompatibilidad y toxicidad, numerosos autores han confirmado que el nucleo de las
AuNPs puede ser considerado como un material no téxico tanto in vivo como in vitro (35). Sin
embargo, algunos estudios han reportado que la toxicidad de las AuNPs esta directamente
relacionada con su tamafio, indicando que el uso de AuNPs de tamafios inferiores a 2 nm resulta en
necrosis y apoptosis celular. Se ha visto que la toxicidad también depende de la concentracion de la
solucién, en particular las concentraciones elevadas de estas AuNPs de tamafio pequefio, ya que
pueden resultar ain mas toxicas debido a las lesiones que pueden provocar sobre los organulos
citoplasmaticos. A pesar de esto, gran cantidad de estudios han observado que no existen signos
especificos de toxicidad ni se presentan cambios significativos en el funcionamiento celular cuando se
utilizan AuNPs en un rango de tamafio de entre 5 nm - 20 nm (36).

Entre los métodos convencionales de sintesis de AuNPs, el mas popular es el planteado por
Turkevich, que consiste en la reduccion de derivados de Au®* utilizando agentes como el perdxido de
hidrégeno o la hidracina. Ademas, se recomienda utilizar agentes estabilizadores como el citrato de
sodio o el polietilenglicol (PEG) que evitan la agregacion de las AuNPs mediante repulsiones
electrostaticas o impedimentos estéricos, respectivamente. Siguiendo este método se obtienen
AuNPs de un tamafio aproximado de 20 nm (23,37).

Varios autores han descrito a las AuNPs esféricas como vehiculos especificos, eficientes y selectivos
para el sistema CRISPR-Cas9, ya que se pueden sintetizar facilmente, es posible ajustar su tamafio y
su forma, y se pueden modificar las propiedades de superficie mediante la funcionalizacién con
diferentes biomoléculas. Ademas, exhiben baja citotoxicidad, no desencadenan una respuesta
inmunitaria y permiten entregas selectivas al nucleo celular, evitando asi la degradacion por
nucleasas (38).
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1.5.1.3.2. Nanoparticulas de silica

Junto con las nanoparticulas basadas en carbono y plata, las nanoparticulas de silica (SiNPs) se
consideran uno de los tres nanomateriales mas utilizados en la industria (39). Propiedades como la
biocompatibilidad, baja toxicidad, el tamafio ajustable de los poros y la facil funcionalizacién de
superficie demuestran su gran potencial en el area de la biomedicina, razén por la cual se han llevado
a cabo numerosos estudios que aplican a las SiNPs en imagenologia y como sistemas de
administracion de farmacos, ADN y ARN (40-42).

En los ultimos afios se han logrado sintetizar SiNPs con multiples morfologias, tamanos y estructura
de poros. El método de sintesis humeda mas utilizado es el planteado por Stéber, que involucra la
hidrélisis de alcéxidos de silicio (usualmente tetraetil/tetrametil ortosilicato) en una mezcla de alcohol y
agua utilizando amoniaco como catalizador. Siguiendo este método y realizando diversos ajustes en
las condiciones de sintesis, se pueden obtener SiNPs de diametros nanométricos hasta unos pocos
micrometros (41,43,44).

Los métodos tradicionales para la sintesis de SiNPs suelen estar asociados a procesos largos, el uso
de solventes organicos y temperaturas elevadas (40). Por estos motivos, se han investigado
alternativas que utilicen condiciones de reaccién mas leves, como por ejemplo, los métodos de
sintesis biomimética, que se basan en imitar la produccion de silica que ocurre en microorganismos
marinos como diatomeas y esponjas (45). Ademas, se ha visto que la presencia de algunas
biomoléculas en el medio de reaccion permite controlar la formacién de silica en sistemas acuosos in
vitro bajo condiciones suaves de temperatura y pH (46). Jackson et al. utilizaron seroalbumina bovina
(BSA) como molde para dirigir la sintesis de SiNPs, y encontraron que la misma permite obtener
nanoparticulas mas pequefias y monodispersas que aquellas que carecen del nucleo proteico (40).

De acuerdo a varios investigadores, las SiNPs sin modificaciones superficiales no son capaces de
actuar como métodos para el delivery de acidos nucleicos, debido a que contienen grupos hidroxilo en
su superficie que les confieren carga negativa. De todos modos, se ha visto que es posible utilizar
polimeros catidnicos, por ejemplo polietilenimina (PEI) para modificar los grupos superficiales y asi
poder unir el ADN a través de interacciones electrostaticas (47). Kneuer et al. reportaron que las
SiNPs coloidales con modificaciones superficiales catidnicas podrian aplicarse en las transfecciones
de ADN plasmidico (48). Por su parte, Bharali et al. lograron sintetizar una suspensién acuosa estable
de nanoparticulas de ORMOSIL (NPs de silica modificadas organicamente), cuya superficie se
encontraba funcionalizada con grupos amino, y demostraron que estas eran capaces de unirse al
ADN y actuar de forma eficiente como un vector no viral para la administraciéon génica in vivo (49).

Teniendo en cuenta la creciente demanda de tecnologias de transfeccion mas avanzadas vy la
necesidad de mejorar el método de entrega del sistema CRISPR-Cas a las células target, las
nanoparticulas surgen como potencial alternativa para el desarrollo de vehiculos eficientes y
selectivos. Por estos motivos, este proyecto pretende investigar el uso de nanoparticulas como
método para la transfeccion de células de mamiferos, permitiendo ademas explorar nuevas técnicas
para el delivery del sistema CRISPR-Cas.
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2. Objetivos

21. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es evaluar el uso de nanovehiculos como métodos de transfeccion
de lineas celulares de mamiferos, utilizando el sistema CRISPR-Cas9 como técnica de edicion
genética.

2.2. Objetivos especificos
Para cumplir con el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos:
e Sintetizar nanoparticulas de oro y de silica.
e Unir moléculas de ADN a las nanoparticulas sintetizadas.

e Determinar el efecto citotoxico de las nanoparticulas sobre las lineas celulares NM2C5-GFP y
HEK-293.

e FEvaluar y comparar las eficiencias de transfecciéon en las lineas celulares NM2C5-GFP y
HEK-293, utilizando un método novedoso basado en nanoparticulas y métodos de
transfeccion tradicionales.

22



3. Materiales y metodologia

3.1. Materiales utilizados

3.1.1. Soluciones
PBS 10X: NaCl 1,37 M, KCI 27 mM, Na,HPO, 100 mM, KH,PO, 18 mM.
EDTA 0,5 M: 9,305 g de EDTA en 50 mL de agua ultrapura, pH 8.
Acrilamida 30%: 14,5 g de acrilamida y 0,5 g de bisacrilamida en 50 mL de agua destilada.
APS 10%: 50 mg de persulfato de amonio en 500 pL de agua destilada.

PEI 10%: 2 g de PEI (M\,~1300, Sigma-Aldrich, #482595) en 20 mL de buffer fosfato de
sodio, pH 8.

BSA (1 mg/mL): 100 uL de Ultrapure ™ BSA 50 mg/mL (ThermoFisher, #AM2616) en 4,9 mL
de agua ultrapura estéril.

TMOS hidrolizado: 154 uL de TMOS (Sigma-Aldrich, #341436) y 1 mL de HCI 1 mM.
MTT: 0,17 g de MTT en 100 mL de PBS esteril.
SDS 10%: 2 g de SDS (Sigma Aldrich, #71729) en 20 mL de agua ultrapura.

Cristal Violeta: 75 mg de Cristal Violeta en 100 mL de metanol 40%.

3.1.2. Buffers

Buffer de lisis: Tris 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM pH 8, SDS 0,5%, Proteinasa K
500 pg/mL (Promega, #MC5005).

Buffer TBE 5X: Tris 0,445 M, H;BO; 0,445 M, EDTA 0,01 M.
Buffer TAE 50X: Tris-HCI 2 M, CH,COOH 1 M, EDTA 50 mM.

Buffer de carga 6X: Azul de bromofenol 0,25% (m/v), Xileno cianol 0,25% (m/v), Glicerol
30% (v/v).

Buffer HBS 2X: 0,8 g de NaCl, 0,027 g de Na,HPO,-2H,0 y 1,2 g de HEPES en 100 mL de
agua ultrapura. En condiciones de esterilidad fue pasado por un filtro estéril de 0,22 um.

Buffer fosfato: Na,HPO,-2H,0 0,2 M, NaH,PO,-H,0 0,2 M.
Buffer P1: Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, RNAsa A 0,1 mg/mL (Sigma Aldrich, #R4875).
Buffer P2: NaOH 0,2 M, SDS 1%.

Buffer P3: KCH;CO, 3 M, CH;COOH 11,5%.
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3.1.3. Antibiodticos

e Ampicilina 100 mg/mL: 1 g de ampicilina en 10 mL de agua ultrapura. En condiciones de
esterilidad fue pasado por un filtro estéril de 0,22 um.

e Puromicina 10 mg/mL: 0,1 g de puromicina en 10 mL de agua ultrapura. En condiciones de
esterilidad fue pasado por un filtro estéril de 0,22 ym.

3.1.4. Maedios de cultivo

e DMEM sin suplementar: DMEM alto en Glucosa (4.5 g/L) con L-Glutamina y Piruvato de
Sodio (Capricorn Scientific, DMEM-HPA).

e DMEM completo: DMEM alto en Glucosa (4.5 g/L) con L-Glutamina y Piruvato de Sodio
(Capricorn Scientific, DMEM-HPA) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Capricorn
Scientific, SFB11A).

e DMEM 2X completo: 13,44 g de DMEM alto en glucosa (ThermoFisher, #12100046) y 3,7g
de NaHCO; en 1 L de agua destilada. En condiciones de esterilidad fue pasado por un filtro
estéril de 0,22 ym. Finalmente suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Capricorn
Scientific, SFB11A).

e LB: Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L.

e LB Agar: Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, Agar bacterioloégico 15 g/L.

3.1.5. Lineas celulares
e NM2C5-GFP

Se adquirié la linea celular NM2C5-GFP (ATCC, CRL-2919) derivada de melanoma humano que
expresa de forma estable la proteina GFP. Estas células son de morfologia epitelial adherente y
fueron cultivadas en botellas con medio DMEM completo, a 37°C con atmésfera controlada de 5% de
CO, y humedad saturada. Tienen un tiempo de duplicacién estimado de 29 horas.

e HEK-293

El Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay proporcioné la linea celular HEK-293,
derivada de células humanas embrionarias de rifidn. Estas son de morfologia epitelial adherente y
fueron cultivadas en botellas con medio DMEM completo, a 37°C con atmdsfera controlada de 5% de
CO, y humedad saturada. Tienen un tiempo de duplicacion estimado de 24 horas.

Todos los demdas materiales utilizados fueron de grado analitico.
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3.2. Procedimientos generales

3.21. Descongelado de células

Partiendo de crioviales almacenados en un tanque de nitrégeno liquido (Taylor Wharton CRYO
REFRIGERATOR HC20, Fisher Scientific) conteniendo las lineas celulares de interés, se comenzé
descongelando los criotubos en un bafio de agua a 37 °C. A continuacién, en una cabina de flujo
laminar se transfirid6 el contenido del criotubo a un tubo cénico que contenia medio DMEM sin
suplementar. Posteriormente, el tubo conico fue centrifugado a 200 xg durante 5 minutos, se descarté
el sobrenadante y se resuspendié el pellet en medio DMEM completo. Por ultimo, se tomd una
alicuota para hacer recuento celular y evaluar la viabilidad celular.

3.2.2. Cultivo de células

Las células fueron cultivadas en botellas o placas de cultivo conteniendo medio DMEM completo y se
las incubd en una estufa (Thermo Scientific Forma® Series Il Water Jacketed CO, Incubator) a 37°C
con atmésfera controlada de 5% de CO, y humedad saturada.

3.2.3. Extraccién de ADN genémico

Al finalizar los ensayos de transfeccion correspondientes en las células de mamiferos, el medio de
cultivo fue removido, se realizdé un lavado con PBS 1X y se tripsinizaron las células. Las fracciones
obtenidas se centrifugaron a 200 xg, y a partir de los pellets celulares se realizé una extraccion de
ADN genoémico, incubando las muestras con un buffer de lisis durante 16 horas a 65°C. Luego de
transcurrido el tiempo, se adiciond NaCl 5 M y se incub6 en hielo durante 10 minutos. A continuacion,
las muestras fueron centrifugadas a 9500 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante se transfirid a un tubo limpio, se agregé etanol 95% a -20°C y se centrifugd a 14000 xg
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido se lavé dos veces con etanol 70% a
-20°C durante 5 minutos. Para eliminar el etanol residual, los tubos se secaron completamente en un
termobloque a 55°C. Finalmente, el ADN obtenido fue resuspendido en agua ultrapura.

3.2.4. Electroforesis de ADN

3.24.1. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa en buffer TAE o TBE 0,5X, segun se indique. Los porcentajes de
agarosa utilizados varian en cada caso para la correcta separacion y visualizacion de las muestras.
Por cada 35 mL de solucion de agarosa se afiadieron 1,5 uL de GoodView ™ (SBS Genetech Co.
Ltd., #HGV?2). Las muestras fueron cargadas en los geles utilizando buffer de carga 6X y se ultiliz6 el
marcador de peso molecular GeneRuler DNA LadderMix ™ (Thermo Scientific, #SM0331). Los geles
se corrieron en la cuba electroforética Bioer Mini Run (GE-100) utilizando buffer TAE o TBE 0,5X,
segun se indique. El tiempo de corrida se determin6 de acuerdo al tamafio de las muestras. Para la
visualizacion y el registro fotografico de los geles se utilizé el Transiluminador UV 312 (#ZFD015) y el
E Gel™ Imager System (Thermo Scientific, #4466611), respectivamente.

25



3.24.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se prepararon geles de acrilamida al 10% de 1 mm de espesor en buffer TAE 1X segun lo establecido
en la Tabla 2. Las muestras fueron cargadas en los geles utilizando buffer de carga 6X y se utilizé el
marcador de peso molecular GeneRuler DNA LadderMix ™ (Thermo Scientific, #SM0331). Los geles
se corrieron en la unidad de electroforesis Bio-Rad Mini-PROTEAN® utilizando buffer TAE 1X. El
tiempo de corrida se determind de acuerdo al tamafo de las muestras. Para la visualizacién y el
registro fotografico de los geles se utilizé el E Gel™ Imager System (Thermo Scientific, #4466611).

Tabla 2. Volimenes utilizados para la preparacion de un gel de acrilamida al 10%.

Componente Volumen
Acrilamida (30%) 3,3mL
TAE 50X 200 pL
Agua destilada 6,3 mL
APS (10%) 165 pL
TEMED (Thermo Scientific, #17919) 8 uL

3.3. Nanoparticulas de oro como posible vehiculo de
transfeccioén celular: preparaciéon de insumos

3.3.1. Sintesis del nanovehiculo de oro

3.3.1.1. Sintesis de AuNPs

Se realizaron cinco sintesis individuales de AuNPs (batches A - E) utilizando el método de sintesis
himeda planteado por Turkevich. Para esto, en un matraz protegido de la luz se prepard una solucién
de HAuCI,.3H,O (hidrégeno tetracloroaurato trihidrato) al 0,01% en agua ultrapura y se la llevé a
ebullicion en una placa agitadora. A continuacion, se afiadié una solucién de Na;CgH;0,.2H,0 (citrato
trisédico dihidrato) al 1% en agua ultrapura, manteniendo la temperatura durante un periodo de 15 a
20 minutos. Por ultimo, la solucién de AuNPs se dejo enfriar a temperatura ambiente.

3.3.1.2. Caracterizacion de AuNPs

3.3.1.21. Espectroscopia Ultravioleta - Visible

(UV-Vis)
Las AuNPs sintetizadas fueron caracterizadas segun su SPR, mediante la realizacion de un espectro
de absorcion desde 300 nm hasta 800 nm utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso.

