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Transferencia génica asistida
por campos magnéticos: Estudios en células gliales
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La terapia génica en el sistema
nervioso central (SNC) constituye un
particular desafio tecnoldgico debido a la
relativa inaccesibilidad del cerebro y la
médula espinal, y a la extraordinaria
complejidad de las estructuras nerviosas
centrales. En el presente trabajo combinan
dos tecnologias emergentes basadas en el
uso de nanoparticulas magnéticas (MNP), el
Direccionamiento Magnético de Drogas
(MDT, magnetic drug targeting) con la
magnetofeccién. Esta Gltima consiste en
combinar MNP complejadas con vectores
génicos, y en presencia de un campo
magnético externo se amplifica sustan-
cialmente la eficiencia de la transferencia
génica. Esto permite concentrar nano-
complejos terapéuticos magnéticos en
regiones precisas del organismo.
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Resumen

Las nanoparticulas magnéticas
(MNP) complejadas con vectores génicos
pueden, en presencia de un campo magné-
tico externo, amplificar sustancialmente la
eficiencia de la transferencia génica. Esta
técnica, denominada magnetofeccion, es de
graninterésen el campo de la terapia génica.
En este estudio se caracterizd la mejora de
transferencia génica en células gliales B92
utilizando complejos constituidos por
diferentes proporciones de MNP asociadas
a dos vectores adenovirales, a saber: los
complejos entre las MNP denominadas PEI-
Mag2 asociadas al adenovector RAd-GFP
que expresa la proteina fluorescente verde
GFP o al adenovector RAd-DsRed que
expresa la proteina fluorescente roja
DsRed2. Se demostré que para ambos
vectores, a medida que la relacion

MNP/particula viral fisica (PVF) va au-
mentando, la amplificacion de la
transfeccién también aumenta hasta que se
llega a una relacion MNP/PVF a partir de la
cual el factor de amplificacién alcanza un
plateau. Se determind que para el complejo
PEI-Mag2/RAd-GFP la relacién a partir de la
cual se alcanza el plateau es de aproxi-
madamente 0,5 fg Fe/PVF mientras que
para el complejo PEI-Mag2/RAd-DsRed,
esta relacion corresponde a aproxi-
madamente 71 fg Fe/PVF. Se concluye que
los dos complejos magnéticos estudiados
representan promisorias herramientas para
mejorar la eficiencia en la terapia génica en
células cerebrales.

Palabras clave: nanotecnologia * nanopar-
ticulas magnéticas * adenovectores *
terapia génica * magnetofeccién * sistema
nervioso * glia * proteina fluorescente verde
* proteina fluorescente roja

Introduccién

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

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

Este abordaje combina al Direc-
cionamiento Magnético de Drogas (MDT,
magnetic drug targeting) con la magne-
tofeccion, dos tecnologias emergentes
basadas en el uso de nanoparticulas
magnéticas (MNP). El propdsito de la MDT
es el de concentrar nanocomplejos
terapéuticos magnéticos en regiones
precisas del organismo por medio de
campos magnéticos externos. Hasta ahorala
principal aplicacion de la MDT ha sido la
terapia oncoldgica. Tipicamente, se utilizan
MNP funcionalizadas con compuestos
terapéuticos, las cuales son inyectadas en
una de las arterias que irrigan al tumor,
concentrandolas en la regién blanco por
medio de un campo magnético externo. Esta
estrategia ha alcanzado resultados
promisorios en ensayos clinicos (3-5)
aunque debe sefialarse la ausencia de
estudios clinicos publicados en afios
recientes. También se han utilizado
transportadores (carriers) magnéticos para
direccionar drogas citotdxicas (doxor-
rubicina) en sarcomas implantados en la
cola de rata (6). Los resultados iniciales
fueron alentadores ya que se observé una
total remision de los tumores en contraste
con ratas inyectadas con 10 veces la dosis de
doxorrubicina sin carrier, en las que no se
observé remisidon. Posteriormente a este
estudio, hubo publicaciones adicionales
documentando el éxito en la aplicacion
direccionada de drogas citotdxicas en el
tratamiento de modelos animales como el
cerdo (7)(8), el conejo (9)ylarata (10-12).

