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INTRODUCCION:

La transfeccion de DNA en células eucariontes es una herramienta
esencial en biotecnologia, medicina y biologia molecular. A pesar del
desarrollo de diversos métodos, la eficiencia y reproducibilidad de
estos procesos sigue siendo limitada debido a barreras celulares
como las membranas plasmaticas, endosomales y nucleares. El uso
de complejos DNA-liposomas catiénicos ha mejorado notablemente
la eficiencia transfeccional, pero aun enfrenta obstaculos que
reducen la expresion geénica. Esta revision analiza los mecanismos
de entrada de estos complejos en las células y estrategias para
mejorar su translocacion hacia el nucleo, donde se produce la
transcripcion del transgeén.




ERIALES Y METODOS:

Dado que el trabajo es una revision, no se emplearon materiale
experimentales directos. Sin embargo, se discuten en profundidad
materiales comtinmente usados en estudios de transfeccion como:
Liposomas catidonicos (DOTAP, DOPE, DOGS, etc.)Plasmidos de DNA
Técnicas de apoyo: electroporacion, ultrasonidos, bombardeo con
microparticulas Agentes lisosomotropicos (cloroquina, sacarosa,
Ca++)Péptidos con senales de localizacion nuclear (NLS)




Tabla 1

Algunos de los lipidos mas usados para formar complejos DNA-liposomas

cationicos

Nombre Funcién Férmula
DOPE neutral y fusogénico 1,2 dioleoil-3-fosfatidiletanolamina
DOTAP lipido catidnico 1,2 dioleoil-3-trimetilamonium propano
DOGS lipido catiénico di-octadecilamidoglicil-espermina
Tix lipido catiénico tetrametilhidroxietil, 2,3 diolecil, 1,4 butanediamonio ioduro
DPC lipido estructural 1,2 dioleoil - 3 - forfatidilcolina
Colesterol lipido estructural colesterol

Tabla 2

Posibles métodos para incrementar la eficiencia de transfeccion del DNA
acomplejado con liposomas catiénicos

Membrana Método Referencia
Plasmatica Ultrasonidos (Lawrie et al., 1999)
Electroporacion (Colosimo et al., 2000)
Péptidos quimeéricos (Morris et al., 1999)
Endosoma pH (cloroquina) (Luthman y Magnusson, 1983)
Ca™ (Lam y Cullis, 2000)
Péptidos quiméricos (Haensler y Szoka, 1993)
Nicleo Mitosis (Tseng et al., 1999)
NLS (Aronsohn y Hughes, 1997)

Péptidos quiméricos (Ogris et al., 2001)




ULTADOS:

rticulo es de tipo revision bibliografica. Se realizé una
pilacion y analisis critico de publicaciones cientificas
vias relacionadas con: Mecanismos de entrada celular
los complejos DNA-liposomas Factores celulares que
ctan la eficiencia de la transfeccion Estrategias para
perar las barreras intracelulares (uso de péptidos,
Itrasonidos, modificaciones del DNA)Evaluacion de
ariables que influyen en la eficiencia y seguridad del
roceso

La transfeccion con liposomas cationicos alcanza
eficiencias de hasta ~50 % en condiciones optimas.Se
identificaron maltiples puntos criticos en el transporte
intracelular: membrana plasmatica, endosomas y
membrana nuclear.Factores como el pH endosomal, el
ciclo celular (mitosis), y la presencia de sefiales NLS son
determinantes para el éxito del proceso.Métodos fisicos
como la electroporacion y la sonicacién mejoran la entrada
celular.Agentes lisosomotropicos y modificaciones del
plasmido aumentan significativamente la expresion del
transgen.




ISCUSION:

La limitada eficiencia de la transfeccion con liposomas cationicos esta
relacionada con las multiples barreras celulares. Aunque los liposomas
mejoran la entrada del DNA al citoplasma, no garantizan su acceso al
nucleo, especialmente en células en reposo. Se destaca la importancia de
sincronizar las células en mitosis o utilizar sefiales NLS para facilitar el
transporte nuclear. La combinacién de métodos fisicos y quimicos puede
potenciar notablemente la expresion genica, aungue aun se requieren
estudios para estandarizar condiciones y reducir la citotoxicidad.