Para esto se utilizé el espectrofotémetro SHIMADZU UVmini 1240. Ademas, se tomaron medidas por
duplicado durante un periodo aproximado de 15 dias, con el fin de evaluar su estabilidad en el tiempo.
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3.3.1.2.2. Estudio de movilidad de AuNPs por
electroforesis en gel de agarosa

Las AuNPs fueron centrifugadas en un rango de 2000 rpm - 5000 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente se sembraron 25 uL de cada muestra en un gel de agarosa al 1,5%. A su vez, se
sembraron diferentes volumenes sin centrifugar en un rango de 5 pL - 25 yL. En ambos casos, las
muestras fueron mezcladas con glicerol al 10% para lograr una siembra adecuada. Las electroforesis
fueron llevadas a cabo a 100 V durante 30 minutos, utilizando buffer TBE 0,5X.

3.3.2. Generacion de la linea celular NM2C5-KO-GFP

3.3.2.1. Caracterizacion de los plasmidos

3.3.21.1. Minipreparacion de ADN plasmidico

Se obtuvieron cultivos en placa de E.coli conteniendo los plasmidos pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)
V2.0 y pFYF1320 EGFP. El plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 fue donado por Feng
Zhang (Addgene plasmid #62988; http://n2t.net/addgene:62988; RRID:Addgene 62988), mientras
que el plasmido pFYF1320 EGFP fue donado por Keith Joung (Addgene plasmid #47511;
http://n2t.net/addgene:47511; RRID:Addgene_47511). En adelante se referira a ellos como plasmidos
2A-Puro y EGFP respectivamente.

El plasmido 2A-Puro codifica la Cas9 de S. pyogenes, mientras que EGFP codifica un sgARN dirigido
al gen EGFP (ver Figuras A1 y A2 del Anexo). A partir de estos cultivos en placa, se prepararon
precultivos en medio LB con ampicilina a 100 ug/mL y se incubaron en un shaker de mesada a 200
rom durante 24 horas a 37°C. A continuacion, se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit ZR
plasmid Miniprep™-Classic (Zymo Research, #D4015), siguiendo las instrucciones del fabricante. Por
ultimo, se determiné la concentracion del ADN obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm, utilizando
el lector de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant (Tecan), la placa NanoQuant Plate y el
software i-control.

3.3.21.2. Digestion enzimatica

Utilizando el software NEBcutter se seleccionaron las enzimas EcoRI (Thermo Scientific, #ER0271) y
Ncol (Thermo Scientific, #£R0571) para digerir el plasmido 2A-Puro purificado. Por otra parte, para
digerir el plasmido EGFP purificado se eligié la enzima Hinfl (Thermo Scientific, #£R0801). Todas las
digestiones se incubaron durante 2 horas a 37°C. Los fragmentos obtenidos fueron separados
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% a 100 V durante una hora.

3.3.2.2. Ensayos de transfeccion en la linea
celular NM2C5-GFP por métodos
tradicionales

3.3.2.21. Transfeccion basada en lipidos

En una placa de 24 pocillos se sembraron 1 x 10° células en un volumen total de 500 pL por pocillo.
Luego de incubarlas por 24 horas en medio DMEM completo, las células fueron transfectadas con
0,5 pyg de ADN empleando como reactivo de transfeccion Lipofectamine® 2000 (Invitrogen,
#11668019) segun las instrucciones del fabricante y utilizando relaciones ADN (ug):lipofectamina (uL)
de 1:2 y 1:4. Se realizaron controles sin transfectar y controles de transfeccion sin ADN. A
continuacion, las células fueron incubadas con los complejos de transfeccién durante 24 horas a
37°C. Posteriormente, el medio de transfeccion fue retirado de todos los pocillos, se lavé la monocapa
con PBS 1X y se anadié medio DMEM completo. La placa se incub6é nuevamente durante 24 horas.
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En una segunda instancia se repitid el ensayo realizando los mismos controles, pero incubando las
células con los complejos de transfeccion durante 6 horas, dejandolas recuperar en medio de cultivo
DMEM completo durante 48 horas.

3.3.2.2.2. Transfeccion por el método de
co-precipitacion con fosfato de calcio

En una placa de 24 pocillos se sembraron 1 x 10° células en un volumen total de 500 yL por pocillo, y
se incubaron durante 24 horas en medio DMEM completo. A continuacién, se prepararon los
complejos de transfeccion mezclando 0,5 pg de ADN con CaCl, 2,5 M y agua ultrapura estéril,
anadiendo ademas buffer HBS 2X por goteo. Los tubos se mezclaron vigorosamente y se incubaron
durante 30 minutos. Luego, las soluciones de transfeccién se agregaron a las células por goteo y se
incubd durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, el medio de transfeccion fue retirado de todos los
pocillos, se lavé la monocapa con PBS 1X y se afiadié medio DMEM completo. La placa se incubd
nuevamente durante 24 horas. Se realizaron los mismo controles que en el punto 3.1.3.2.1.

En una segunda instancia se repitid el ensayo realizando los mismos controles, pero utilizando una
concentracion de 0,75 ug de ADN. Ademas, la incubaciéon con los complejos de transfeccion se
realiz6 durante 48 horas, sin tiempo de recuperacion.

3.3.2.2.3. Andlisis mediante citometria de flujo

Al finalizar los ensayos de transfeccion, las células transfectadas fueron analizadas por citometria de
flujo utilizando el equipo BD Accuri™ C6 flow cytometer perteneciente al Institut Pasteur de
Montevideo y su software correspondiente. Momentos antes de pasar las muestras por el equipo, se
agregaron 2 yL de loduro de Propidio (IP) a 200 ug/mL, con el fin de descartar el porcentaje de
células muertas del estudio. Se tomaron 10000 eventos por muestra y los datos obtenidos se
analizaron mediante graficos de puntos e histogramas.

En primer lugar, para separar la poblacion celular de interés del debris, se graficaron los canales FSC
en funciéon de SSC, que determinan el tamafio y la complejidad celular respectivamente. Luego, se
descartaron los dobletes celulares mediante un grafico de FSC-H en funcién de FSC.

La intensidad de fluorescencia de la proteina GFP fue detectada mediante el canal FL1 (detecta
emisiones de 533 nm - 530 nm), mientras que la fluorescencia emitida por el IP se detecté mediante
el canal FL3 (detecta emisiones mayores a 670 nm). A partir del control de células sin transfectar
(tefidas con IP y sin tefiir), se identificaron las regiones del grafico FL1 en funcidon de FL3 donde se
encontraban las células viables y las células muertas.

Finalmente, para cada muestra analizada, se tomé la regiéon de células viables y se realizé un
histograma de la intensidad de fluorescencia detectada en FL1 en funcion de la cantidad de eventos.
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3.4. Nanoparticulas de silica como posible vehiculo
de transfeccion celular

3.41. Sintesis del nanovehiculo de silica

3.41.1. Sintesis de SiNPs

Se utilizé el método de sintesis propuesto por Jackson et al. Para ello, en primer lugar se preparé una
solucion de polietilenimina (PEI) al 10% y una solucidon de BSA de grado molecular 1 mg/mL, ambas
en buffer fosfato 0,1 M pH 8. Seguidamente, se prepard una solucion de acido silicico, mediante la
hidrdlisis de tetrametilortosilicato (TMOS) con HCI 1 mM. La mezcla de sintesis consistido en 1 mL de
la solucion de BSA, 250 pL de la soluciéon de PEIl 'y 250 L de la solucién de TMOS hidrolizado. Para
mantener las condiciones de esterilidad, todas las soluciones preparadas se pasaron por un filtro de
0,2 um (excepto el TMOS) y la manipulacién se llevé a cabo en cabina de flujo laminar. Una vez
sintetizadas, las SiNPs se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos, se removié el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en 1 mL de NaCl 500 mM en buffer fosfato 0,1 M pH 8. Por ultimo, se
realizaron tres lavados con agua ultrapura estéril y se sonico la solucién obtenida durante 5 minutos.

3.4.1.2. Estimacion de la concentracion de las
SiNPs

Se realizé una reaccion de sintesis de SiNPs por duplicado segun lo establecido en el punto 4.1.1.
Posteriormente, se colocaron los tubos que contenian las nanoparticulas en una estufa a 60°C
durante 24 horas para eliminar la fraccion liquida. Una vez transcurrido el tiempo, se determiné su
peso. Con el peso seco de las SiNPs y el peso de los tubos utilizados, se calculé la cantidad de
SiNPs que se obtienen en cada reaccion de sintesis.

3.4.1.3. Ensayo de adsorcion de ADN plasmidico
sobre SiNPs

Se mezclaron 50 pyL de SiNPs a una concentracién de 3000 ug/mL con 50 yL de una solucion que
contenia los plasmidos 2A-Puro y EGFP a una concentracion de 30 ng/uL, y se incubé a temperatura
ambiente durante una hora. Posteriormente, se centrifugd a una velocidad de 15000 rpm durante 40
minutos y se almaceno el sobrenadante, mientras que el pellet obtenido fue resuspendido en 100 pL
de agua ultrapura. La soluciéon se centrifugd nuevamente durante 40 minutos a 15000 rpm y se
almacené el sobrenadante, mientras que el pellet obtenido fue resuspendido en 100 yL de NaCl
500 mM y se incubd durante 10 minutos con agitacion. La solucion fue centrifugada nuevamente a
15000 rpm durante 40 minutos y se almacend el sobrenadante. Todas las fracciones almacenadas
fueron cuantificadas por espectrofotometria, utilizando el lector de microplaca Infinite® M200 PRO
NanoQuant (Tecan), la placa NanoQuant Plate y el software i-control. Por ultimo, se purifico la
fraccion obtenida luego de la incubacién con NaCl utilizando el kit comercial Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega, #A9281), siguiendo las instrucciones del fabricante. Dicha fraccion fue
posteriormente analizada junto con las otras fracciones obtenidas mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1% a 100 V durante una hora.
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3.4.2. Ensayos sobre la linea celular NM2C5-GFP

3.4.21. Ensayo de citotoxicidad

En una placa de 96 pocillos se sembraron 3 x 10* células en un volumen total de 100 uL por pocillo,
en los bordes de la placa se colocé PBS 1X para evitar la incidencia de la evaporacion. La placa de
cultivo fue incubada durante 24 horas.

Luego, a partir de un batch de SiNPs estériles se realizaron diluciones seriadas al medio, en un rango
de concentraciones entre 125 ug/mL - 4000 pg/mL. Estas se incubaron en relacién 1:1 con medio de
cultivo DMEM 2X completo durante 60 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se removio el
medio de cultivo de la placa y se realizd6 un lavado con PBS 1X. Posteriormente se adicionaron
100 uL de cada solucion de SiNPs con medio de cultivo. Ademas, se realizaron controles sin SiNPs
para determinar el 100% de viabilidad, y controles de muerte utilizando Triton X-100 al 0,5%. La placa
fue incubada durante 24 horas a 37°C. Luego de transcurrido el tiempo, se removié el sobrenadante y
se realizé un lavado con PBS 1X. A continuacion, se adicionaron 100 pyL de medio de cultivo fresco y
30 pL de una solucion de MTT a una concentracion de 1,7 g/L, y se incubd durante 3 horas en las
mismas condiciones. Seguidamente, se removieron 75 pyL de medio de cada pocillo y se mezcl6 el
liquido remanente con 50 uL de DMSO. Finalmente, la placa se incub6 durante 10 minutos a 37°Cy
se midi6 la absorbancia a 540 nm utilizando el lector de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant
(Tecan) y el software i-control. Se realizaron seis réplicas para cada concentracion de SiNPs, asi
como también para los controles de viabilidad y muerte.

3.4.2.2. Ensayo de transfeccion utilizando el
nanovehiculo de silica

En una placa de 24 pocillos se sembraron 1 x 10° células en un volumen total de 500 uL por pocillo, y
se incubd durante 24 horas. Luego de transcurrido el tiempo, se ensamblaron las soluciones a utilizar,
mezclando en relacion 1:1 las SiNPs (en un rango de concentraciones entre 125 yg/mL - 2000 pg/mL)
con una solucién que contenia los plasmidos 2A-Puro y EGFP a una concentracion de 20 ug/mL. Se
incubd a temperatura ambiente durante una hora, y luego se adicionaron 1200 uL de medio de cultivo
DMEM 2X completo a cada solucion. A continuacion, se removio el medio de cultivo de la placa y se
realizd un lavado con PBS 1X. Seguidamente, se adicionaron 500 pL de las soluciones de
transfeccion correspondientes, y se incubd durante 72 horas a 37°C. Se realizaron controles sin
transfectar y cada condicion fue estudiada por duplicado.

Al finalizar la transfeccion, el medio de cultivo fue removido, se realizé un lavado con PBS 1X y se
tripsinizaron las células. Por ultimo, las fracciones obtenidas se centrifugaron y los pellets se
almacenaron a -20 °C para estudios posteriores.

3.4.2.3. Evaluacion de la eficiencia de mutacion

3.4.23.1. Ensayo de restriccion de
heteroduplex

A partir de los pellets obtenidos en el punto 4.2.2, se realiz6 una extraccion de ADN gendmico segun
lo establecido en la seccién 2.3 de los procedimientos generales. Luego, se llevd a cabo una reaccién
de PCR para amplificar una regién del gen GFP utilizando la enzima Taq DNA Polymerase (NEB,
#MO0273L) y siguiendo el ciclado presentado en la Tabla 3 (ver primers en Tabla A6 del Anexo). El
resultado se visualizd en un gel de agarosa al 1%. Aquellas reacciones que presentaron una banda
cercana a los 500 pb se purificaron utilizando el kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega, #A9281) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Tabla 3. Condiciones de reaccidon de la PCR para amplificar el gen GFP en la linea NM2C5-GFP.

Temperatura Tiempo Ciclos
Inicial 95°C 30 segundos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Annealing 65°C 30 segundos 35
Extension 68°C 25 segundos
Extension final 68°C 5 minutos 1

A continuacion, para la desnaturalizacion e hibridacién aleatoria de las hebras, se colocaron 100 ng
de las muestras de ADN purificadas en un termociclador, siguiendo el programa presentado en la
Tabla 4. Al finalizar, se afiadioé la enzima T7E1 (NEB, #M0302S) y se incub6 durante 15 minutos a
37°C. Posteriormente, la enzima fue inactivada afiadiendo EDTA 0,25 M. El resultado de la digestion
enzimatica se visualiz6 en un gel de acrilamida al 10%.

Tabla 4. Condiciones de incubacion para la desnaturalizacion e hibridaciéon del producto de
PCR.

Paso Temperatura Tiempo Temperatura/Tiempo
1 95°C 5 minutos -
2 95°C - 85°C - —2°Cls
3 85°C - 25°C - —-0,1°C/s

3.4.3. Ensayos sobre la linea celular HEK-293

3.4.3.1. Método Golden Gate

3.4.3.11. Digestion y desfosforilacion de
plasmido

Partiendo de una minipreparacién de ADN plasmidico, segun lo establecido en el punto 3.1.3.1.1, el
plasmido 2A-Puro fue incubado con la enzima Bbsl (NEB, #R3539) durante 30 minutos a 37°C y
posteriormente fue inactivada durante 20 minutos a 65°C. La digestion se visualizé6 en un gel de
agarosa al 0,8%, y a partir de este se purifico la banda obtenida utilizando el kit comercial Wizard SV
Gel and PCR Clean-up System (Promega, #A9281), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
plasmido purificado fue desfosforilado utilizando la enzima FastAP (ThermoFisher, #£EF0654) durante
30 minutos a 37°C, la cual fue inactivada durante 5 minutos a 75°C. Finalmente el plasmido digerido y
desfosforilado fue purificado utilizando el kit mencionado anteriormente.