Por su parte, la magnetofeccién es
una metodologia desarrollada a principios
de la década del 2000 por el grupo liderado
por Christian Plank en Munich (13)(14). Esta
técnica se basa en la asociacion de MNP con
vectores virales o no virales con el objeto de
optimizar la transferencia génica en
presencia de un campo magnético. De este
modo, el grupo aleman pudo desarrollar

nanocomplejos magnéticos no virales
capaces de alcanzar altas eficiencias en la
transferencia génica por magnetofeccion en
cultivos celulares (15). EI mismo grupo logré
desarrollar nanocomplejos magnéticos que
mejoran sustancialmente la eficiencia de
transferencia génica mediada por vectores
adenovirales (16). Recientemente se ha
descripto la implementacién exitosa de
magnetofeccion en el cerebro fetal. En este
estudio se utilizaron complejos de
adenovectores con MNP que se inyectaron
intracerebro-ventricularmente (ICV) en
fetos de ratén en presencia de un campo
magnético externo unilateral. Al final de la
prefiez se observé que se habia logrado una
expresion significativa del transgén (beta
galactosidasa) en las células ependimarias
del hemisferio cerebral que fue expuesto al
campo (generado por un pequefio iman
externo) mientras que en el hemisferio no
expuesto la expresién transgénica fue des-
preciable (8). En el presente estudio se
abordd la implementacion de magne-
tofeccidn en cultivos de células gliales B92
de rata empleando dos vectores adenovira-
les construidos en el laboratorio de los
autores y MNP provistas por el grupo de
Christian Plank en Munich.

Introduccién

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

A pesar de que los resultados
documentados sobre la terapia génica para
factores neurotroéficos en modelos animales
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prometedores (1)(2), hasta ahora la Unica
forma de administrar estos factores es
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Este abordaje combina al Direc-
cionamiento Magnético de Drogas (MDT,
magnetic drug targeting) con la magne-
tofeccion, dos tecnologias emergentes
basadas en el uso de nanoparticulas mag-
néticas (MNP). El propdsito de la MDT es el
de concentrar nanocomplejos terapéuticos
magnéticos en regiones precisas del or-
ganismo por medio de campos magnéticos
externos. Hasta ahora la principal aplicacion
de la MDT ha sido la terapia oncoldgica.
Tipicamente, se utilizan MNP funcio-
nalizadas con compuestos terapéuticos, las
cuales son inyectadas en una de las arterias
que irrigan al tumor, concentrandolas en la
region blanco por medio de un campo
magnético externo. Esta estrategia ha
alcanzado resultados promisorios en
ensayos clinicos (3-5) aunque debe
sefialarse la ausencia de estudios clinicos
publicados en afos recientes. También se
han utilizado transportadores (carriers)
magnéticos para direccionar drogas
citotdxicas (doxorrubicina) en sarcomas
implantados en la cola de rata (6). Los
resultados iniciales fueron alentadores ya
que se observé una total remisidon de los
tumores en contraste con ratas inyectadas
con 10 veces la dosis de doxorrubicina sin
carrier, en las que no se observo remision.
Posteriormente a este estudio, hubo
publicaciones adicionales documentando el
éxito en laaplicacién direccionada de drogas
citotéxicas en el tratamiento de modelos
animales como el cerdo (7)(8), el conejo (9) y
larata(10-12).

Por su parte, la magnetofeccion es
una metodologia desarrollada a principios
de la década del 2000 por el grupo liderado
por Christian Plank en Munich (13)(14). Esta
técnica se basa en la asociacion de MNP con
vectores virales o no virales con el objeto de
optimizar la transferencia génica en
presencia de un campo magnético. De este
modo, el grupo aleman pudo desarrollar
nanocomplejos magnéticos no virales
capaces de alcanzar altas eficiencias en la
transferencia génica por magnetofeccidon en
cultivos celulares (15). El mismo grupo logré
desarrollar nanocomplejos magnéticos que
mejoran sustancialmente la eficiencia de
transferencia génica mediada por vectores
adenovirales (16). Recientemente se ha



descripto la implementacién exitosa de
magnetofeccion en el cerebro fetal. En este
estudio se utilizaron complejos de
adenovectores con MNP que se inyectaron
intracerebro-ventricularmente (ICV) en
fetos de ratén en presencia de un campo
magnético externo unilateral. Al final de la
prefiez se observo que se habia logrado una
expresién significativa del transgén (beta
galactosidasa) en las células ependimarias
del hemisferio cerebral que fue expuesto al
campo (generado por un pequefio iman
externo) mientras que en el hemisferio no
expuesto la expresion transgénica fue des-
preciable (8). En el presente estudio se
abordd la implementacion de magne-
tofeccidn en cultivos de células gliales B92 de
rata empleando dos vectores adenovirales
construidos en el laboratorio de los autores y
MNP provistas por el grupo de Christian
Plank en Munich.