ONCLUSIONES:

os complejos DNA-liposomas representan una herramienta eficiente para la tran
énica, pero su efectividad depende de la superacion de varias barreras celulares.
métodos complementarios como ultrasonidos, agentes lisosomotropicos vy sefiales d
localizacion nuclear puede mejorar significativamente la expresion de los transgenes
optimizacion conjunta de los factores del complejo, del DNA'y del entorno celular es
para aumentar la reproducibilidad y eficacia del proceso.

Los lipidos catidnicos tienen una cabeza polar cargada positivamente que forma compl
con las cargas negativas del DNA y una parte hidrofébica constituida por acidos grasos.
Generalmente se usa el acido oleico (C18:1) debido a su mayor flexibilidad y menor
temperatura de fusion. Los posibles métodos para incrementar la eficiencia de la transfec
de una determinada construccion plasmidica que codifica un transgen con liposomas
cationicos (Felgner et al., 1987) se han clasificado en métodos para atravesar las membrana
celular, endosomal y nuclear. Los péptidos pueden ser monofuncionales o quimericos
(péptidos con distintas actividades unidos covalente o no covalentemente). Las funciones qu
se escogen para el disefio de los péptidos quiméricos son condensacion de DNA, fusion
desestabilizacién de membranas y secuencias de localizacion nuclear.
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Estudios sobre translocacién de complejos DNA-liposomas a través
de membranas celulares para mejorar la transfeccién en células

eucariontes (Revision)

A. Rocha, S. Ruiz, JM. Coll *
Dpto. Biotecnologia, INIA, SGIT. Crta. Corufia, km. 7. Madrid, Espafia.
coll{@inia.cs

RESUMEN

El uso creciente de liposomas catidnicos como vehiculos para la transfeccion a células de DNA plasmidico
codificando transgenes, es debido a su alta eficiencia (~ 50 %) y reproducibilidad. La expresion de un transgén
comicnza con la interaccion del complejo DNA-liposoma con la membrana plasmitica por adsorcidn y/o inte-
racciones electrostiticas. La entrada del DNA-liposoma a través de la membrana plasmitica puede ser por endo-
citosis o por fusion de membranas. La endocitosis lleva a los DNA-liposomas primero a un endosoma que se
convierie en lisosoma (pll ~ 5), lo que puede dar lugar a la depradacion del DNA por DNAsas dependientes de
plIl. Una vez liberado el DNA al citoplasma celular, tiene que atravesar la membrana nuclear para poder trans-
cribir el transpén, debido a que las RNA polimerasas residen en el nicleo. Para mejorar la eficiencia de la trans-
feccion se puede actuar a nivel del DNA (secuencias, promotores, secuencias de localizacion nuclear, eic.), del

complejo DNA-liposomas (lipidos, ultrasonidos, electroporacién, Ca *') o de las células (pIT de los endosomas,
estado del ciclo celular, localizacion nuclear). Este trabajo revisa la ruta de entrada del DNA hasta el nicleo ce-

lular para mejorar la eficiencia de transfeccidn/expresion.
Palabras clave: transfeccion, liposomas catidnicos, mitosis, pll, Ca™, NLS, péptidos, transgenes.

INTRODUCCION

En determinadas condiciones, las células eucariontes pueden internalizar DNA exo-
geno y un pequefio porcentaje de éste localizarse en el nicleo para la transcripcién y ex-
presion de sus transgenes. La incorporacion covalente del DNA exdgeno al genoma o no,
hace que la expresion sea permanente o temporal (Singh et al, 2001). La obtencion de
animales transgénicos, la obtencion de biofactorias y la terapia génica ademas de variados
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estudios basicos, entre otras aplicaciones, se beneficiarian de un mayor control y mejora
del transporte del DNA exogéno al niicleo celular.