En instancias posteriores se repitio el ensayo, cambiando el tiempo de incubacion con la enzima Bbsl
por 24 y 4 horas.
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3.4.3.1.2. Fosforilacion y annealing de los
oligonucleétidos
El Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay proporciond tres pares de
oligonucleodtidos, que permitieron generar tres secuencias guia diferentes (ver Tabla A10 del Anexo).
La reaccion de fosforilacion y annealing de dichos oligonucleétidos se realizé utilizando T4 Ligation
Buffer (ThermoFisher, #46300018) junto con la enzima PNK T4 (ThermoFisher, #£K0031) en un
termociclador, siguiendo el programa presentado en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de incubacién para la fosforilacion y annealing de los oligonucleétidos.

Paso Temperatura Tiempo Temperatura/Tiempo
1 37°C 30 minutos -
2 95°C 5 minutos -
3 95°C - 25°C - 5°C/min

3.43.1.3. Ligacion de las guias dentro del
plasmido

Las tres secuencias guias obtenidas cuentan con extremos simple hebra complementarios a los
extremos del plasmido 2A-Puro digerido. La reaccion de ligacién se llevé a cabo en 70X Ligase
Reaction Buffer (ThermoFisher, #B69) utilizando la enzima T4 DNA Ligase (ThermoFisher, #EL0011)
durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, la enzima fue inactivada incubando durante 10
minutos a 65°C. Los plasmidos obtenidos se denominan de aqui en adelante 2A-Puro-G1,
2A-Puro-G2 y 2A-Puro-G3 respectivamente.

3.4.3.1.4. Clonacion en E. coli

3.43.1.41. Generacion de bacterias
quimiocompetentes

El Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay proporcioné bacterias E. coli TOP10,
a partir de las cuales se prepard un precultivo en medio LB y se lo incub6é en un shaker de mesada a
200 rpm durante 24 horas a 37°C. A continuacion, se diluyé el cultivo en medio LB y se lo incubd a
37°C con agitacién. Utilizando el espectrofotometro SHIMADZU UVmini 1240 y cubetas de cuarzo de
1 cm de longitud de paso, se midi6 la densidad éptica (OD) a 600 nm hasta alcanzar un valor de 0,5.

Luego de alcanzar la OD deseada, el cultivo se centrifugé a 5000 xg durante 10 minutos a 4°C. El
pellet fue resuspendido en cloruro de calcio 0,1M frio, seguido por otra centrifugacion bajo las mismas
condiciones. Este procedimiento se repitié y finalmente las bacterias competentes se resuspendieron
en cloruro de calcio 0,1M frio. Las alicuotas fueron almacenadas a -20°C.

3.43.1.4.2. Transformacion de bacterias
quimiocompetentes

Para cada reaccion de ligacion se anadieron 5 pL de los plasmidos (2A-Puro-G1, 2A-Puro-G2 y
2A-Puro-G3) a 100 pL de bacterias quimiocompetentes en cloruro de calcio. Se incubaron durante 30
minutos en hielo, seguido de una incubacion de 45 segundos a 42°C, volviendo al hielo por 2 minutos.
Posteriormente se afiadié medio LB y se incubo por 45 minutos a 37°C. Finalmente, las bacterias
transformadas fueron plaqueadas en medio LB agar con ampicilina a 100 ug/mL y se incubaron
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durante 24 horas a 37°C. Se realizaron los controles de viabilidad, formulacion y eficiencia
correspondientes.

3.4.3.1.43. Colony PCR

Se identificaron las colonias a estudiar en cada placa y se tomé una porcion de cada una de ellas
para disolverlas en agua destilada. Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 100°C y
posteriormente se centrifugaron a 12000 xg por un minuto. El sobrenadante fue utilizado como molde
para realizar una reaccion de PCR utilizando la enzima Taq DNA Polymerase (NEB, #M0273L)
siguiendo el ciclado presentado en la Tabla 6. Se utilizaron tres primers forward diferentes
(especificos para cada guia) y un unico primer reverse, que amplificaba un fragmento de la regién
gRNA-scaffold del plasmido (ver Tabla A7 del Anexo). Finalmente, el resultado de la PCR se visualizé
en un gel de agarosa al 1%.

Tabla 6. Condiciones de reaccion de la Colony PCR para verificar la incorporacion de inserto al
plasmido.

Temperatura Tiempo Ciclos
Inicial 95°C 1 minuto 1
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
Annealing 60°C 30 segundos 35
Extension 68°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

3.4.3.1.4.4. Minipreparacion de ADN
plasmidico

Se centrifugaron cultivos ON de las colonias seleccionadas a 14000 rpm durante 30 segundos y los
pellets se resuspendieron en buffer P1. Las muestras fueron vortexeadas, se afiadio buffer P2 y se
mezclé por inversion. A continuacion, las muestras fueron incubadas durante 5 minutos a temperatura
ambiente hasta que se volvieron translicidas. Luego, se agrego buffer P3, se mezclé por inversion y
se incubd en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se realizé una centrifugacién a 14000 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se repitié el paso anterior. El
nuevo sobrenadante se transfirié a un tubo limpio al cual se le agreg6 isopropanol a -20°C en relacion
sobrenadante (uL):isopropanol (uL) de 1:0,7, se mezcld por inversion y se centrifugd a 14000 rpm por
20 minutos. El sobrenadante fue descartado, se agregd etanol 70% a -20°C y se centrifugdé a
14000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el etanol fue retirado por evaporacioén en un termobloque a
60°C y el pellet se resuspendié en agua ultrapura.

3.43.1.45. PCR

Se realizé una reaccion de PCR siguiendo el esquema de ciclado y utilizando los mismos primers que
los empleados en la Colony PCR (punto 4.3.1.4.3). Para ello, se utilizd6 1 ng del ADN plasmidico
extraido en el punto anterior (punto 4.3.1.4.4) como molde de la reaccién. Los productos de PCR
fueron analizados en un gel de agarosa al 1%.
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3.4.3.2. Ensayos de citotoxicidad
3.43.21. Ensayo con MTT

En una placa de 96 pocillos se sembraron 3 x 10* células en un volumen total de 100 yL por pocillo, y
en los bordes se colocé PBS 1X para evitar la incidencia de la evaporacion. La placa se incubd
durante 24 horas.

Luego de transcurrido el tiempo, a partir de un batch de SiNPs estériles se realizaron diluciones
seriadas al medio en un rango de concentraciones de 125 ug/mL - 16000 pg/mL, las cuales luego se
mezclaron en relacién 1:1 con medio de cultivo DMEM 2X completo. A continuacion, se removié el
medio de cultivo de las células y se realizd un lavado con PBS 1X. Posteriormente se adicionaron 100
uL de cada solucidon de SiNPs con medio de cultivo. Ademas, se realizaron controles de viabilidad sin
SiNPs, y controles de muerte utilizando Triton X-100 al 0,5%. La placa fue incubada durante 24 horas
a 37°C, se removio el sobrenadante y se realiz6 un lavado con PBS 1X. A continuacion, se
adicionaron 100 pL de medio de cultivo fresco y 30 pL de una solucién de MTT a una concentracién
de 1,7 g/L, y se incubd durante 3 horas a 37°C. Seguidamente, se removieron 75 yL de medio de
cada pocillo y se mezclé el liquido remanente con 50 uyL de DMSO. Finalmente, la placa se incubo
durante 10 minutos a 37°C y se midi6 la absorbancia a 540 nm utilizando el lector de microplaca
Infinite® M200 PRO NanoQuant (Tecan) y el software i-control. Se realizaron seis réplicas para cada
concentracion de SiNPs, asi como también para los controles de viabilidad y muerte.

3.4.3.2.2. Ensayo con Cristal Violeta

3.4.3.2.21. SiNPs desnudas

En una placa de 96 pocillos se sembraron 3 x 10* células en un volumen total de 100 uL por pocillo,
en los bordes se colocé PBS 1X para evitar la incidencia de la evaporacion. La placa fue incubada
durante 24hs.

Luego de transcurrido el tiempo, a partir de un batch de SiNPs estériles se realizaron diluciones
seriadas al medio en un rango de concentraciones de 125 pg/mL - 16000 pg/mL, las cuales luego se
mezclaron con medio de cultivo DMEM 2X completo, en relacion 1:1 durante 60 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se removié el medio de cultivo de la placa y se realizé un
lavado con PBS 1X. Posteriormente se adicionaron 100 pyL de cada solucién de SiNPs con medio de
cultivo. Ademas, se realizaron controles de viabilidad sin SiNPs y controles de muerte utilizando
Triton-X100 al 0,5%. La placa fue incubada durante 24 horas a 37°C, se removio el sobrenadante y se
realizé un lavado con PBS 1X. A continuacién, se agregaron a cada pocillo 50 pyL de solucion de
Cristal Violeta y se incubd durante 20 minutos a 37°C. Luego de la incubacion se realizaron varios
lavados con agua hasta remover el exceso de colorante y se adicionaron 250 yL de 4cido acético al
20% por pocillo, homogeneizando suavemente hasta observar una coloracién uniforme. Finalmente,
se midi6 la absorbancia a 590 nm utilizando el lector de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant
(Tecan) y el software i-control. Se realizaron seis réplicas para cada concentracion de SiNPs, asi
como también para los controles de viabilidad y muerte.
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3.4.3.2.2.2. SiNPs con ADN

En una placa de 96 pocillos se sembraron 3 x 10* células en un volumen total de 100 uL por pocillo,
en los bordes se colocé PBS 1X para evitar la incidencia de la evaporacion. La placa fue incubada
durante 24 horas.

Luego de transcurrido el tiempo, a partir de un batch de SiNPs estériles se realizaron diluciones
seriadas al medio en un rango de concentraciones de 31,25 pg/mL - 16000 pg/mL, las cuales se
incubaron con una solucién de plasmido pBAD/His vacio (Thermo Scientific, #V43001) (ver Figura A3
del Anexo) a 20 pg/mL en relacién 1:1 durante 60 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
adicioné medio de cultivo DMEM 2X completo a cada solucién en igual proporcion. A continuacion, se
removié el medio de cultivo de la placa y se realiz6 un lavado con PBS 1X. Posteriormente se
adicionaron 100 yL de cada solucién de SiNPs. Ademas, se realizaron controles sin SiNPs y controles
de muerte utilizando Triton-X100 al 0,5%. La placa fue incubada en una estufa de cultivo durante 24
horas a 37°C, se removid el sobrenadante y se realizé un lavado con PBS 1X. A continuacién, se
agregaron a cada pocillo 50 uL de solucion de Cristal Violeta y se incubé durante 20 minutos a 37°C.
Luego de la incubacion se realizaron varios lavados con agua hasta remover el exceso de colorante y
se adicionaron 250 pL de acido acético al 20% por pocillo, homogeneizando suavemente hasta
observar una coloracion uniforme. Finalmente, se midié la absorbancia a 590 nm utilizando el lector
de microplaca Infinite® M200 PRO NanoQuant (Tecan) y el software i-control. Se realizaron seis
réplicas para cada concentracién de SiNPs, asi como también para los controles de viabilidad y
muerte.

3.4.3.3. Ensayos de transfeccién utilizando el
nanovehiculo de silica

En una placa de 24 pocillos 1 x 10° células en un volumen total de 500 uL por pocillo, y se incubd
durante 24 horas.

Luego de transcurrido el tiempo, se ensamblaron las soluciones a utilizar, mezclando en relacion 1:1
las SiNPs (a concentraciones de 500 ug/mL y 1000 pg/mL) con una solucién que contenia el plasmido
2A-Puro-G1 a una concentracion de 20 ug/mL. Se incubd a temperatura ambiente durante una hora y
luego se adicion6 medio de cultivo DMEM 2X completo a cada solucién en igual proporcion. A
continuacion, se removié el medio de cultivo de la placa y se realizé un lavado con PBS 1X.
Seguidamente, se adicionaron 500 pL de las soluciones de transfeccion correspondientes y se incub6
durante 72 horas a 37°C. Se realizé un control sin transfectar y cada condicién fue estudiada por
duplicado.

Por otra parte, se realizé un control positivo de transfeccién utilizando lipofectamina. Para ello, se
realizaron dos mezclas en paralelo. En un tubo se mezclaron 1000 ng de ADN con 50 yL de DMEM
sin suplementar, y en otro 4 pL de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, #11668019) con 50 yL de DMEM
sin suplementar. Ambos fueron incubados durante 5 minutos y luego se mezclé el contenido de los
tubos y se volvié a incubar durante 25 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se removio el
medio de cultivo de la placa y se realizé un lavado con PBS 1X. Seguidamente, se adicion6 a cada
pocillo 450 uL de medio DMEM completo y 50 uL de la solucién de transfeccién y se incub6 durante
24 horas a 37°C. Luego de transcurrido el tiempo, se quité el medio de transfeccion, se realizé un
lavado con PBS 1X. Seguidamente, se adicion6 un medio de seleccidon compuesto por DMEM
completo con puromicina a 0,25 ug/mL y se incubd nuevamente durante 24 horas. Por ultimo, se
removié el medio de seleccion, se realizd un lavado con PBS 1X y las células fueron incubadas
durante 24 horas en medio de cultivo DMEM completo para su recuperacion.
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Al finalizar la transfeccion de todas las condiciones, se removi6 el medio de cultivo de los pocillos, se
realizé un lavado con PBS y se fripsinizaron las células. Las fracciones obtenidas fueron
centrifugadas y se almacenaron los pellets a -20 °C para estudios posteriores.

En una segunda instancia de transfeccion se emplearon SiNPs a concentraciones de 62,5 ug/mL y
125 pg/mL, utilizando el mismo esquema de cultivo, seleccion y recuperacion que para las células
transfectadas con lipofectamina.

3.4.3.4. Evaluacion de la eficiencia de Ia
mutacion

3.4341. PCR

A partir de los pellets obtenidos en el punto 4.3.3, se realiz6 una extraccion de ADN gendmico segun
lo establecido en la seccién 2.3 de los procedimientos generales. Luego, se llevd a cabo una reaccién
de PCR para amplificar una regién del gen CASP8AP2 utilizando la enzima Taq DNA Polymerase
(NEB, #M0273L) y siguiendo el ciclado presentado en la Tabla 7 (ver primers en Tabla A9 del Anexo).
El resultado se visualizé en un gel de agarosa al 1%. Aquellas reacciones que presentaron una banda
cercana a los 600 pb se purificaron utilizando el kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega, A9281) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 7. Condiciones de reaccion de la PCR para amplificar el gen CASP8AP2 en la linea
HEK-293.

Temperatura Tiempo Ciclos
Inicial 95°C 30 segundos 1
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
Annealing 59°C 30 segundos 35
Extension 68°C 25 segundos
Extension final 68°C 5 minutos 1
3.43.4.2. Ensayo de restriccion del

heteroduplex

Para la desnaturalizacion e hibridacion aleatoria de las hebras, en un termociclador se colocaron
300 ng de las muestras de ADN purificadas en el punto 4.3.3.1.1, siguiendo el programa presentado
en la Tabla 8. Al finalizar, se afadio la enzima T7E1 (NEB, #M0302S) y se incub6 durante 15 minutos
a 37°C. Posteriormente, la enzima fue inactivada afiadiendo EDTA 0,25 M.

Para la primera instancia de transfeccion, el resultado de la digestion enzimatica se visualizdé en un
gel de acrilamida al 10%, sin embargo, en la segunda instancia se utilizé un gel de agarosa al 3%.
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Tabla 8. Condiciones de incubacién para la

desnaturalizaciéon e hibridacion del producto de

PCR.
Paso Temperatura Tiempo Temperatura/Tiempo
1 95°C 5 minutos -
2 95°C - 85°C - —2°Cls
3 85°C - 25°C - —-0,1°C/s
3.4.3.4.3. Ensayo de movilidad del heteroduplex

En paralelo al ensayo de restriccién del heteroduplex, en un termociclador se colocaron 400 ng de las
muestras de ADN purificadas en el punto 4.3.3.1.1, siguiendo el programa presentado en el punto
4.3.3.1.2. El producto rehibridado se visualizd en un gel de acrilamida al 10%.