Materialesy Métodos

VECTORES ADENOVIRALES RECOMBI-
NANTES (Rad)

RAd-GFP. Este adenovector expresa el gen

de la proteina fluorescente verde (GFP) de
Aequorea victoria bajo el control del
promotor del citomegalovirus murino
(mMCMV), poseyendo aguas abajo del
transgén la sefial de poliadenilacion del
Simian Virus 40 (Fig. 1A).

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

DETERMINACION DE LA CONCENTRA-
CIONDE PARTICULAS VIRALES FiSICAS

La titulacion de RAd-GFP y RAd-
DsRed se realizé por duplicado a una diluciéon
1/10 de la muestra del virus en 0,1% de SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio) en PBS (buffer
fosfato-salina), utilizando la misma dilucién
del buffer de dialisis en 0,1% de SDS como
control. La mezcla se homogeneizd con
vortex y se centrifugd a 8000 rpm durante 5
minutos. Se determind la densidad dptica
del sobrenadante a 260 nm y a 280 nm. La
relacion DO260/D0280 debia encontrarse

en el rango de 1.3-1.6. Se calculd asi la
concentracion de particulas virales fisicas
(PVF) a partir de la densidad 6ptica DO260
utilizando la siguiente ecuacién:

PV/mL= (OD2gg — OD320) x factor de
dilucion /9,09.10-13, donde 9,09.10"13es el
coeficiente de extincién para el adenovirus
detipo salvaje.

S

Figura 1. Estructura génica de los vectores
adenovirales recombinantes (RAd)
utilizados. (A) RAd-GFP: Adenovector
portador del gen que codifica para la
proteina fluorescente verde (GFP) de
Aequorea victoria. (B), RAd-DsRed:
Adenovector portador del gen que codifica
para la proteina flurescente roja DsRed2 de
Discosoma sp. Referencias: PmCMYV,
Promotor del citomegalovirus murino; ITR,
terminales repetidos invertidos; DE1y DE3,
deleciones delosgenesE1lyE3 enelgenoma
del Ad 5; SV40, sefial de poliadenilacion del
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FORMULACION DE LAS NANOPAR-
TICULAS MAGNETICAS UTILIZADAS

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

APLICADOR DE CAMPO MAGNETICO
PARA CELULAS EN CULTIVO

Se utilizd una placa magnética
comercial (Oz Biosciences, Marsella, Francia)
del tamafio de una microplaca estandar de
ELISA. Esta consiste en un arreglo de mag-
netos permanentes con forma rectangular,
de Nd-Fe-B (magneto de neodimio)
dispuestos en una orientacidon paralela
alternante. Esta placa produce una densidad
de flujo magnético mdaxima de
aproximadamente 0,3 T y gradientes de
campo magnético en el rango de 67 a 123
T/m a una distancia de 2 mm para la
superficie de los magnetos individuales, la
cual es aproximadamente la posicién donde
las células estaran ubicadas. Esta induccidon
magnética lleva aproximadamente a 80% de
saturacion de las nanoparticulas, si éstas son
de magnetita de alta pureza, requiriéndose
una induccion de 0,5-0,6 T para que la
saturacion sea completa.

PROTOCOLO DE MAGNETOFECCION EN
CULTIVOS CELULARES

La linea celular B92 (glial de tejido
nervioso de rata) se cultivé en medio MEM
(Minimum Essential Medium), suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 100 U de penicilina/mL, 0,1 mg de
estreptomicina/mL, y 0,25 pg de

anfotericina B/mL; y se mantuvo a 37 °C en
unaatmosferacon 5% de Co2.