Debido al tamafio y carga negativa del DNA y a la multitud de barreras membranosas
v enzimaticas de la célula, su entrada y su consiguiente transcripcion en el nicleo, donde
residen las RNA polimerasas, es muy poco eficiente. Para aumentar estas eficiencias, se
han desarrollado y siguen estudidndose una amplia variedad de métodos. Historicamente,
estos métodos han utilizado fosfato cilcico, policationes condensadores de DNA (DEAE,
polilisina), retrovirus, microinyeccion, etc. (Garcia-Chaumont et al,, 2000; Ma y Dia-
mond, 2001). Sin embargo, estos primeros métodos tienen problemas de toxicidad celular,
baja reproducibilidad, complejidad de ejecucion o bajas eficiencias de transfeccion. Para
mejorar las bajas eficiencias de transfeccion de estos primeros métodos, se han empleado
varias técnicas entre las que se encuentran la formacion de complejos entre el DNA y los
liposomas.

Las mejores eficiencias de expresion de transgenes utilizando complejos DNA-lipo-
somas son menores del 50 % de las células transfectadas, pero la falta de control de las
variables implicadas hace que su reproducibilidad sea baja y que los niveles de transfec-
cion mas reproducibles sean del ~ 20 %. Se desconoce cuél es el paso limitante, puesto
que los complejos DNA-liposoma penetran en el 100 % de las células transfectadas aun-
que no en todas penetran el mismo nimero de moléculas (Tseng et al, 1999). Los méto-
dos para mejorar la eficiencia de expresion de los transgenes introducidos por transfec-
cion de los complejos DNA-liposomas van dirigidos a modificaciones en el DNA, en el
liposoma o en la célula. A su vez las modificaciones en la célula pueden clasificarse en
aquellas que mejoran la translocacion del DNA a través de la membranas: plasmatica (li-
posomas, ultrasonidos, electroporacion, bombardeo), endosomal (agentes lisosomotrépi-
cos, Ca '') y/o nuclear (control ciclo celular, NLS y péptidos).

Si no se obtienen los maximos rendimientos en cada una de las translocaciones mem-
branosas mencionadas, la baja eficiencia del proceso global disminuye la expresion del
DNA transfectado.

Ruta de los complejos DNA-liposoma catiénico dentro de la célula

Para que el transgén que codifica un DNA se exprese, la primera barrera que el com-
plejo DNA-liposoma tiene que atravesar es la membrana plasmatica (Fig. 1). Utilizando
DNA y liposomas marcados se ha podido comprobar la colocalizacion de éstos en la
membrana plasmética una vez adicionados a las monocapas celulares. La entrada poste-
rior en la célula puede ser por endocitosis natural (ruta endosoma-lisosoma), por fusion
natural de membranas o incrementada por medios artificiales (ultrasonidos, electropora-
cion, bombardeo). Después, para que el DNA llegue al citoplasma tiene que atravesar la
membrana de los endosomas/lisosomas. Por tltimo para que el DNA pueda entrar en el
nicleo tiene que atravesar la membrana nuclear (Nishikawa y Huang, 2001). Efectiva-
mente, se comprueba que un tiempo después de la transfeccion, el DNA marcado se acu-
mula en el nicleo donde los liposomas nunca se detectan (Marcusson et al, 1998; Scher-
man ef al., 1998).
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Fig. 1.-Ruta celular de los complejos DNA-liposoma para expresién
Se disefia primero un plasmido que contiene el transgén con promotores, intrones, lerminadores y demés ele-
mentos de control para células cucaridticas. El plasmido, tiene que penetrar la membrana plasmitica bien a tra-
vés de la ruta endosoma/lisosoma (1, 2) o por fusion (1) y después la membrana nuclear (3). Solo dentro del ni-
cleo las RNA polimerasas pueden fabricar el RNA mensajero que se traducird una vez de vuelta en el citoplas-
ma. Para expresion permanente, el transgén tiene ademds que incorporarse covalentemente al DNA
cromosdmico (ITackett y Alvarez, 2000).