Analisis estadistico

El analisis estadistico para los ensayos de citotoxicidad se realizé utilizando el software GraphPad
Prism 8. Se realizé6 un Analisis de Varianza (ANOVA) de un solo factor y en caso de obtener
diferencias significativas (p < 0,05) se aplicé la prueba de Dunnett.
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4. Resultados obtenidos y discusion

4.1. Nanoparticulas de oro como posible vehiculo de
transfeccion celular: preparacion de insumos

Tal como se menciond en la introduccién, las nanoparticulas de oro esféricas han sido reportadas
como potenciales vehiculos para el delivery de sistema CRISPR-Cas9. Sin embargo, para lograr un
delivery efectivo es necesario que estas sean capaces de superar diversas barreras tanto intra como
extracelulares. Es por este motivo que varios autores proponen como potencial alternativa, desarrollar
estrategias que permitan que los nanovehiculos sean capaces de responder a estimulos externos y
de esta manera poder controlar la administracién espacio temporal del sistema CRISPR-Cas9
(12,17,18).

En base a lo mencionado anteriormente, se planteé como idea inicial generar un nanovehiculo
conformado por un nucleo de oro esférico y recubierto con un polimero termosensible, capaz de
encapsular el sistema CRISPR-Cas9 sobre las AuNPs y liberarlos de forma controlada frente a un
estimulo externo (Figura 4A). En paralelo, se propuso generar un knock-out (KO) del gen GFP en la
linea celular NM2C5-GFP (NM2C5-KO-GFP) para posteriormente transfectarla con el nanovehiculo, a
modo de reparar dicha mutacion y evaluar si el sistema es efectivo (Figura 4B).
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Figura 4. (A) Esquema del nanovehiculo. Conformado por un nucleo de oro esférico y recubierto
con un polimero termosensible, que encapsula al sistema CRISPR-Cas9 en forma de ADN
plasmidico. (B) Transfeccién del nanovehiculo en una célula NM2C5-KO-GFP. El nanovehiculo
ingresa a la célula y libera el ADN plasmidico frente a un estimulo externo. Luego, el sistema
CRISPR-Cas9 induce la reparacion del gen GFP mediante HDR. Creado en BioRender.com.
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41.1. Sintesis del nanovehiculo de oro

4.1.1.1. Sintesis de AuNPs

Como se mencionoé anteriormente, tanto la toxicidad como la biocompatibilidad de las AuNPs estan
directamente relacionadas con su forma y tamafio. Debido a esto, resulta de vital importancia contar
con un método de sintesis robusto, que permita obtener nanoparticulas de tamafio y forma
homogénea. Para abordar la sintesis, se opté por utilizar el método de sintesis humeda planteado por
Turkevich, que consiste en reducir una sal de oro con una solucién de citrato de sodio dentro de un
medio acuoso en ebullicion y con agitacién vigorosa, permitiendo obtener una disolucion de
nanoparticulas de oro esféricas (23,37) (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica del método de Turkevich para la sintesis de AuNPs.

Siguiendo este método es posible obtener nanoparticulas esféricas de aproximadamente 16 nm.
Creado en BioRender.com.

Dado que en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT no se contaba con un sistema
cerrado, el proceso de sintesis se realizé en un sistema abierto empleando un matraz de vidrio tapado
y protegido de la luz. Tras sintetizar cinco batches de AuNPs (A - E), se obtuvieron cinco soluciones
coloidales de color rojo que fueron caracterizadas por espectroscopia UV-Vis y de acuerdo a su
movilidad en un gel de agarosa.
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41.1.2. Caracterizacion de AuNPs

41.1.21. Espectroscopia Ultravioleta - Visible
(UV-Vis)

El comportamiento plasménico de las nanoparticulas varia de acuerdo a su forma, tamafio y
composicién. Segun datos bibliograficos, las soluciones de AuNPs esféricas de entre 15 nm - 20 nm
presentan un color rojizo y exhiben un SPR dentro del rango entre 520 nm - 524 nm (32,50).

En la Figura 6 se muestran los espectros de absorcion obtenidos para todos los batches en su dia de
sintesis y en la Tabla 9 se especifican los valores del SPR. Como se puede observar, existen algunas
diferencias en los valores de cada batch, que se atribuyen al efecto de la evaporacion del medio de
sintesis al efectuarse en un sistema abierto. De todos modos, la gran mayoria de los batches
presentaron un valor de SPR dentro del rango esperado, lo que indica que las AuNPs sintetizadas
eran esféricas y poseian un tamafo de entre 15 nm - 20 nm.
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Figura 6. Analisis del comportamiento plasmoénico de los batches A - E de AuNPs en el dia de
sintesis. Las AuNPs sintetizadas presentaron un SPR dentro de un rango de 518 - 522 nm.

Tabla 9. Valores de SPR y absorbancia de los batches A - E de AuNPs en el dia de sintesis.

Batch | Promedio SPR Desvio estandar SPR AE;?)I:::;C::;a DZ:’Sigrzzt::igar
A 518,7 nm 0,14 1,07 0,05
B 522,2 nm 0,42 0,92 0,08
C 521,7 nm 0 0,99 0,09
D 519,8 nm 0,50 1,07 0,04
E 519,5 nm 0,07 0,93 0,01
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A su vez, se efectud un seguimiento individual para cada batch durante aproximadamente 15 dias.
Para ello, se realizé6 una inspeccion visual de las muestras y se tomaron medidas de SPR, en
intervalos de entre dos y cuatro dias (Tablas A1 - A5 del Anexo). Durante este tiempo no se observo
un corrimiento notorio del plasmén hacia longitudes de onda mayores, lo que se condice con los
colores que presentaban las soluciones al inspeccionarlas visualmente. Segun la bibliografia
consultada, estas observaciones indican que las AuNPs sintetizadas no se agregan durante el
periodo de tiempo estudiado (51). Sin embargo, luego de transcurrida una semana desde el proceso
de sintesis, las soluciones presentaban un precipitado visible de las particulas fuera de la suspension
coloidal. Este fenédmeno se denomina floculacién y normalmente precede a la agregacion, aunque a
diferencia de esta, puede ser reversible mediante ajustes en el pH de la solucién y sonicacion leve,
entre otros (51).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se considera que se adquirié robustez en la técnica de
sintesis de AuNPs siguiendo el método de Turkevich. De todos modos, varios autores recomiendan
no basarse unicamente en la espectroscopia UV - Vis como método de caracterizacion de las
nanoparticulas (52), por lo que en proximas instancias se podria evaluar el uso de otro método de
caracterizacién adicional como por ejemplo TEM / SEM (Transmission Electron Microscopy | Scanning
Electron Microscopy).

41.1.22. Estudio de movilidad de AuNPs por
electroforesis en gel de agarosa

Como se menciond anteriormente, las técnicas de caracterizacion permiten determinar parametros
como el tamafio, la forma y la carga superficial de las AuNPs, los cuales son aspectos importantes a
tener en cuenta previo a realizacion de ensayos celulares. Una de las técnicas mas empleadas para
caracterizar la funcionalizaciéon de este tipo de nanoparticulas es la electroforesis en gel de agarosa,
ya que cuando las AuNPs interaccionan con las biomoléculas, estas aumentan su tamafio y su
movilidad electroforética disminuye en relacion con la de las nanoparticulas sin funcionalizar (53).

Con el fin de determinar las condiciones de siembra para visualizar las AuNPs de forma 6ptima en un
gel de agarosa, y poder separarlas segin su grado de funcionalizacion en estudios posteriores, se
estudié la movilidad y la aparicion de bandas visibles en un gel de agarosa luego de centrifugar las
AuNPs sintetizadas a diferentes velocidades, y probando diferentes volumenes de siembra de AuNPs
sin centrifugar. Cabe aclarar que, durante el proceso de sintesis por el método de Turkevich, el citrato
de sodio funciona como agente reductor y estabilizador, proporcionando a las AuNPs una carga
superficial negativa. Ademas, debido al color rojizo que presenta la solucién, no fue necesario utilizar
ningun tipo de tincion.

Al estudiar diferentes volumenes de siembra sin centrifugar no se obtuvieron bandas visibles, lo que
demuestra que el paso de centrifugacion es necesario para lograr visualizar a las AuNPs en un gel de
agarosa.

Por otra parte, en la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos al estudiar el efecto de diferentes
velocidades de centrifugacion. Como se puede observar, para todas las condiciones se visualiza una
Unica banda de color rojo de igual movilidad electroforética, que comienza a distinguirse con mayor
claridad a velocidades de centrifugacion mas altas (4500 rpm - 5000 rpm). Esto indica que a estas
velocidades se logra obtener un pellet con mayor concentracion de AuNPs sin generar la agregacion
de las mismas.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% para el estudio de AuNPs frente a diferentes
velocidades de centrifugacion. Las AuNPs se centrifugaron en un rango entre 2000 rpm -
5000 rpm. Se realizé un control sin centrifugar (S/C).

De acuerdo a datos bibliograficos, la velocidad recomendada para centrifugar AuNPs esféricas de
15 nm es de 12000 rpm, mientras que para las de 20 nm se recomienda 10000 rpm (54). Por este
motivo, se considera que deberian realizarse mas estudios a velocidades superiores para evaluar el
comportamiento de las AuUNPs en términos de movilidad y agregacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos luego de la sintesis y la caracterizacion de las AuNPs, se logré
adquirir robustez en la técnica para sintetizar AUNPs esféricas de entre 15 nm - 20 nm, y se determiné
que estas se mantienen estables y sin agregarse durante un periodo aproximado de 15 dias. A su
vez, se determind que solamente se pueden visualizar en un gel de agarosa luego de someterlas a un
paso de centrifugacion de al menos 4500 rpm durante 10 minutos.

Como se menciond anteriormente, una vez sintetizadas y caracterizadas las AuNPs, se iba a
ensamblar el nanovehiculo adicionando la cubierta polimérica e incorporando el ADN plasmidico. Con
el fin de comprobar si el nanovehiculo resultaba efectivo, se planted utilizarlo para reparar una
mutacién conocida en una linea celular.

Para ello, en primer lugar, se propuso generar un KO en el gen GFP de la linea celular NM2C5-GFP
(NM2C5-KO-GFP), empleando el sistema CRISPR-Cas9 en forma de ADN plasmidico y utilizando
métodos de transfeccién tradicionales. A continuacion, se estudiaria la poblacién celular generada sin
fluorescencia y se seleccionaria una mutacion que fuese relativamente facil de reparar. Luego, en
base a la informacion obtenida, se disenaria e incorporaria un molde de reparacién en el
nanovehiculo junto con el resto de los componentes del sistema CRISPR-Cas9, para posteriormente
transfectar las células NM2C5-KO-GFP. Finalmente, si luego del ensayo se lograba detectar
fluorescencia, se lograria determinar que el nanovehiculo funcionaba de forma correcta.
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41.1.3. Generacion de la linea celular
NM2C5-KO-GFP

41.1.3.1. Caracterizacion de los plasmidos

Para generar el KO del gen GFP se decidié utilizar el sistema CRISPR-Cas9. Para esto, se
adquirieron dos plasmidos, uno que codifica para la enzima spCas9 (2A-Puro), y otro que codifica
para la secuencia sgARN (EGFP), los cuales fueron caracterizados para verificar su identidad. Para
ello, se realiz6 una minipreparacion de ADN plasmidico para ambos plasmidos, seguido de
digestiones enzimaticas (utilizando enzimas de restriccion diferentes) a modo de obtener un patrén de
restriccion caracteristico y posteriormente visualizarlo mediante una electroforesis en gel de agarosa.

Para el plasmido 2A-Puro se seleccionaron las enzimas EcoRI y Ncol. En la Figura 8 se muestran los
resultados obtenidos.

Kb MPM EcoRl Ncol

Figura 8. Andlisis de la digestion del plasmido 2A-Puro mediante electroforesis en gel de
agarosa 1,5%. (MPM) Marcador de peso molecular, (EcoRI) Digestion con EcoRI, (Ncol) Digestién
con Ncol.

Segun las predicciones del software NEBCutter, al digerir el plasmido 2A-Puro con la enzima EcoRl
se esperan obtener fragmentos de 8508 pb y 669 pb, mientras que al digerirlo con la enzima Ncol se
esperan fragmentos de 8647 pb y 527 pb. Como se puede observar, los resultados obtenidos

coinciden con los resultados esperados, por lo que se confirma la identidad del plasmido 2A-Puro.

Por otra parte, para el plasmido EGFP se seleccioné la enzima de restriccion Hinfl. En la Figura 9 se
muestran los resultados obtenidos.
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Figura 9. Analisis de la digestion del plasmido EGFP mediante electroforesis en gel de agarosa
1,5%. (MPM) Marcador de peso molecular, (Hinfl) Digestion con Hinfl.

43



Segun las predicciones del software NEBCutter, al digerir el plasmido EGFP con la enzima Hinfl se
esperan obtener cuatro fragmentos de 1021 pb, 517 pb, 423 pb y 318 pb. Como se puede apreciar, se
obtuvo el patrén esperado, confirmando la identidad del plasmido.

41.1.3.2. Ensayos de transfeccion en la linea
NM2C5-GFP por métodos

tradicionales

NM2C5-GFP es una linea celular desarrollada mediante la transduccion del gen GFP en la linea
celular NM2C5 proveniente de melanoma humano. Para generar el KO de dicho gen, se utilizd el
sistema CRISPR-Cas9 codificado por los plasmidos 2A-Puro y EGFP. Para la transfeccién del
sistema, se utilizaron dos de los métodos tradicionales mas empleados (lipofectamina y
co-precipitacion con fosfato de calcio) y posteriormente se realizé un analisis mediante citometria de
flujo.

En la Figura 10 se muestran los histogramas obtenidos para la primera instancia de transfeccion, y en
la Tabla 10 se muestra el efecto de cada reactivo de transfeccion sobre la viabilidad celular.
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Figura 10. Histogramas de superposicion obtenidos luego de la primera instancia de
transfeccion del sistema CRISPR-Cas9 en células NM2C5-GFP utilizando lipofectamina y
fosfato de calcio.

Como se puede observar, en el control sin transfectar se detectaron tres picos con distinta intensidad
de fluorescencia, que corresponden a tres poblaciones celulares diferentes. Posiblemente esto se
deba a la presencia de mas de una copia del gen GFP dentro del genoma de las células estudiadas,
resultando en una expresién desigual de esta proteina en diferentes poblaciones.

Tabla 10. Porcentajes de viabilidad celular obtenidos luego de la primera instancia de
transfeccion.

Condicion Células muertas (%) Células vivas (%)
Control sin transfectar 3,3 94,5
Lipofectamina 1:2 32,6 60,4
Lipofectamina 1:4 63,6 321
Fosfato de Calcio 5,6 91,2
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Cuando las células fueron transfectadas utilizando lipofectamina en relacion 1:2 se produjo una
disminucién en las dos poblaciones con mayor intensidad de fluorescencia, mientras que la poblaciéon
restante se mantuvo relativamente incambiada. Al utilizar la relacion 1:4 de lipofectamina se visualizd
una disminucion significativa de las tres poblaciones. Estos resultados podrian indicar que si
efectivamente se generé un KO, este solamente ocurrio en algunas copias del gen.

Otro escenario posible, es donde ocurre el KO en todas las copias del gen, pero no se proporciona el
tiempo suficiente para que las proteinas GFP ya sintetizadas se degraden. Sin embargo, se vié que a
medida que aumenta la concentracion de lipofectamina aumenta la tasa de muerte celular, generando
una reduccién superior al 30% en la viabilidad al utilizar la relacién 1:2, y un elevado descenso en la
relacién 1:4 (mas del 60%). Teniendo esto en consideracién, es probable que la reduccién en la
intensidad de fluorescencia detectada en ambos casos se deba a una disminucién en la expresién de
la proteina a medida que las células mueren.

Por otra parte, al transfectar con fosfato de calcio no se observaron cambios notorios en la intensidad
de fluorescencia ni en la viabilidad con respecto al control sin transfectar.