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

Para esto, partiendo de una bote-
lla con células B92 al 90% de confluencia, se
procedié a realizar dos lavados con PBS.
Posteriormente se afiadieron 3 mL de
solucion citrico salina (10 g/L de KCl, 4,4 g/L
de citrato de sodio, estéril, conservada a 4
2C). Se incubd en camara de cultivo hasta
desprendimiento completo de la monocapa.
Se agregaron 4 mL de PBS. Se tomaron 100
pL de la suspension célular en PBS, y se
agregaron 100 pL de Azul tripan (Trypan
Blue, SIGMA). Se contaron por triplicado las
células viables contenidas en los reticulos de
la cdmara y en base a esa cantidad se
hicieron los calculos correspondientes para
obtener el nimero de células viables por mL.
Las células B92 se sembraron (750.000 por
mL) en placas de 12 pocillos hasta una
confluencia del 80% en medio MEM
conteniendo 10% de SFB y antibidticos. Los
cultivos se incubaron entonces con
complejos adenovirales magnéticos
generados mezclando diferentes
proporciones de MNP y adenovector.
Inmediatamente después del agregado de
los complejos magnéticos a los cultivos,
éstos se sometieron a una densidad de flujo
magnético de unos 0,3 T (generado por el
aplicador anteriormente descripto) durante
30 min, continudndose luego con una
incubaciéon estandar a 37 2C y 5% CO2
durante 48 h. La expresion de DsRed2 y GFP
se siguid en las células vivas por microscopia
de fluorescencia con un microscopio
invertido. En el caso de las células magne-
tofectadas con el complejo que contenia
RAd-GFP, la expresidén de GFP se cuantificd
por medicién de fluorescencia en los
correspondientes lisados celulares. Para este
fin, se aspiro el sobrenadante celular, proce-
diéndose despuésallisarlas células. Loslisa-

S

dos se transfirieron a placas de NUNC (96
Well Plate PS Optical Btm Polymer Base Non-
Treated NS w/o Lid Blk. Nunc Code: 265301)
de 96 pocillos con fondo éptico a fin de medir
la fluorescencia en un lector de placas
Beckman Coulter® DTX 880 Multimode
Detector. Este procedimiento permitié de-
terminarlarelacion MNP/RAd éptima.

Resultados

Las dos clases de MNP evaluadas
mostraron una buena performance in vitro
pero las recubiertas con polietilenimina
(PEI-Mag2) fueron mas efectivas in vivo que
las PB-Mag 1-4, que estan recubiertas con
polibreno (resultados no mostrados). Por
esta razon se focalizd la caracterizacion in
vitro en el uso de las PEI-Mag2. La magne-
tofeccién con complejos PEI-Mag2/RAd-
GFP mostré un maximo aunarelacionde 0,5
fg Fe/PVF, lo cual se evidencié a través de la
comparacion cualitativa de microfotografias
correspondientes a una dosis subdptima de
vector desnudo con imagenes corres-
pondientes a diferentes relaciones
MNP/vector en los complejos magnéticos
(Fig. 2 A y B, Fig. 4), asi como de la
cuantificacién de la fluorescencia intra-
celular de la GFP transgénica (Fig. 3). Los
complejos PEI-Mag2/RAd-GFP mostraron
una performance maxima que se mantuvo
constante hasta al menos 12,5 fg Fe/PVF
(Fig. 5). Con el complejo PEI-Mag2/RAd-
DsRed también pudo evidenciarse un claro
efecto de amplificacion de la capacidad de
transfeccién a través del andlisis cualitativo
de microfotografias 48 h post agregado del
vector al cultivo celular (Fig. 2 C y D). La
amplificacion méxima de la capacidad de
transfeccidn (complejo /virus desnudo) que
se registro en el presente estudio fue de 5,1
para PEI-Mag2/RAd-GFP a una relacién
MNP/vectorde 0,5 fg Fe /PVF (Fig. 3).