Invest. Agr.: Prod. Sanid. Anim. Vol. 17 (1-2), 2002




8 A.ROCHA et al.
Utilizacién de liposomas catidnicos para transfeccion de DNA

El uso de complejos de DNA-liposomas formados por DNA (cargado negativamente)
y liposomas catiénicos (cargados positivamente) ha mejorado la eficiencia y reproducibi-
lidad de la transfeccion obtenida con métodos anteriores (Lasic ef al, 1997; Stamatatos et
al., 1988). Los lipidos catidnicos que se usan para el disefio de los liposomas tienen parte
hidrofilica y parte hidrofobica. El uso de liposomas cationicos tiene las ventajas de que
forman complejos electrostiticos con el DNA, se introducen espontineamente en las célu-
las facilitando el transporte del DNA al niicleo y hacen al DNA resistente a las nucleasas
condenséndolo en particulas mayores de 50 nm de didmetro (Lebedeva et al, 2000; Pe-
droso De Lima et al, 2001). Es un método simple y reproducible (Felgner et al, 1987).

Los liposomas se preparan mezclando en disolventes orgénicos el lipido catidnico
(Tabla 1) con fosfatidilcolina y colesterol para aumentar su estabilidad (Katsel y Greens-
tein, 2000). Una vez evaporado el disolvente orgénico, se afiade un tampon acuoso y se
sonica, obteniéndose liposomas de varios tamafios que para una mayor homogeneidad se
pueden extruir (Templeton et al, 1997). Todas las manipulaciones se hacen en presencia
de nitrégeno o en vacio para reducir la oxidacian de los dobles enlaces de los dcidos gra-
sos que componen los lipidos. Aunque los complejos DNA-liposomas se pueden conser-
var a 4 °C, se han disefado liposomas capaces de resistir la liofilizacion y la posterior
rehidratacion (Anchordoquy et al, 1997).

Tabla 1
Algunos de los lipidos mas usados para formar complejos DNA-liposomas
cationicos

Nombre Funcidn Fiormula
DOPE neutral y fusopénico 1,2 dioleoil-3-fosfatidiletanolamina
DOTAP lipido catiénico 1,2 dioleoil-3-trimetilamonium propano
DOGS lipido catiGnico di-octadecilamidoglicil-cspermina
Tix lipido catiénico tetrametilhidroxictil, 2,3 diolecil, 1,4 butanediamonio ioduro
DPC lipido estructural 1,2 dioleoil - 3 - forfatidilcolina
Colesterol lipido estructural colesterol

La estructura de los complejos DNA-liposomas catidnicos es globular y multilamelar
alternando una bicapa lipidica y una monocapa de DNA (Lin et al, 2000; Radler et al,
1997).

Modificaciones en el DNA para mejorar su utilizacion con liposomas

Los DNA que se usan para transfeccion con liposomas son plasmidos (DNA circula-
res de doble cadena superenrollados) gue contienen secuencias para la expresion del
transgene y ~ 3 Kb de secuencias bacterianas para la manipulacién del plasmido en bacte-
rias (Estepa er al., 1994). Hay que tener cuidado de no degradar el DNA durante su prepa-
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Tabla 2

Posibles métodos para incrementar la eficiencia de transfeccion del DNA
acomplejado con liposomas catiénicos

Membrana Meétodo Referencia
Plasmitica Ultrasonidos {Lawric et al., 1999)
Electroporacion {Colosimo et al., 2000)
Péptidos quiméricos {Morris et al., 1999)
Endosoma pH (cloroguina) {Luthman y Magnusson, 1983)
Ca"' {Lam y Cullis, 2000)
Péptidos quiméricos {Haensler y Szoka, 1993)
Nidcleo Mitédsis (Tseng et al., 1999)
MNLS {Aronsohn y Hughes, 1997)
Péptidos quiméricos {Ogris et al., 2001)

racion, ya que la transfeccion con DNA degradado-liposomas induce apoptosis en las cé-
lulas transfectadas (Schiavone et al., 2000).