De acuerdo a estos resultados, se puede inferir que el sistema CRISPR-Cas9 no logra ingresar a las
células o no logra actuar sobre el gen target. En base a esto, se propuso modificar las condiciones de
transfeccion, removiendo la lipofectamina luego de 6 horas con el fin de disminuir la tasa de muerte
celular y ampliar el tiempo de recuperacion. Con este cambio se busco proporcionar el suficiente
tiempo para que el sistema CRISPR-Cas9 se ensamble de forma correcta y se dirija hacia el gen
target, asi como también para permitir la degradacion de proteinas fluorescentes residuales. Por otra
parte, respecto a la transfeccion con fosfato de calcio, se optéd por incubar las células con los
complejos durante 48 horas sin proporcionarles tiempo de recuperacion, ya que al incubar durante 24
horas no se visualizaron cambios con respecto a los niveles de fluorescencia detectada, ni en cuanto
a la viabilidad celular.

En la Figura 11 y en la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos en la segunda instancia de
transfeccion. Como se puede observar, al igual que en la instancia anterior, se detectaron tres
poblaciones celulares con diferentes intensidades de fluorescencia en el control sin transfectar.
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Figura 11. Histogramas de superposicion obtenidos luego de la segunda instancia de
transfeccion del sistema CRISPR-Cas9 en células NM2C5-GFP utilizando lipofectamina y
fosfato de calcio.

Con respecto a las transfecciones utilizando lipofectamina, en ambas relaciones no se observaron
diferencias entre la intensidad de fluorescencia emitida por las células del control y las células
transfectadas. En cuanto a la viabilidad, la lipofectamina en relacion 1:4 generé una muerte celular
superior al 30%. Sin embargo, al utilizar la relacion 1:2 se obtuvieron valores similares al control sin
transfectar, por lo que, se podria asumir que bajo estas condiciones la lipofectamina no tiene un
efecto negativo sobre la viabilidad celular.
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Tabla 11. Porcentajes de viabilidad celular obtenidos luego de la segunda instancia de
transfeccion.

Condicion Células muertas (%) Células vivas (%)
Control sin transfectar 14,9 87,9
Lipofectamina 1:2 12,5 89,7
Lipofectamina 1:4 321 71,3
Fosfato de Calcio 45,7 57,9

Por otra parte, en la transfeccién con fosfato de calcio se observé un desplazamiento hacia las
poblaciones celulares mas fluorescentes. Segun Guo et al, esto podria deberse a que algunos
reactivos de transfeccion como el fosfato de calcio pueden producir sefiales fluorescentes que pueden
confundirse con la sefal generada por la proteina GFP (55). Ademas, se observé que la incubacién
con los complejos durante 48 horas generd un descenso en la viabilidad de alrededor del 50%.

Comparando los resultados obtenidos en ambas instancias de transfeccién, se demostré que, si bien
al incubar las células con lipofectamina durante un periodo de tiempo mas reducido es posible
disminuir la tasa de muerte celular, en ninguna de las relaciones se logré visualizar una disminucion
en la intensidad de fluorescencia. Por otra parte, al utilizar fosfato de calcio como reactivo de
transfeccion, se observé que a mayores tiempos de incubacion la tasa de muerte celular aumenta sin
disminuir la intensidad de fluorescencia. Por lo tanto, se puede establecer que no se logré generar el
KO del gen GFP debido a que la linea celular NM2C5-GFP pareceria no ser susceptible a los
métodos de transfeccion utilizados, bajo las condiciones estudiadas.

Se ha visto que algunas lineas celulares resultan refractarias frente algunos métodos de transfeccion
(56), por lo que para las células NM2C5-GFP se podrian probar otros métodos alternativos, tales
como la electroporacion. En cualquier caso, estos resultados no pueden ser comparados con otros
estudios similares, ya que no hay numerosos reportes bibliograficos en donde se utilice esta linea
para ensayos de transfeccion celular.

Dado que el abordaje metodoldgico para la sintesis la sintesis de AUNPs en esterilidad resultaba muy
complejo, y que ademas se requeria incorporar un polimero termosensible, se decidié no avanzar en
esta direccion, y cambiar la naturaleza del nanomaterial a utilizar, sustituyendo el nucleo de oro por
uno de silica. Con este cambio se buscéd simplificar la estructura del nanovehiculo, ya que este
permitiria adsorber directamente el ADN plasmidico a su superficie, evitando el uso del polimero.

En base a esta informacion y a los resultados obtenidos, en donde la linea celular NM2C5-GFP no
pudo ser transfectada utilizando dos de los métodos tradicionales mas empleados, se decidio
reestructurar el ensayo. En lugar de inducir un KO en el gen GFP por métodos tradicionales para
luego repararlo utilizando el nanovehiculo, se decidié simplificar la estrategia y directamente utilizar el
nanovehiculo para generar el KO.

Adicionalmente, a pesar de que no se logré generar una mutacioén en la linea NM2C5-GFP mediante
métodos tradicionales, esta no fue descartada para los ensayos posteriores con el nanovehiculo a
base de silica, ya que se ha visto que existe una correlacién entre la composicion quimica del
vehiculo de transfeccion y su capacidad para entregar los acidos nucleicos (57).

46



4.2. Nanoparticulas de silica como posible vehiculo
de transfeccion celular

Como se menciond en la introduccidn, las nanoparticulas de silica presentan varias propiedades
interesantes tales como su biocompatibilidad, baja toxicidad, y tamafo ajustable de los poros. Es por
este motivo que se presentan como potenciales candidatas para aplicaciones como el delivery de
acidos nucleicos (40-42).

En base a esto, se optd por desarrollar un nuevo nanovehiculo a base de silica y luego utilizarlo para
transfectar la linea celular NM2C5-GFP, a modo de generar un KO en el gen GFP y de esta manera
evaluar si el sistema es efectivo (Figura 12). Adicionalmente, con el fin de poder realizar mas
ensayos, se propuso cambiar el método de deteccién de la mutacidon por técnicas de biologia
molecular, debido a que el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay no cuenta
con un citémetro de flujo propio.
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Figura 12. (A) Esquema del nanovehiculo. Conformado por un nucleo de silica mesoporoso y
recubierto con ADN plasmidico que codifica para el sistema CRISPR-Cas9. (B) Transfeccion del
nanovehiculo en una célula NM2C5-GFP. El nanovehiculo ingresa a la célula y libera el ADN
plasmidico. Luego, el sistema CRISPR-Cas9 induce una mutacién en el gen GFP, la cual impide su
expresion. Creado en BioRender.com.
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4.21. Sintesis del nanovehiculo de silica

4.21.1. Sintesis y estimacion de la
concentracion de SiNPs

Como fue mencionado anteriormente, existen diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas de
silica. Sin embargo, en los Ultimos tiempos el desarrollo de enfoques biomiméticos ha sido el foco de
varios investigadores, ya que a diferencia de los métodos tradicionales estos son mas rapidos y
utilizan condiciones de sintesis mas suaves, dado que no involucran el uso de solventes organicos, ni
requieren de etapas de curado a temperaturas elevadas, entre otros. En ese sentido, se optd por
utilizar el método de sintesis biomimética planteado por Jackson et al. (Figura 13), que utiliza una
proteina globular como molde para mejorar la homogeneidad de las nanoparticulas obtenidas.
Adicionalmente, este método permite obtener SiNPs con una alta carga superficial positiva (40). Esto
resulta de especial interés para su aplicacion como base de un nanovehiculo para transfectar células,
ya que idealmente serian capaces de adsorber el ADN plasmidico (que codifica para el sistema
CRISPR-Cas9) en su superficie de forma sencilla.
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Figura 13. Representaciéon esquematica del método de Jackson et al. para la sintesis de SiNPs.
Siguiendo este método es posible obtener nanoparticulas esféricas mesoporosas de entre 250 nm -
380 nm. Creado en BioRender.com.

El Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay no dispone de un equipo que permita
caracterizar este tipo de nanoparticulas, ya que diferencia de las AuNPs, las SiNPs no exhiben un
SPR, por lo que no pueden ser caracterizadas mediante espectroscopia UV - Vis. De todos modos, a
los efectos de continuar con los objetivos planteados, se considera que tras realizar varias reacciones
de sintesis siguiendo el método puesto a punto por Jackson et al. se adquirid experiencia en la
técnica, lo que permitié obtener batches reproducibles. Al mismo tiempo, a partir del peso seco de las
SiNPs y los tubos utilizados para su sintesis, se determiné que en cada reacciéon se obtiene una
concentracion de 74,3 mg/mL.
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4.21.2. Ensayo de adsorcion de ADN plasmidico
sobre SiNPs

Debido a la naturaleza hibrida de las SiNPs, los grupos aminos del PEI que quedan expuestos en su
superficie le confieren una carga positiva (40). Esto permite que las moléculas de ADN se adsorban
de forma sencilla, y a su vez se puedan desplazar aplicando una solucién salina.

Con el fin de estudiar las interacciones que ocurren entre el ADN plasmidico y las SiNPs, en una
primera instancia se incubaron SiNPs en rangos de concentraciones entre 125 pg/mL - 1000 pg/mL
junto con 20 ng/uL de ADN plasmidico. Sin embargo, al cuantificar las fracciones obtenidas, se
observé que los valores se encontraban cercanos al limite de detecciéon del equipo. A su vez, se
detecté que una fuente de error en este experimento son las nhumerosas diluciones seriadas de las
SiNPs. Esto se debe a que este tipo de nanoparticulas se agregan y decantan rapidamente, lo que
contribuye a tomar fracciones poco representativas de la solucidon. Debido a esto, se ajustaron los
parametros para aumentar la concentracion de los reactivos y disminuir los volimenes de trabajo.
Para las SiNPs se utilizd una unica concentracion de 3000 pg/mL, mientras que para el ADN
plasmidico se utilizaron 30 ng/uL.

Como se menciond, en la segunda instancia se les ofrecié a las SiNPs 30 ng/pL de la mezcla de
plasmidos 2A-Puro y EGFP (fraccion denominada aplicado). Luego de la incubacion, se realizé una
centrifugacién para separar aquellos pldsmidos que no se adsorbieron a las nanoparticulas (fraccién
denominada sobrenadante). Posteriormente se realiz6 un lavado con agua ultrapura para quitar el
ADN que quedd atrapado entre las SiNPs cuando estas decantan, pero que no se encuentra unido a
ellas mediante interacciones electrostaticas (fraccién denominada lavado). Por ultimo, se realiz6 un
paso de elucion utilizando NaCl 500 mM con el fin de desplazar las moléculas de ADN unidas a las
SiNPs de forma idnica (fraccion denominada eluido). En la Figura 14 se muestra un esquema de
ensayo realizado.
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Figura 14. Esquema del ensayo de adsorciéon de ADN plasmidico sobre SiNPs.

Para determinar la cantidad de ADN plasmidico presente en todas las fracciones obtenidas, estas
fueron cuantificadas y posteriormente se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. En la Tabla
12 y en la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 12. Valores de concentracidon obtenidos en cada etapa del ensayo de adsorcion de ADN
sobre las SiNPs.

Condicién Concentracién (ng/uL)
Aplicado 30
Sobrenadante 4
Lavado 0,75
Eluido 1,1

Como se puede observar, para la fraccion correspondiente al sobrenadante, se cuantificaron 4 ng/uL
de plasmidos. Esto podria denotar que la superficie de las SiNPs se encuentran en condiciones de
saturacioén, ya que en el medio de reaccion se detecté un remanente de los plasmidos ofrecidos, por
lo que bajo esas condiciones las nanoparticulas estarian en su maxima capacidad de carga y no
podrian adsorber mas moléculas de ADN.

Con respecto a la fracciéon obtenida para el lavado, la baja cuantificacién de ADN indica que solo una
pequefia cantidad del mismo queda retenido entre las SiNPs sin adsorberse a ellas. Por su parte, la
baja cuantificacién en el eluido indica que luego de una incubacion de 10 minutos con NaCl 500 mM
no se logra desplazar la unioén entre los plasmidos y las SiNPs.
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Figura 15. Analisis mediante electroforesis en gel de agarosa 1% de las fracciones obtenidas
en cada etapa del ensayo de adsorcion de ADN sobre las SiNPs. (MPM) Marcador de peso
molecular, (A) Aplicado, (SBN) Sobrenadante, (L) Lavado, (E) Eluido.

Luego de analizar la fraccion correspondiente al lavado mediante electroforesis en gel de agarosa, no
se detecté una banda como la que se visualiza en el carril correspondiente al aplicado, pero se puede
observar un patréon de bandas en un rango de pesos moleculares entre 1000 pb - 500 pb. Esto podria
indicar que los plasmidos recuperados luego de esta etapa se encuentran degradados, posiblemente
debido a una contaminacion con DNAsas, ya que el procedimiento se realiz6 en mesada bajo
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condiciones no estériles. Para la fraccion correspondiente al eluido también se detecta el mismo
patrén de bandas que para el lavado, sin embargo, estas son mas pequefias y tenues, lo que se
atribuye a la pérdida de ADN luego del paso de purificacion y a la pérdida de volumen a la hora del
sembrado de la muestra.

Al finalizar el ensayo, entre las fracciones correspondientes al sobrenadante, lavado y eluido no se
logré obtener la cantidad inicial de ADN ofrecido a las SiNPs. Estos resultados demuestran que las
interacciones electrostaticas que ocurren entre las SiNPs y el ADN plasmidico son muy fuertes. A
pesar de esto, podrian estudiarse condiciones de elucién mas fuertes, como concentraciones de sal
mas elevadas, inducir cambios de pH en el medio, o someter a la muestra a temperaturas elevadas.

4.2.2. Ensayos sobre la linea celular NM2C5-GFP

4.2.21. Ensayo de citotoxicidad

Una de las caracteristicas que se busca al desarrollar nuevas estrategias para la transfeccién de
lineas celulares es que el método genere baja toxicidad celular (58). En base a esto se decidid
estudiar un rango amplio de concentraciones de SiNPs, a modo de establecer un rango seguro de
trabajo, en el cual estas no generen un efecto citotoxico sobre la linea celular NM2C5-GFP.

Una de las estrategias mas empleadas para estudiar la citotoxicidad de un compuesto sobre una linea
celular consiste en realizar un ensayo con MTT. Este se basa en la capacidad de las células
metabdlicamente activas para reducir sales de tetrazolio como el MTT (bromuro de
2-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-2H-tetrazolio), produciendo cristales violetas de un compuesto
insoluble denominado formazan. Este posteriormente es disuelto en un solvente organico y a partir de
mediciones de absorbancia relativas a un control, permite determinar el porcentaje de células viables
después de tratarlas con concentraciones variables del reactivo en estudio (59).

De momento, no se disponen datos bibliograficos acerca de la citotoxicidad de las SiNPs sobre la
linea celular NM2C5-GFP. Por este motivo, para determinar el rango de concentraciones de SiNPs a
estudiar con MTT, se utilizé como referencia un estudio que emplea nanoparticulas de silica hibridas
en la linea celular MIA PaCa-2 (60). Si bien dicho estudio utiliza un rango de concentraciones entre
62,5 yg/mL - 1000 ug/mL, en este ensayo se optd por quitar la concentracion mas baja e incluir
algunos valores mas altos para ampliar el rango de analisis hasta 4000 ug/mL.

Al finalizar el ensayo se graficé la viabilidad celular en funcion de las concentraciones de SiNPs
utilizadas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 16. A partir del andlisis estadistico
realizado, no se detectaron disminuciones significativas en la viabilidad celular. Esto indica que en el
rango estudiado, las SiNPs no parecerian ser toxicas en la linea celular NM2C5-GFP. En base a estos
resultados, se eligi6 como rango de trabajo para ensayos posteriores concentraciones de SiNPs de
entre 125 pg/mL - 2000 pg/mL.
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Figura 16. Analisis del efecto citotéxico que presentan las SiNPs sobre la linea celular
NM2C5-GFP utilizando MTT.

4.2.2.2. Ensayo de transfeccion utilizando el
nanovehiculo de silica

Tras determinar el rango de concentraciones en las cuales las SiNPs no resultan toxicas sobre las
células NM2C5-GFP, se prosiguié con los ensayos de transfeccion para intentar generar el KO sobre
el gen GFP. Para esto, el nanovehiculo fue ensamblado e incubado con las células durante 72 horas.