Discusiony Conclusiones

El presente estudio confirmalano-

Tabla I. Caracteristicas de las nanoparticulas magnéticas utilizadas en este estudio.
* Provistas por los Dres. Christian Plank y Olga Mykhaylyk, Universidad de Munich, Alemania.
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table propiedad de la magnetofeccién de
incrementar la capacidad de transduccién de
los vectores adenovirales. Se piensa que este
fendmeno se debe en parte a que la
sedimentacion de los complejos magnéticos
inducida por el campo genera una elevada
concentracion local de viriones en torno de
las células adheridas al fondo de la placa de
cultivo (17). Existe, sin embargo, creciente
evidencia de que los complejos MNP/vector
viral favorecen la internalizacidn del vector a
través de mecanismos independientes de los
receptores celulares al adenovirus (18). Una
linea de evidencia que apoya esta hipodtesis
es que la magnetofeccion con complejos
MNP-adenovector permite la eficiente
transfeccion de ciertas lineas celulares
(como NIH3T3, K56215) o cultivos primarios
de células como los linfocitos y los miocitos,
todas las cuales casi no expresan el receptor
adenoviral del virus coxsackie (CAR) y son
por tanto refractarias a los adenovirus (19).
Ademas, el andlisis ultraestructural de los
complejos MNP-adenovectores recom-
binantes por microscopia electrénica y
microscopia de fuerza atémica demostré
particulas adenovirales intactas com-
pletamente rodeadas por nanoparticulas
magnéticas que ocasionalmete asociaban
varios viriones (16). En virtud de que esta
configuraciéon impide que los viriones se
unan a sus receptores celulares de mem-
brana, es posible que lainternalizaciéon de los
complejos se produzca por mecanismos auln
no elucidados. Asimismo, estudios cinéticos
con complejos RAd-MNP basados en dxidos
de oro e hierro que se aplicaron a lineas
celulares refractarias a los adenovirus,
proveen evidencia adicional de la existencia
de mecanismos de inter-nalizaciéon que no
son mediados por receptores virales de
membrana (20).

e

Figura 2. Magnetofeccion en células gliales
B92. Se utilizaron los complejos magnéticos

PEI-Mag2/RAd-GFP (B) y PEI-Mag2/RAd-
DsRed (D). Como controles se usaron los
adenovectores desnudos correspondienes
(AyC).Enlos cuatro casos los adenovectores
se usaron a dosis subdéptimas a fin de hacer
mas evidente la amplificacién de la transfec-
cion inducida por la magnetofeccion. La
relacion MNP/PVF del complejo magnético
en B es de 0,5 fg Fe/PVF mientras que la co-
rrespondiente relacién para D es 71 fg
Fe/PVE. (20X).
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Figura 3. Variacion de la eficiencia de la
transfeccion del complejo PEI-Mag2/RAd-
GFP en relacién a la proporcion de
MNP/PVF. El efecto se estudid en presencia
o ausencia de un campo magnético externo.
* p<0,05; ** p<0,01 versus el nivel de trans-
duccion (fluorescencia) del vector desnudo.
Los experimentos se realizaron por
duplicado.
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Figura 4. Microfotografias de células trans-
fectadas con complejos PEI-Mag2/RAd-GFP
variando la relacién MNP/PVP. Se
fotografiaron campos representativos de
células B92 expresando la GFP para distintas
relaciones MNP/PVP con iman (C/M) o sin
éste (S/M). (20X).
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Figura 5. Factor de amplificacion de la
transfecciéon en funciéon de la proporcién
MNP/PVF en el complejo PEI-Mag2/RAd-
GFP. El factor se calculd en ausencia y
presencia del campo. N=1
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En cuanto a si se internaliza en la
célula el virién disociado de las MNP o el
complejo completo, recientes estudios de
analisis de imagenes por doble haz
realizados en el Instituto de Nanociencias de
Aragén por Asin et al. (21) revelan que el
complejo magnético ingresa a la célula sin
disociarse, ya que pueden observarse
particulas de complejo en el interior celular.

En este estudio se utilizaron dos
métodos para determinar la relacién éptima
MNP/vector. Uno es el método visual de
imagenes seriadas de fluorescencia (Fig. 4);
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el otro es la determinacién cuantitativa de
fluorescencia de los correspondientes
lisados celulares (Fig. 3). Mientras que el
primero provee mas informacion cualitativa
sobre los efectos del complejo magnético
sobre las células, el segundo es cuanti-
tativamente mas preciso. Ambos métodos se
complementan.

Los resultados de este trabajo
coinciden en general con estudios previos de
otros grupos aunque la proporcion éptima
MNP/PVF encontrada en el presente
estudio es algo mds baja de la informada por
Mykhaylyk et al. in vivo e in vitro, la cual estd
alrededordelos 2,5 fg Fe/PVF (16)(20). Debe
sefialarse ademas, que aunque en el
presente estudio no se evalué la toxicidad de
los complejos, en un estudio previo se
determiné que los complejos PEI-Mag/RAd-
GFP poseen muy baja toxicidad sobre las
células B92 cuando se utiliza una relacién de
2,5 fg Fe/PV en un rango de multiplicidades
de infeccién de 1 a 20 unidades formadoras
de placa/célula(21).

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