Las modificaciones en los plasmidos para mejorar su utilizacion con liposomas se han
dirigido a aumentar bien su transcripcion por seleccion de los mejores promotores para
atrapar las RNA polimerasas (Hansen et al., 1991; Moav et al., 1992) o bien su replica-
cion mediante la inclusion de origenes de replicacion tales como el del virus SV40. Ade-
mads se han descrito aumentos de hasta 1.000 veces en la expresion cuando se incluyen se-
cuencias del promotor temprano de SV40 que actian como sefiales de localizacion nu-
clear (Dean et al., 1999).También se han utilizado miniplismidos (Darquet et al., 1997)
que al eliminar secuencias bacterianas tienen aumentada su eficiencia de transfeccion ya
que un mismo complejo liposomal puede vehiculizar un mayor nimero de moléculas de
plasmido cuanto méas pequefias sean éstas.

Por otra parte, también se han utilizado plismidos abiertos, lineales, procedentes de
plasmidos circulares digeridos con una enzima de restriccion de corte tnico, aungue éstos
se utilizan generalmente para inducir expresion permanente. En este sentido, un nuevo
concepto es la utilizacion de plasmidos DNA lineales pero cerrados covalentemente en
sus extremos para aumentar su resistencia a las DN Asas (plismidos MIDGE, Ready Vec-
tor). Estos pliasmidos permiten reducir mucho su tamafio por lo que exhiben altos niveles
de expresion.

Uso de ultrasonidos para mejorar la eficiencia de translocacion de la membrana
plasmitica

Las ventajas del uso de la sonicacién para la transfeccion del DNA son: i) es rapida,
ii) es sencilla y barata, iii) es aplicable a diferentes células por ser un método mecénico y
iv) podria ser aplicada in vivo localmente para terapia génica (Newman et al., 2001). Aho-
ra bien, para poder aplicar este método habria que entender mejor los efectos de la sonica-
cion en las células y aclarar el mecanismo mediante el cual el DNA atraviesa las membra-

Invest. Agr: Prod. Sanid. Anim. Vol. 17 (1-2), 2002
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nas celulares. El primer efecto que se observa después de la aplicacitn de los ultrasonidos
a las células es el calentamiento (Diederich y Hynynen, 1999). Un segundo efecto, es el
aumento del espacio intercelular y mas tarde perforaciones en las membranas al aumentar
las intensidades/frecuencias (Frenkel y Kimmel, 2000; Martin ef al, 1983). Los ultrasoni-
dos terapéuticos (~ W cm? a 3.000 KHz durante 30 a 90 s) producen un ensanchamiento
del espacio intercelular asi como la rotura de las conexiones entre células adyacentes
(Frenkel y Kimmel, 2000). La cavitacion parece ser la responsable de la entrada del DNA
en las células (Frenkel et al., 1999; Greenleaf et al,, 1998; Liu et al, 1998; Wyber ef al.,
1997). Por ejemplo, utilizando 0,4-0,6 W cm? a 40 KHz durante 6-24 s se ha conseguido
introducir DNA en las células de las aletas de las truchas (Fernandez-Alonso, 2000). La
perforacion del espacio intercelular en tejidos requiere mayores intensidades (2,2 W cm? a
3.000 KHz durante 30 a 90 s) (Frenkel y Kimmel, 2000). Sin embargo, la comparacion de
los distintos trabajos es dificil debido a la influencia desconocida que tienen las numero-
sas variables que intervienen (frecuencia, intensidad, duracion, geometria, etcétera) y a
los pocos estudios dedicados a examinar sistematicamente los efectos de dichas variables
(Wyber et al., 1997).