Si el nanovehiculo es efectivo, los componentes del sistema CRISPR-Cas9 son internalizados en las
células, generando que este ingrese al nucleo y produciendo un corte en la doble hebra. Como el
nanovehiculo no contiene un molde de reparacion, se induce el mecanismo de reparacion celular por
NHEJ, generando asi pequeias inserciones o deleciones en la region del gen de interés. Debido a
esto, se obtiene una poblacion heterogénea, donde cada célula transfectada puede presentar una
secuencia distinta. En la Figura 17 se muestra la secuencia del gen GFP a la cual se encuentra
dirigido el sgARN codificado en el plasmido EGFP.
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Figura 17. Sitio target al cual se encuentra dirigido el sgARN codificado en el plasmido EGFP.
(A) Region del gen. (B) Secuencia del gen. Creado en SnapGene.
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42.22A1. Evaluacion de la eficiencia de la
mutacion

Luego de realizar la transfeccidon con SiNPs en la linea NM2C5-GFP, se realizé una extraccién del
ADN gendmico de las células a estudiar y se amplific6 un fragmento del gen GFP mediante una
reaccion de PCR. Utilizando el software Primer-BLAST se determind que el amplicon esperado tenia
un tamafio de 546 pb.

El resultado de la PCR del ADN genémico se visualizd en una electroforesis en gel de agarosa (ver
Figura 18). Como se puede observar, para todas las condiciones de transfeccion se logré amplificar
un fragmento con el tamafio esperado. Ademas, en algunos carriles se visualiza una banda mas
tenue de un tamafio aproximado de 1000 pb, que se atribuye a amplificaciones inespecificas.

Kb MPM ST 2000 1000 500 250 125 C-

Figura 18. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacion del gen GFP
por PCR. (MPM) Marcador de peso molecular, (S/T) Células sin transfectar, (2000 - 125) Células
transfectadas utilizando SiNPs en concentraciones entre 2000 ug/mL - 125 pg/mL respectivamente,
(C -) Control negativo de PCR.

A partir del producto de PCR de la secuencia mutada, los amplicones pueden desnaturalizarse y
rehibridarse para obtener un heteroduplex, es decir, obtener dos hebras unidas que portan
secuencias diferentes (ya sea un amplicon wildtype y un amplicon mutante, o dos amplicones que
portan mutaciones diferentes). Debido a estas, se generan bucles en los heteroduplex, denominados
mismatches. El ensayo de restriccion del heteroduplex es una técnica que se utiliza para detectar las
mutaciones inducidas. Este se basa en el uso de endonucleasas capaces de reconocer y escindir los
mismatches en fragmentos mas pequefios, que luego pueden ser analizados mediante electroforesis
(61).

En la Figura 19 se muestra un esquema del funcionamiento de este ensayo.
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Figura 19. Representacion esquematica del ensayo de restriccion del heteroduplex. Creado en
BioRender.com.

Posteriormente, para evaluar la eficiencia de la transfeccion se realizd un ensayo de restriccion de
heteroduplex con la endonucleasa | T7 (T7E1) utilizando todas las muestras. Los fragmentos
obtenidos luego de la digestidon se resolvieron mediante una electroforesis en gel de acrilamida. En la
Figura 20 se muestran los resultados obtenidos.

Kb MPM S/T 2000 1000 500 250 125

Figura 20. Andlisis del ensayo de restriccion del heteroduplex en el gen GFP con T7E1 en gel
de acrilamida 10%. (MPM) Marcador de peso molecular, (S/T) Células sin transfectar, (2000 - 125)
Células transfectadas utilizando SiNPs en concentraciones de entre 2000 pg/mL - 125 pg/mL
respectivamente.

Como se observa, para todas las muestras analizadas se visualiza una Unica banda, indicando que la

enzima T7E1 no detectd heteroduplex presentes en el medio de reacciéon. Con estos resultados se
podria inferir que el sistema CRISPR-Cas9 no fue capaz de inducir una mutacién, ya sea porque la
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transfeccion no fue exitosa, o porque los plasmidos no lograron expresarse de forma correcta dentro
de las células y alcanzar su target.

En base a los resultados obtenidos, en donde la linea celular NM2C5-GFP no pudo ser transfectada
utilizando dos de los métodos tradicionales mas empleados, ni un método novedoso basado en
SiNPs, se decidié reestructurar nuevamente el ensayo. Para ello se opté por utilizar la linea celular
HEK-293, y se eligié un nuevo gen target, ya que esta linea no expresa GFP.

4.2.3. Ensayos sobre la linea celular HEK-293

Segun datos bibliograficos, HEK-293 es una de las lineas celulares mas utilizadas para investigacion
debido a que es relativamente sencilla de cultivar, y presenta una alta velocidad de crecimiento, asi
como también susceptibilidad y eficiencia frente a la transfeccion utilizando una gran variedad de
métodos (62,63). Con respecto a la modificacion genética a inducir, se planted realizar un KO del gen
de la proteina 2 asociada a la caspasa 8 (CASP8AP2), ya que varios investigadores reportaron que
un descenso en el ARNm de este gen se asocia a una mayor expresion de proteinas recombinantes,
sin afectar significativamente el crecimiento y la viabilidad celular (64,65).

Para llevar a cabo este nuevo enfoque se utiliz6 el nanovehiculo a base de silica planteado
anteriormente, pero esta vez conteniendo un solo plasmido que codificaba para la enzima Cas9 vy el
sgARN. En la Figura 21 se esquematiza la estrategia propuesta.

Nanovehiculo

Oy

(R g e 2
N ;o]
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& CASP8AP2 \
L]
\ gg?{\

CRISPRCas? ) x> ADN. 1
plasmidico

-

Induccion de un KO en
el gen CASP8AP2
mediante CRISPR-Cas9

Célula HEK - 293
Figura 21. Transfeccion del nanovehiculo en una célula HEK-293. El nanovehiculo a base de

silica ingresa a la célula y libera el ADN plasmidico. Luego, el sistema CRISPR-Cas9 induce una
mutacioén en el gen CASP8AP2, la cual impide su expresion. Creado en BioRender.com.
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4.2.31. Método Golden Gate

Para poder generar un KO en el gen CASP8AP2 de la linea HEK-293, era necesario contar con una
secuencia sgARN que dirija al sistema CRISPR-Cas9 hacia dicho gen. Para ello, se decidi6 clonar la
secuencia guia en cuestion dentro del plasmido 2A-Puro, que a su vez codifica para la enzima
spCas9. Para este fin, el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay proporciono
tres pares de oligonucledtidos que tras una reaccion de annealing permitian obtener tres secuencias
guias diferentes (ver Tabla A10 del Anexo).

Con el objetivo de insertar las tres secuencias guia para el sistema CRISPR-Cas9 dentro del
plasmido 2A-Puro se utilizé el método de clonacién Golden Gate. Este se basa en el uso de
endonucleasas del tipo IIS que se caracterizan por inducir un corte en un sitio fuera de su secuencia
de reconocimiento, lo que permite clonar sin la necesidad de afiadir ninguna secuencia adicional.
Ademas, este método permite digerir el plasmido y ligar un inserto dentro de él en una misma
reaccion (66).

En primer lugar, para clonar las guias dentro del plasmido, este fue incubado con la enzima de
restriccién Bbsl durante 30 minutos. El sitio de restriccion de esta enzima en el plasmido 2A-Puro se
muestra en la Figura 22.

boll MbolIl TspGWI

cgaaacaccgggtcttcgagaagacctgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttg
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tttttcaccgtggctcagccacgaaaaaacaaaatctcgatctttatcgttcaattttattccgatcaggcaaaaatcgce
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Figura 22. Sitio de restriccion de la enzima Bbsl en el plasmido 2A-Puro. Creado en SnapGene.
Posteriormente, se realizé una electroforesis en gel de agarosa para detectar la digestion mediante la

visualizacion de una banda de aproximadamente 9000 pb (ver Figura 23). A continuacién, se purifico
el plasmido digerido a partir de dicho gel.

2A-Puro

Kb MPM

Figura 23. Analisis de la digestion enzimatica del plasmido 2A-Puro durante 30 minutos en
electroforesis en gel de agarosa 0,8%. (MPM) Marcador de peso molecular, (2A-Puro) Plasmido
2A-Puro digerido con la enzima Bbsl.
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En paralelo, se realizd el ensamblaje de las secuencias que codifican los ARN guia, que luego fueron
ligadas al plasmido previamente digerido y purificado. En la Figura 24 se muestran los
oligonucledtidos utilizados para generar las guias, y la insercion de las mismas dentro del plasmido
2A-Puro.

A Oligonucleétido Fw - G1

[ICACCGGAACAATGATGAAGGCTCAC
cgaaacacCyGAACAATGATGAAGGCTCACgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaac

! ! ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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t T t T } 1 } 1 } 1 } 1 } 1 } 1 400
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cgaaacaccgGGGTTGGACAGTGCTGTTTCgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggectagtcecgttatcaac
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 320
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gctttgtggcCCCAACCTGTCACGACAAAGCcaaaatctcgatctttatcgttcaattttattccgatcaggcaatagttyg
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>
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Oligonucledtido Rv - G2
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: I : I : I : I : I } 1 } 1 } 1 400

aactttttcaccgtggctcagccacgaaaaaacaaaatctcgatctttatcgttcaattttattccgatcaggcaaaaat

C Oligonucleétido Fw - G3
[CACCGCCTCTTAAGAACAATGATGA
cgaaacacCygCCTCTTAAGAACAATGATGAgttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaac

1 I I 1 1 1 1 1
t T t T t T t T t T } 1 } 1 } 1 320
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Figura 24. Oligonucleétidos utilizados para la generacion de las guias e insercion de las
mismas dentro del plasmido 2A-Puro. (A) Guia 1, (B) Guia 2, (C) Guia 3. Creado en SnapGene.
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A continuacién, partiendo de un cultivo de E. coli TOP10, se obtuvieron bacterias quimiocompetentes
las cuales se transformaron con las construcciones realizadas (2A-Puro-G1, 2A-Puro-G2 y
2A-Puro-G3). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 25.

Figura 25. Cultivos de E. coli TOP10 transformados con los plasmidos 2A-Puro-G1, 2A-Puro-G2
y 2A-Puro-G3 (G1, G2 y G3 respectivamente) en placas de LB agar con ampicilina.

A su vez, se realizaron distintos tipos de controles para validar los resultados. En primer lugar, se
realizaron dos controles de viabilidad, uno de ellos con bacterias quimiocompetentes sin transformar
en medio sin antibiético para confirmar que las células eran viables, mientras que para el otro se
sometié a estas al proceso de transformacion sin plasmido, y se las cultivd en medio sin antibidtico
para verificar que las células resistieran el procedimiento.

Por otra parte, se realizd un control con bacterias sin transformar en medio con ampicilina para
corroborar que el medio fue bien formulado y que el cultivo no fuera resistente a ese antibiotico. Por
ultimo, se realizé un control de eficiencia donde las células quimiocompetentes se transformaron con
un plasmido pBAD/His vacio en medio con antibidtico.

En la Figura 26 se muestran los resultados obtenidos para cada control. Como se puede observar, a
excepcion del control sin transformar en medio con antibidtico (Figura 26A), todos los controles
realizados exhibieron los patrones de crecimiento esperados. De todos modos, dado que en dicho
control se observaron muy pocas colonias en relacion al resto de las placas, se siguié adelante.
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Figura 26. Resultados de los controles realizados para la transformacion de E. coli TOP10.
(A) Células sin transformar en medio LB con ampicilina, (B) Células transformadas con pBAD/His en
medio LB con ampicilina, (C) Células sin transformar en medio LB, (D) Células transformadas sin
plasmido en medio LB.

A partir de las bacterias transformadas, se seleccionaron tres colonias por guia y se realizé6 una
colony PCR. Para ello se utilizé un par de primers disefiados para amplificar una porcién del plasmido
y las guias correspondientes, con el fin de detectar aquellas colonias que incorporaron el plasmido
con el inserto de forma exitosa. El resultado se visualizé mediante una electroforesis en gel de
agarosa, esperando observar una banda de aproximadamente 400 pb para cada colonia
seleccionada. Tras revelar el gel obtenido, no se detectdé ninguna banda. Esto podria deberse a una
inhibicién de la reaccion de PCR, ocasionada por la naturaleza de la muestra utilizada. Por este
motivo, se optd por estriar las bacterias transformadas y tomar siete colonias para cada guia, a partir
de las cuales se realizé una minipreparacion de ADN plasmidico, y posteriormente una PCR para
confirmar la insercion de las guias en el plasmido. Tras realizar una nueva electroforesis en gel de
agarosa para visualizar los resultados de la PCR mencionada anteriormente, tampoco se lograron
detectar bandas que indicaran la presencia del inserto en ninguna de las colonias estudiadas.

Si bien se realizaron controles de la reaccion de PCR sin ADN Yy utilizando el plasmido vacio (sin el
inserto), no se disponia de un control positivo (plasmido con el inserto) que confirmara que la
amplificacion se dio de forma correcta. Debido a esto, se decidio repetir la PCR tomando nuevas
colonias para cada guia, e incluyendo ademas un nuevo control utilizando un par de primers que
amplificaban un fragmento del gen de resistencia a la ampicilina, presente en el plasmido 2A-Puro. El
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propdsito de este nuevo control fue comprobar que los reactivos de la PCR funcionaban de forma
correcta, y que por lo tanto, la falta de bandas en los geles de electroforesis efectivamente estaba
dada porque ninguna de las colonias estudiadas habia incorporado el inserto. Utilizando el software
Primer-BLAST se determiné que el amplicon esperado tenia un tamafio de 812 pb. En la Figura 27 se
muestran los resultados obtenidos tras realizar la PCR de control con los primers de resistencia a la
ampicilina.

Kb MPM  SA PV G1 G2 G3
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Figura 27. Resultados de la PCR del control de amplificacion en electroforesis en gel de
agarosa 1%. (MPM) Marcador de peso molecular, (SA) Control sin ADN, (PV) Control con el plasmido
2A-Puro vacio, (G1) Colonia transformada con el plasmido 2A-Puro-G1, (G2) Colonia transformada
con el plasmido 2A-Puro-G2, (G3) Colonia transformada con el plasmido 2A-Puro-G3.

Como se puede observar, en todas las condiciones hubo una amplificacién de aproximadamente
800 pb, menos en el control sin ADN, lo que indica que la reaccién se estaba dando en forma
correcta. Con respecto a las colonias analizadas, no se detecté la presencia de bandas que indicaran
la presencia del inserto en las colonias estudiadas. De acuerdo con los resultados obtenidos, y dado
que las colonias transformadas fueron capaces de crecer en medio de cultivo con ampicilina, se
confirmd que las bacterias incorporaron el plasmido de forma correcta pero que este se encontraba
vacio.

En base a esto, se decidio repetir el proceso de ensamblaje del plasmido, aumentando el tiempo de la
incubacion con la enzima Bbsl a 24 horas, para asegurar que una mayor cantidad de plasmido sea
digerido. En la Figura 28 se muestra el gel obtenido tras la digestion.
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Figura 28. Analisis de la digestion enzimatica del plasmido 2A-Puro durante 24 horas en
electroforesis en gel de agarosa 0,8%. (MPM) Marcador de peso molecular, (2A-Puro) Plasmido
2A-Puro digerido con la enzima Bbsl.
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Al incubar durante 24 horas con la enzima se observé un patrén borroso sin la presencia de bandas
definidas, lo que indica que el plasmido se degradé. Por este motivo, se resolvid repetir el proceso de
digestion cambiando el tiempo de la incubacién con la enzima Bbsl a 4 horas, para asegurar que una
buena proporcién de plasmido sea digerido sin degradarse completamente. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 29.
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Figura 29. Analisis de la digestion enzimatica del plasmido 2A-Puro durante 4 horas en
electroforesis en gel de agarosa 0,8%. (MPM) Marcador de peso molecular, (2A-Puro) Plasmido
2A-Puro digerido con la enzima Bbsl.

Luego de la incubacién por 4 horas se visualiz6 una banda irregular seguida de un patrén borroso,
indicando la presencia del plasmido tanto digerido como degradado. A pesar de esto se siguid
adelante, purificando la banda obtenida a partir del gel y ensamblando las secuencias que codificaban
los ARN guia. Adicionalmente, para la reacciéon de ligaciéon se incorporaron dos controles, uno de
ellos con todos los componentes excepto la ligasa, y el otro con todos los componentes excepto el
inserto. A continuacién, partiendo de un cultivo de E. coli TOP10, se obtuvieron bacterias
quimiocompetentes las cuales fueron transformadas con las construcciones realizadas y los controles
de ligacion. En estos ultimos no se esperaba ver crecimiento, ya que el pldsmido en ausencia de la
ligasa y/o del inserto no deberia ser capaz de recircularizarse y, por lo tanto, expresar la resistencia al
antibidtico.

Luego de la transformacion, ambos controles de ligacion exhibieron una gran cantidad de colonias
(ver Figura 30), por lo que se asume que después de la purificacion a partir del gel se obtuvo
mayoritariamente el plasmido sin digerir. Debido a esto, las guias no pudieron insertarse en él y las
bacterias se transformaron con el plasmido 2A-Puro vacio.
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Figura 30. Resultados de los controles realizados para la reaccién de ligacion. (A) Reaccion de
ligacién sin inserto transformadas en E. coli TOP10 y plaqueadas en LB agar con ampicilina. (B)
Reaccién de ligacion sin ligasa transformadas en E. coli TOP10 y plaqueadas en LB agar con
ampicilina.

Tras realizar tres intentos no se logré insertar las guias dentro del plasmido, ya que incubaciones
cortas con la enzima Bbsl no eran suficientes para generar el corte deseado en el plasmido, e
incubaciones de mas de 4 horas generaban la degradacion del mismo. En base a esto y por
cuestiones de tiempo, se resolvid utilizar un plasmido ya ensamblado provisto por el Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad ORT Uruguay. Adicionalmente, para simplificar los experimentos
posteriores se decidié trabajar unicamente con la guia 1, ya que de acuerdo con el software
CRISPOR es la que presenta mayor eficiencia.

62



4.2.3.2. Ensayos de citotoxicidad

4.2.3.21. Ensayocon MTT

Al igual que con la linea celular NM2C5-GFP, se realizd un ensayo de citotoxicidad utilizando MTT, a
modo de determinar el rango de concentraciones en las cuales las SiNPs no resultan toxicas para las
células HEK-293.

En una primera instancia se estudié el efecto que generaban las nanoparticulas en un rango de
concentraciones entre 125 pg/mL - 16000 pg/mL. Luego de la incubacién con las SiNPs, al
inspeccionar visualmente la placa utilizada, se observé la presencia de un precipitado blanco en el
fondo de los pocillos donde se aplicaron las concentraciones mas altas (ver Figura 31).

Figura 31. Placa de 96 pocillos utilizada para el ensayo de citotoxicidad de SiNPs en la linea
celular HEK-293 con MTT. La flecha celeste indica la condicién de mayor concentracion de SiNPs
(16000 pg/mL) donde se visualiza un precipitado blanco en el fondo de los pocillos. La flecha verde
sefiala el control de viabilidad que se utiliza como referencia.

A su vez, al inspeccionar los pocillos individuales bajo el microscopio se encontraron precipitados
oscuros en las concentraciones 2000 pg/mL - 16000 pg/mL (ver Figura 32). De acuerdo con varios
autores, esto se debe a que las SiNPs tienden a agregarse y aglomerarse con mayor facilidad cuando
se encuentran a altas concentraciones. Ademas, a medida que aumenta el tamafo de dichas
nanoparticulas su internalizacion por parte de las células se ve afectada de forma negativa (67). En
las concentraciones de 8000 ug/m - 16000 pg/mL es tanta la cantidad de precipitado que no deja ver
la monocapa e inferir sobre el estado de las células. A partir de las concentraciones 2000 pg/mL -
4000 pg/mL se comienzan a ver células por debajo de los precipitados, pero se encuentran
visiblemente danadas (ligeramente redondeadas y despegadas de la superficie). Entre 125 ug/mL -
1000 pg/mL no se detectan precipitados de SiNPs, y la morfologia celular pareceria no verse alterada
con relacion al control de viabilidad.
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Figura 32. Visualizacion mediante microscopio optico 10x de cada condicién del ensayo de
citotoxicidad de SiNPs en la linea celular HEK-293 con MTT. (A) Control de muerte celular con
Tritén X-100, (B) Incubacion con SiNPs a 16000 pg/mL, (C) Incubacion con SiNPs a 8000 pg/mL,
(D) Incubacién con SiNPs a 4000 ug/mL, (E) Incubacion con SiNPs a 2000 pg/mL, (F) Incubacion con
SiNPs a 1000 pg/mL, (G) Incubacion con SiNPs a 500 pg/mL, (H) Incubacion con SiNPs a 250 pg/mL,
(I) Incubacion con SiNPs a 125 pug/mL, (J) Control de viabilidad.
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Los datos obtenidos a partir del ensayo de citotoxicidad se analizaron utilizando el software GraphPad
Prism 8y los resultados se muestran en la Figura 33.
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Figura 33. Analisis del efecto citotoxico que presentan las SiNPs sobre la linea celular HEK-293
utilizando MTT. Los datos obtenidos fueron normalizados en base a un control de células sin tratar y
un control de células tratadas con Tritdon X-100. La significancia de los valores se calculé con respecto
a las células sin tratar (**p < 0,01).

Como se observa, a partir de 1000 pg/mL la viabilidad celular tiende a descender hasta valores
inferiores al 50%, sin embargo, a partir de 4000 pg/mL esta pareceria volver a aumentar. Este
fenémeno fue reportado por varios autores, en particular Laaksonen et al. determinaron que las SiNPs
son capaces de reducir el MTT de forma directa, generando la misma sefial que producen las células
metabdlicamente activas (68). A su vez, Fisichella et al. establecieron que las SiNPs interfieren con el
trafico intracelular de las vesiculas que transportan el formazan, generando un aumento en la
exocitosis de este compuesto (59). En ambos casos, el resultado final es una subestimacion del
efecto citotdxico que generan las SiNPs sobre las células (59,68). Por lo tanto, se puede inferir que la
disminucién aparente en el efecto citotdxico que se observa a mayores concentraciones de
nanoparticulas se debe a la interferencia de estas con el MTT y no a un aumento real de la viabilidad
celular.

Varios autores establecen que al realizar ensayos de citotoxicidad el método a utilizar debe elegirse
con precaucion, teniendo en cuenta el mecanismo de accion del compuesto. Ademas, en caso de ser
posible, recomiendan utilizar mas de un ensayo, a modo de aumentar la fiabilidad de los resultados
obtenidos (69). Por este motivo se decidié utilizar el ensayo de tincion con Cristal Violeta como
método alternativo.
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4.2.3.2.2. Ensayos con Cristal Violeta

El ensayo de tincién con Cristal Violeta se basa en que las células adherentes se desprenden de las
placas de cultivo durante su muerte, lo que permite que al tefirlas con este colorante se pueda
cuantificar indirectamente la muerte celular en base a la cantidad de células que permanecen
adheridas a la placa (70). Dado que este ensayo no depende de la actividad metabdlica de las
células, lo esperable es que las SiNPs no generen interferencia con el método, evitando asi la
subestimacion del efecto citotoxico.

4.2.3.2.21. SiNPs desnudas

En primera instancia se estudid el efecto que generaban las SiNPs en un rango de concentraciones
entre 125 pg/mL - 16000 pg/mL. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 34.
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Figura 34. Analisis del efecto citotoxico que presentan las SiNPs sobre la linea celular HEK-293
utilizando Cristal Violeta. El valor de 1Cs, calculado es de 253,8 ug/mL. Los datos obtenidos fueron
normalizados en base a un control de células sin tratar y un control de células tratadas con Tritén
X-100. La significancia de los valores se calcul6 con respecto a las células sin tratar (****p < 0,0001).

Como se observa en la Figura 34, a partir de 250 ug/mL la viabilidad decrece a valores cercanos al
50% y se mantiene en este margen hasta concentraciones de SiNPs de 2000 ug/mL. A partir de este
punto la viabilidad celular desciende nuevamente a valores cercanos al 0%. Por ofra parte,
comparando estos resultados con los obtenidos luego de realizar el ensayo de MTT, se respalda la
hipotesis de que altas concentraciones de SiNPs generan interferencia con éste, y por lo tanto, no
deberia utilizarse como unico método para el estudio de citotoxicidad de estos compuestos.

4.2.3.2.2.2. SiNPs con ADN

En varios estudios se ha reportado que el tamafo de las nanoparticulas de silica influye directamente
en la citotoxicidad de las mismas, siendo las mas pequefias las mas toxicas (71). Ahora bien, hasta el
momento no esta del todo claro hasta qué punto la quimica superficial de las nanoparticulas influye
sobre sus propiedades citotdxicas, por lo que no se deberia suponer que el efecto de las
nanoparticulas recubiertas y sin recubrir es el mismo. Por este motivo, se repiti6 el ensayo de
citotoxicidad con Cristal Violeta utilizando las SiNPs cargadas con un plasmido pBAD/His vacio y
ampliando el rango de estudio, adicionando dos concentraciones de SiNPs menores. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 35.
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Figura 35. Analisis del efecto citotéoxico que presentan las SiNPs - pBAD/His sobre la linea
celular HEK-293 utilizando Cristal Violeta. El valor de IC5, calculado es de 5583 ug/mL. Los datos
obtenidos fueron normalizados en base a un control de células sin tratar y un control de células
tratadas con Triton X-100. La significancia de los valores se calculd con respecto a las células sin
tratar (****p < 0,0001; ***p < 0,001).

En esta instancia se observé que la viabilidad celular comenzaba a descender al utilizar SiNPs a
concentraciones mayores de 2000 ug/mL. Teniendo en cuenta estos resultados y considerando los
ensayos posteriores donde se utilizaran las SiINPs como agente de transfeccion, se puede inferir que
el rango de trabajo se encuentra entre 31,25 ug/mL - 2000 ug/mL, ya que a estas concentraciones las
SiNPs no parecerian presentar un efecto citotdxico sobre las células.

Tras comparar ambos graficos, se evidencia que las SiNPs recubiertas de ADN plasmidico resultan
menos citotoxicas que las SiNPs desnudas. Esta diferencia posiblemente se deba a la exposicion de
los residuos cationicos provenientes del PEI. Como se menciond anteriormente, la sintesis de SiNPs
utilizando PEI como particula aminada es una interesante estrategia para obtener un nanovehiculo
capaz de adsorber y transportar moléculas de acidos nucleicos. Sin embargo, varios investigadores
han reportado que los policationes pueden resultar citotoxicos (47,72). En particular, se ha visto que el
PEI aumenta la expresion génica de proteinas que desencadenan procesos de estrés oxidativo e
inflamacion, conduciendo a la apoptosis (73). Si bien el grado de toxicidad que presenta el PEI
depende de su peso molecular y el grado de ramificacion, se ha visto que incluso aquellos de bajo
peso molecular influyen de forma negativa en la viabilidad celular (74). Por lo tanto, el efecto
citotoxico evidenciado en las SINPs desnudas se atribuye a la interaccion directa entre los residuos
del PEl y las proteinas involucradas en las vias celulares apoptéticas.
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4.2.3.3. Ensayos de transfeccion utilizando el
nanovehiculo de silica

Tras determinar el rango de concentraciones en las cuales las SiNPs no resultan toxicas sobre las
células HEK-293, se prosiguio con los ensayos de transfeccién para intentar generar el KO sobre el
gen CASP8AP2 utilizando SiNPs a concentraciones de 500 pg/mL y 1000 ug/mL. Adicionalmente,
como se sabe que la linea HEK-293 es sensible a la lipofectamina como agente transfectante, se
decidio utilizar este reactivo como control positivo de la transfeccion.

Al igual que en los ensayos de transfeccion donde se buscaba generar el KO de gen GFP en las
células NM2C5-GFP, el mecanismo de reparacion celular que se vera inducido es la reparacién por
NHEJ, generando asi pequefias inserciones o deleciones en la regién del gen de interés.

En la Figura 36 se muestra la secuencia del gen CASP8AP2 a la cual se encuentra dirigido el sgARN
codificado en el plasmido 2A-Puro-G1.

Sitio target (23,304 .. 23,323)
!
10,000' 20,000' 30,000' 40,000'
CASP8AP2
46,920 bp

GCCTAAAGTCATTTTTAACTAATCTTTGCCTTTCTTGCAGCTTCTCCTCT

e e e e e e - 23,300

CGGATTTCAGTAAAAATTGATTAGAAACGGAAAGAACGTCGAAGAGGAGA

TAAGAACAATGATGAAGGCTCACTGGACATATACGCTGGGTTGGACAGTG

B o B e e o e e e ELm e 23,350

ATTCTTGTTACTACTTCCGAGTGACCTGTATATGCGACCCAACCTGTCAC
| Sitio target |

Figura 36. Sitio target al cual se encuentra dirigido el sgARN codificado en el plasmido
2A-Puro-G1. (A) Regién del gen, (B) Secuencia del gen. Creado en SnapGene.

4.2.3.3.1. Evaluacion de la eficiencia de la
mutacion

423311. PCR

Luego de realizar los ensayos de transfeccion con SiNPs a concentraciones de 500 pg/mL y
1000 pg/mL sobre la linea HEK-293, se realizd una extraccion del ADN gendmico de las células a
estudiar y se amplificd una seccién del gen CASP8AP2 mediante una reacciéon de PCR. El resultado
se visualizé en una electroforesis en gel de agarosa (ver Figura 37).
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Figura 37. Analisis por electroforesis en gel de agarosa 1% de la amplificacién del gen
CASP8AP2 por PCR. (MPM) Marcador de peso molecular, (L) Células transfectadas con
lipofectamina, (S/T) Control sin transfectar, (1000 - 500) Células transfectadas utilizando SiNPs en
concentraciones de 1000 pg/mL y 500 pg/mL respectivamente, (C -) Control negativo de PCR.

Utilizando el software Primer-BLAST se determind que el amplicon esperado tenia un tamafio cercano
a los 600 pb. Como se observa en la Figura 37, para todas las condiciones de transfeccion se logré
amplificar un fragmento con el tamafio esperado, por lo que se prosiguid a evaluar la eficiencia de la
mutacion.

4.2.3.31.2. Ensayos de restriccion vy
movilidad del heteroduplex

Para evaluar la eficiencia de la transfeccion se realizaron dos ensayos en paralelo. En primer lugar se
efectué un ensayo de restriccion del heteroduplex con la endonucleasa T7E1 utilizando todas las
muestras. Los fragmentos obtenidos luego de la digestion se resolvieron mediante una electroforesis
en gel de acrilamida. En la Figura 38 se muestran los resultados obtenidos.

L SIT 1000 500

Figura 38. Analisis del ensayo de restriccion del heteroduplex en el gen CASP8AP2 con T7E1
en gel de acrilamida 10%. (MPM) Marcador de peso molecular, (L) Células transfectadas con
lipofectamina, (S/T) Control sin transfectar, (1000 - 500) Células transfectadas utilizando SiNPs en
concentraciones de 1000 ug/mL y 500 ug/mL respectivamente. La flecha de color blanco indica una
segunda banda resultante de la digestion con la enzima T7E1.