Los plismidos sufren pocas alteraciones con el proceso de sonicacion (Fernin-
dez-Alonso, 2000; Wyber et al., 1997) y quedan protegidos contra dichas alteraciones cuan-
do se acomplejan con liposomas (Wasan ef al., 1996). Aungue la combinacion de la sonica-
cion con liposomas aumenta unas 7 veces la eficiencia de la transfeccion celular (Lawrie ef
al, 1999; Unger et al, 1997), no se han publicado muchos trabajos sobre este tema.

Uso de la electroporacion para la translocacion de la membrana plasmatica

Las variables fisicas en la transferencia de DNA a las células por electroporacion
(Hama-Inaba et al, 1987; Knutson y Yee, 1987) son: i) la duracién del pulso eléctrico T
(tiempﬁ, 5-20 msec), que depende de la resistencia del medio (ohmnios, £2) y de la poten-
cia (Faradays, pF) del condensador (T = €2 - pF). La resistencia del medio inversamente
proporcional a su concentracion ionica (— 20 ), depende ademis del volumen y del espe-
sor de la cubeta usada para la electroporacion y ii) la intensidad del campo eléctrico
(~ 6.000 V/cm en cubetas de 0,4 cm), que tiene gran influencia en el porcentaje de trans-
feccion dptimo coincidente con un 20-80 % de mortalidad celular (Chu er al., 1987).

El medio de electroporacion afecta a las células y a la entrada del DNA de varias ma-
neras, ya que: su resistencia influencia T que a su vez influencia la supervivencia celular,
su osmolaridad afecta la supervivencia celular, su concentracion de iones afecta la estabi-
lidad de las membranas durante el pulso eléctrico y el pulso eléctrico provoca una per-
meabilizacién temporal o aparicion de poros en la membrana plasmatica que permanece a
bajas temperaturas durante varias horas que afecta a la supervivencia celular (Rols y Teis-
sie, 1998).

La eficiencia de entrada del DNA en la célula también depende de la concentracion
de DNA (optimo de 1-40 pg/ml), la hipotonicidad del medio (Golzio et al., 1998), la pre-
sencia de etanol (Golzio et al., 2001), DMSO (Melkonyan et al., 1996) o suero (Delteil et
al., 2000), del nimero de pulsos y de su duracion. Aunque el nimero de pulsos aumenta
proporcionalmente la entrada del DNA en la célula, su duracion es el parimetro mas im-
portante ya que solo cuando los pulsos se aplican durante unos 5 ms se puede detectar di-
cha entrada (Rols y Teissie, 1998).
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Una vez que el DNA ha entrado en las células ha de expresarse y para ello tiene que
llegar al niicleo. Se ha demostrado que las células de ciclo celular corto (crecimiento rapi-
do) expresan el transgén introducido por electroporacion més eficientemente que las de
crecimiento lento (Colosimo ef al, 2000). El incremento de expresion cuando las células
se incuban con colchicina antes de la electroporacion, confirma el requerimiento de mito-
sis (no hay membrana nuclear) para este efecto.

No se ha experimentado el efecto de la electroporacion sobre la penetracion ni la ex-
presién de complejos DNA-liposoma.

Uso del bombardeo con complejos DNA-liposomas para mejorar la translocacion
de la membrana plasmitica

S6lo se ha usado el bombardeo con particulas de oro recubiertas de DNA para intro-
ducir genes, en tejidos in vivo (Gémez-Chiarri y Chiaverini, 1999; Gémez-Chiarri ef al,,
1996) pero no se ha empleado el bombardeo con complejos DNA-liposoma.

Control de pH en la ruta endosoma/lisosoma: agentes lisosomotrépicos

La endocitosis de los complejos DNA-liposomas resulta en su procesamiento a través
de la ruta endosoma/lisosoma. Esta ruta conlleva una posible degradacion del DNA en el
lisosoma por actuacion de sus enzimas dependientes de bajo pH, por lo que los compues-
tos que promueven la translocacion del DNA fuera del endosoma o que controlan el pH
del lisosoma, aumentan la eficiencia de la expresion (Morales et al., 1999).