Como se puede observar, en el carril correspondiente a las células transfectadas con lipofectamina se
detecta una segunda banda (sefialada con una flecha blanca), lo que indica la presencia de
heteroduplex en el medio de reaccion. Con respecto a las muestras transfectadas con SiNPs
Unicamente se observa una banda, por lo que pareceria no haberse generado un heteroduplex. Esto
indicaria en principio, que al utilizar las SiNPs bajo estas condiciones no se genera la mutacién
deseada.
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Por otra parte, se realizé otro ensayo en paralelo, denominado ensayo de movilidad del heteroduplex.
Al igual que el ensayo de restriccion, este se basa en la formacion de un heteroduplex que se genera
cuando dos amplicones que presentan secuencias diferentes se desnaturalizan y rehibridan. El
desapareamiento en algunas de las bases del heteroduplex genera cambios en la conformacién de la
molécula y retarda su movilidad electroforética, por lo que es posible detectar la presencia de
mutaciones mediante una electroforesis en gel de acrilamida (61). En la Figura 39 se muestra un
esquema del funcionamiento de este ensayo.
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l Electroforesis
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Figura 39. Representacion esquematica del ensayo de movilidad del heteroduplex. Creado en
BioRender.com

Los resultados obtenidos tras realizar el ensayo de movilidad de heteroduplex se muestran en la
Figura 40.

L SIT 1000 200

Figura 40. Analisis del ensayo de movilidad del heteroduplex en el gen CASP8AP2 en gel de
acrilamida 10%. (MPM) Marcador de peso molecular, (L) Células transfectadas con lipofectamina,
(S/T) Control sin transfectar, (1000 - 500) Células transfectadas utilizando SiNPs en concentraciones
de 1000 pg/mL y 500 pg/mL respectivamente. La flecha de color negro indica la altura donde se
visualizan bandas adicionales debido a la presencia de heteroduplex.

70



Al igual que en el ensayo anterior, se obtuvo nuevamente una uUnica banda para las transfecciones
empleando SiNPs. Por otra parte, en los carriles correspondientes a la lipofectamina pareceria haber
dos bandas, infiriendo que bajo esas condiciones de transfeccidn se logré generar el KO en el target,
pero en baja proporcién en relacion a la poblacion celular estudiada.

De todos modos, tanto para el ensayo de restricciéon como para el de movilidad del heteroduplex, las
bandas obtenidas para todas las condiciones son muy tenues. Por este motivo, no es posible
determinar con certeza si efectivamente se logré generar la mutacién deseada.

Una posible hipoétesis que explicaria estos resultados es que hay una baja tasa de captacién por parte
de las células. Segun datos bibliograficos, existen numerosos factores que inciden en la eficiencia y
las vias de internalizacién celular de las nanoparticulas. Uno de ellos es el tamafio, ya que se ha visto
que NPs de diferentes diametros hidrodinamicos tienen diferentes tasas de internalizacion. Ademas,
luego del proceso de sintesis es posible que el tamafo de las nanoparticulas aumente debido a
efectos de aglomeracion y agregacion (75). Lu et al. estudiaron el efecto de la captacion de
soluciones monodispersas de SiNPs mesoporosas de entre 30 nm - 280 nm en células de cancer
cervical humano (HelLa) y observaron que el tamafio éptimo para la absorcién celular es de 50 nm
(76). Jiang et al. llegaron a la misma conclusion al estudiar la internalizacién de AuNPs que oscilaban
entre 14 nm - 100 nm en células de adenocarcinoma humano (SK-BR-3) (77). Otro factor a tener en
cuenta es el indice de polidispersidad, ya que al aumentar la diversidad de tamaros, aumentan las
probabilidades de que las nanoparticulas se agreguen y se generen particulas irregulares de mayor
tamafio (75).

Adicionalmente, se debe considerar también la concentracién de las nanoparticulas ofrecidas. Varios
estudios han demostrado que para las SiNPs mesoporosas a concentraciones de alrededor de
50 ug/mL se logran captaciones eficientes sin causar efectos citotoxicos (78). Dado que en este
ensayo se utilizé una concentracién de SiNPs elevada en relacion con otros ensayos consultados en
bibliografia, y que segun Jackson et.al las nanoparticulas obtenidas mediante el proceso de sintesis
son polidispersas en un rango de tamafos que oscila entre 250 nm - 380 nm (40), es posible inferir
que quizas las SiNPs se agregaron durante el proceso de transfeccién, generando particulas de
mayor tamafo que no pudieron ser internalizadas por las células.

En base a lo anteriormente mencionado, se plantedé una segunda instancia de transfeccion utilizando
SiNPs a concentraciones de 62,5 ug/mL y 125 ug/mL. Ademas, al igual que para la transfeccién con
lipofectamina, se incorporaron pasos de seleccidon con puromicina y recuperacion en medio DMEM
completo. En la Figura 41 se muestran los resultados obtenidos luego de amplificar un fragmento del
gen CASP8AP?2 a partir de una extraccion de ADN gendmico de las células transfectadas.

L ST 125 62,5 C-

Figura 41. Analisis por electroforesis en gel de agarosa 1% de la amplificacién del gen
CASP8AP2 por PCR. (MPM) Marcador de peso molecular, (L) Células transfectadas con
lipofectamina, (S/T) Control sin transfectar, (125 - 62,5) Células transfectadas utilizando SiNPs en
concentraciones de 125 yg/mL y 62,5 ug/mL respectivamente, (C -) Control negativo de PCR.
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Dado que para todas las condiciones de transfeccion se logré amplificar un fragmento de alrededor de
600 pb, se llevé adelante el ensayo de restriccion del heteroduplex para evaluar la eficiencia de la
mutacion. Los resultados del ensayo con la endonucleasa T7E1 se muestran en la Figura 42.
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Figura 42. Analisis del ensayo de restriccion del heteroduplex en el gen CASP8AP2 con T7E1
en gel de agarosa 3%. (MPM) Marcador de peso molecular, (L) Células transfectadas con
lipofectamina, (S/T) Control sin transfectar, (125 - 62,5) Células transfectadas utilizando SiNPs en
concentraciones de 125 ug/mL y 62,5 ug/mL respectivamente. La flecha de color negro indica la
altura donde se visualizan bandas adicionales resultantes de la digestion con la enzima T7EA1.

Como se puede observar, en el carril correspondiente a las células transfectadas con lipofectamina se
obtuvieron nuevamente dos bandas, confirmando que al utilizar este reactivo de transfeccion bajo
estas condiciones es posible generar mutaciones en el gen CASP8AP2. A su vez, para ambas
condiciones de transfeccion con SiNPs, también se lograron visualizar dos bandas para una de las
réplicas, indicando que la mutacion ocurrié de forma exitosa.

Estos resultados indicarian que a menores concentraciones de SiNPs se logran mayores tasas de
captacion celular. Ademas, se vié que los pasos de seleccion por antibidtico y posterior recuperacion
juegan un rol importante en la identificacion y conservacién de la poblacion celular transfectada hasta
su analisis. En principio, esto indica que las SiNPs podrian ser utilizadas como base de un
nanovehiculo para la transfecciéon de lineas celulares, de todos modos, se deberian estudiar factores
adicionales para comprobarlo. En primer lugar, seria recomendable incorporar mas réplicas para cada
condicidon estudiada, asi como también evaluar la mutacién inducida mediante un método mas
sensible, como por ejemplo la secuenciaciéon. Adicionalmente, se deberia estudiar con mayor
profundidad el efecto de la concentracion de las SiNPs sobre la captacion celular.
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5. Conclusiones

Segun el objetivo general planteado en este trabajo, se logré evaluar el uso de un nanovehiculo a
base de silica como método de transfeccion de lineas celulares de mamiferos, utilizando el sistema
CRISPR-Cas9 como técnica de edicion genética. A partir de los resultados obtenidos, se demostro
que este tipo de nanoparticulas son herramientas prometedoras como métodos de delivery de acidos
nucleicos.

En base a los objetivos especificos establecidos, se obtuvo conocimiento y experiencia en la sintesis
de nanoparticulas de dos materiales diferentes. Con respecto a las AuNPs, tras realizar un analisis
mediante espectroscopia UV - Vis de los batches sintetizados, se comprobé el método de sintesis era
reproducible, y que las nanoparticulas obtenidas eran esféricas y presentaban un tamafo de entre
15 nm - 20 nm. En cuanto a las SiNPs, no se pudo comprobar que los distintos batches obtenidos
fueron homogéneos, debido a Ila falta de equipamiento adecuado para caracterizarlos.
Adicionalmente, se logro funcionalizar las SiNPs sintetizadas con ADN plasmidico.

Asimismo, se demostré que la quimica superficial de las nanoparticulas incide sobre su efecto
citotoxico, ya que para linea celular HEK-293 se vié que las SiNPs desnudas resultan mas toxicas
que aquellas recubiertas de ADN plasmidico. Para estas ultimas, se establecié un rango de trabajo
seguro entre 31,25 pg/mL - 2000 yg/mL. Para la linea celular NM2C5-GFP no se pudo establecer un
rango seguro, ya que mas adelante se demostré que los resultados obtenidos a partir ensayo de
citotoxicidad utilizando MTT no son confiables, debido al efecto de interferencia que generan las altas
concentraciones de SiNPs. Ademas, tampoco se estudio el efecto citotdxico que generaban las SiNPs
recubiertas de ADN plasmidico.

Finalmente, mientras que la linea celular NM2C5-GFP no pudo ser transfectada por ninguno de los
métodos estudiados, si se logrd inducir una mutacién en el gen CASP8AP2 de la linea celular
HEK-293 mediante el sistema CRISPR-Cas9. Dicha mutaciéon se generd utilizando tanto un método
tradicional basado en lipidos catiénicos como un método novedoso utilizando un nanovehiculo a base
de silica en concentraciones de 62,5 ug/mL y 125 ug/mL. Sin embargo, no fue posible comparar la
eficiencia entre ambos mecanismos de transfeccién, debido a que el método elegido para detectarlo
es semicuantitativo.

73



6. Perspectivas a futuro

Si bien los resultados obtenidos son alentadores, se considera que estudios posteriores deberian
abordar otros factores involucrados en el proceso de transfeccion, como las condiciones de
preparacion e incubacion del nanovehiculo con las células. Ademas, se podria evaluar tanto el uso de
otras estrategias de sintesis que permitan obtener SiNPs monodispersas y de menor tamafo, como la
incorporacion de un polimero que permita proteger el ADN de la degradacion. Por otra parte, las
SiNPs podrian ser funcionalizadas con biomoléculas que se unan especificamente a receptores
presentes en las membranas celulares, de forma tal de mejorar la biocompatibilidad y la
internalizacion celular. Este ultimo aspecto podria evaluarse empleando técnicas de microscopia de
fluorescencia.

Adicionalmente, se considera que podria ser enriquecedor seguir estudiando diferentes estrategias de
transfeccion utilizando nanoparticulas sobre la linea NM2C5-GFP, ya que una transfeccion exitosa
supondria un avance en las técnicas de modificacion genética de aquellas lineas celulares dificiles de
transfectar.

Por ultimo, seria interesante continuar con el estudio de un nanovehiculo a base de AuNPs como
potencial método de transfeccion, ya que debido a las caracteristicas intrinsecas de este nanomaterial
es posible realizar un seguimiento del estado de agregacién de nanovehiculo durante su sintesis y
ensamblaje.
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Tabla A1. Valores de SPR y absorbancia del batch A a lo largo del tiempo.

8. Anexo

8.1.

Seguimiento de los batches A - E de AuNPs a lo

largo del tiempo

Dia Promedio SPR Desvio estandar SPR AE:::tlgii:ia Deasbvsicc:rzzt::i:ar
1 518,7 nm 0,14 1,07 0,05
2 518,9 nm 0,14 1,09 0,01
4 518,7 nm 0,14 1,13 0,07
8 519 nm 0 1,03 0,08
11 519,7 nm 0 1,12 0,02
15 521 nm 0,14 0,99 0,10

Tabla A2. Valores de SPR y absorbancia del batch B a lo largo del tiempo.

Dia Promedio SPR | Desvio estandar SPR AE;‘;':L‘:‘]::M Dzsb‘;izr:zt::i:a’
1 522,2 nm 0,42 0,92 0,084
2 522,2 nm 0,14 0,86 0,016
4 522,6 nm 0,07 1,10 0,20
8 523,2 nm 0,14 0,86 0,01
11 524,1 nm 0,21 0,86 0,05
15 522,5 nm 0,21 0,89 0,01
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Tabla A3. Valores de SPR y absorbancia del batch C a lo largo del tiempo.

Dia Promedio SPR Desvio estandar SPR A:;er':o‘:\i:ia Deasbvsicc:rizt::i:ar
1 521,7 nm 0 0,99 0,10
2 522,1 nm 0 0,96 0,04
4 523,3 nm 0,21 0,94 0,02
8 522,4 nm 0,57 1,19 0,23
11 521,5 nm 0 0,90 0,02
15 522,7 nm 0,71 0,91 0,05

Tabla A4. Valores de SPR y absorbancia del batch D a lo largo del tiempo.

Dia Promedio SPR Desvio estandar SPR AE;(:)Tch:zia Dzsbvsizr:zt::i:ar
1 519,8 nm 0,50 1,09 0,05
2 520,4 nm 0,85 1,06 0,09
4 520 nm 0,14 1,06 0,10
8 520,6 nm 0,21 0,98 0,03
11 520,3 nm 0,50 0,91 0,01
15 519,6 nm 0,42 1,05 0,07

Tabla A5. Valores de SPR y absorbancia del batch E a lo largo del tiempo.

Dia Promedio SPR Desvio estandar SPR A:;err;:ii:ia D(-,\asbvsigrleozt::i:ar
1 519,5 nm 0,07 0,93 0,01
2 519,8 nm 0,42 0,96 0
4 520,3 nm 0,21 0,88 0,02
8 520,1 nm 0,55 0,94 0,02
11 519,9 nm 0,14 0,91 0,01
15 519,9 nm 0,1 0,92 0,03
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8.2. Mapas de los plasmidos utilizados
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Figura A1. Mapa del plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0. Secuencia extraida de

www.addgene.org/62988.
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Figura A2. Mapa del plasmido pFYF1320 EGFP Site#1. Secuencia extraida de http://www.addgene.org/47511.
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Figura A3. Mapa del plasmido pBAD/His. Secuencia extraida de http:./www.thermofisher.com
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8.3.

Secuencias de los primers utilizados

Tabla A6. Secuencias de los primers forward y reverse disenados para amplificar el gen GFP
en la linea celular NM2C5-GFP.

Secuencia Forward

Secuencia Reverse

ACGTAAACGGCCACAAGTTC

TGCTCAGGTAGTGGTTGTCG

Tabla A7. Secuencias de los primers forward y reverse disefiados para verificar la inserciéon de
las guias en el plasmido 2A-Puro.

Noml_ore del Secuencia Forward Secuencia Reverse
primer
Guia 1 CGGAACAATGATGAAGGCTCAC
Guia 2 GGGTTGGACAGTGCTGTTTC ATAGGGGGCGTACTTGGCAT
Guia 3 CCGCCTCTTAAGAACAATGATGA

Tabla A8. Secuencias de los primers forward y reverse disefiados para amplificar el gen de
resistencia a la ampicilina en el plasmido 2A-Puro.

Secuencia Forward

Secuencia Reverse

ACAGAAAAGCATCTTACGGATGG

AGAGTTGGTAGCTCTTGATC

Tabla A9. Secuencias de los primers forward y reverse disefiados para amplificar el gen
CASP8AP2 en la linea celular HEK-293.

Secuencia Forward

Secuencia Reverse

TCCTGGTCCTTTAGTGTAGGAATG

CACCAGCACTAGTTGCACTT
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8.4. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados

Tabla A10. Secuencias de los oligonucleétidos forward y reverse disefiados para generar las
guias para el sistema CRISPR-Cas?9.

Nombre de Secuencia Forward Secuencia Reverse
la guia
Guia 1 CACCGGAACAATGATGAAGGCTCAC | CCTTGTTACTACTTCCGAGTGCAAA
Guia 2 CACCGGGGTTGGACAGTGCTGTTTC | CCCCAACCTGTCACGACAAAGCAAA
Guia 3 CACCGCCTCTTAAGAACAATGATGA CGGAGAATTCTTGTTACTACTCAAA
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