En este sentido, el tratamiento de las células con 20-100 uM de cloroquina, un agente
lisosomotropico que evita la disminucion de pH del lisosoma, es el método que mas se ha
usado. Los tratamientos con cloroguina durante y después de la transfeccion aumentan un
40 % la eficiencia de expresion de la transfeccion con complejos de DNA-liposomas
{Luthman y Magnusson, 1983). La cloroquina también incrementa 1,5 veces la expresion
de complejos RNA-péptidos y de RNA-liposomas (Bettinger et al., 2001). Debido a que
la exposicion a cloroquina por més de 4 h a 10-100 uM causa muerte celular, la sacarosa
{5-500 mM), el cloruro aménico (10-40 mM) o la polivinilpirrolidona (0,01 -1 mg/ml)
también se han usado como agentes lisosomotropicos alternativos (Ciftci y Levy, 2001).

Otra alternativa para escapar del endosoma/lisosoma, es la utilizacién en los liposo-
mas de lipidos que se vuelven fusogénicos cuando el pH baja a valores lisosomales (Kono
et al, 2001; Simoes ef al, 2001) o lipidos con enlaces SH desestabilizables en el medio
reductor de los lisosomas debido a la activacion de enzimas especificas (Tang y Hughes,
1998).

Mejora de la expresion por adiciéon de calcio (Ca'™)

El Ca'' parece tener 2 efectos sobre la transfeccion: condensar el DNA cuando se
afniade antes de la transfeccion y aumentar su expresion cuando se afiade postransfeccion.
En los primeros métodos de transfeccion celular, sélo se empleaba su capacidad de for-
maci6n de precipitados muy finos de complejos DNA-Ca "' sobre las células. Después se
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ha demostrado que la presencia de Ca'' después de la transfeccién en concentraciones
< 10 mM, es capaz de aumentar 3-20 veces la eficiencia de expresion de los complejos
DMNA-liposomas. Este efecto se ha demostrado en 5 lineas celulares y usando 6 formula-
ciones distintas de lipidos catidnicos (Lam y Cullis, 2000). El efecto es especifico y no
depende solamente de las cargas del Ca '’ puesto que otros iones tales omo Mg '' o Na'
no lo exhiben y el efecto se inhibe especificamente con EGTA (quelante especifico del
Ca'").

Ademis se ha observado que la inhibicion de la transfeccién por la presencia de suero
en el medio de cultivo puede ser contrarrestada en presencia de 2 mM de Ca "' (Haber-
land et al, 2000). Parece ser que el Ca '' no se necesita para la entrada del DNA y que el
suero no inhibe ni el ligamiento ni el paso de la membrana citoplasmética de los comple-
jos DNA-liposomas pero si el escape del DNA de los endosomas y/o la expresion del
DNA (Haberland et al, 2000). Es posible que esta actividad postransfeccional del Ca "'
sea debida a su capacidad lisosomotropica. Al inhibir o reducir los lisosomas estaria ac-
tuando a favor de la transferencia del DNA desde el endosoma al citoplasma (Haberland
et al., 1999).

Influencia de la mitosis: ausencia de membrana nuclear

Sorprendentemente, la mayoria de las células en una monocapa son capaces de inter-
nalizar los complejos DNA-liposoma pero solo un 20 % exhibe expresion del transgén
(Scherman et al, 1998 2113). Existe por lo tanto una heterogeneidad celular que influen-
cia la eficiencia de transfeccion. Puesto que en una monocapa de una linea celular la prin-
cipal causa de heterogeneidad celular se debe al estado del ciclo celular de cada célula, es
de suponer que el ciclo celular tenga alguna influencia en la baja expresion del transgén.
Confirmando estas observaciones, se sabe que las células en crecimiento siempre se trans-
fectan mejor que las que estin en reposo.

Por otra parte, utilizando células sincronizadas por doble bloqueo con timidina (2,5
mM), se demostro que la eficiencia de transfeccion aumenta 3-10 veces después de la mi-
tosis (Tseng ef al, 1999). Con poblaciones celulares separadas por centrifugacion, tam-
bién se demostrd que la actividad mitética incrementa de 30 a 500 veces la expresion de
los complejos DNA-liposomas transfectados (Brunner er al, 2000; Mortimer et al,
1999). La transfeccion de células Hela sincronizadas en G1 o en G2/M con complejos
DMNA{GFP)-liposoma y andlisis de su expresion por FACS demostraron resultados simila-
res (Tseng et al, 1999), confirmados por otros estudios usando células permeabilizadas
con digitonina (Escriou ef al, 2001). Se supone que en todos estos casos la desaparicion
de la membrana nuclear durante la mitosis contribuye a una mayor penetracion del DNA
en el nicleo. Sin embargo, no toda la expresion obtenida es debida a este fenémeno, ya
que existen células pre-mitoticas que también expresan el transgén y ademas nunca se lle-
ga al 100 % de células con expresion sino a un maximo del 40 % (Tseng et al., 1999). La
desaparicion temporal de la membrana nuclear durante la cogénesis también se ha apro-
vechado para aumentar la eficiencia de transfeccion de genes en oocitos inmaduros utili-
zando retrovirus como vectores para producir ganado transgénico (Chan er al., 1998).




TRANSFECCION CON LIPOSOMAS CATIONICOS 13

Uso de senales de localizacion nuclear (NLS) en péptidos y en DNA

Las mejoras en el transporte de DNA del citoplasma al niicleo se han demostrado tan-
to utilizando complejos DNA-péptidos como secuencias especificas en el DNA.

El ejemplo mas eficaz ha sido el uso de péptidos correspondientes a las sefiales pepti-
dicas de localizacién nuclear (NLS) del antigeno T de SV40 {Aronsohn y Hughes, 1997).
La formacion de complejos por interaciones idnicas entre el DNA y los peptidos NLS an-
mentan la eficiencia de transporte del DNA al nicleo, tanto que la inyeccion intracitoplas-
matica de solo 10 moléculas de DNA-NLS (0,06 fg de plismido) son suficientes para pro-
ducir peces cebra con un transgén integrado (Liang et al, 2000). El uso de complejos
DNA-NLS permite una reduccion de 10° veces en las cantidades de DNA necesarias para
detectar la transfeccion (Collas y Allestrom, 1998; Liang et al_, 2000). Estos resultados se
confirmaron utilizando el ensayo de transporte al nicleo en células permeabilizadas con
digitonina (Sebestyen et al., 1998). El ligamento covalente entre NLS y el DNA sin em-
bargo, no causa dichos efectos.

También los complejos melitina-polietilenimina provocan una mejora (~ 4 veces) en
el transporte nuclear de las secuencias DNA gracias probablemente a que la melitina po-
see una secuencia NLS (Ogris et al., 2001).

Sin embargo, no se han publicado trabajos en los que se afiadan NLS a complejos
DNA-liposomas para aumentar su localizacion nuclear.

Todavia se conocen poco las sefiales similares que en las secuencias del DNA tam-
bién favorecen el transporte del DNA al nicleo. Los primeros experimentos se realizaron
con secuencias del virus SV40 (Dean, 1997). Utilizando células permeabilizadas con 40
pg/ml de digitonina o con nicleos aislados se ha demostrado que la transferencia del
DNA al niicleo requiere no sélo proteinas citoplasmaticas sino también secuencias especi-
ficas en el DNA (Dean, 1997; Wilson et al., 1999). Estas secuencias consisten en secuen-
cias repetidas de 72 pares de bases localizadas en el promotor de SV40 (Dean ef al., 1999;
Li et al, 2001). La presencia de estas secuencias de DNA es capaz de aumentar la expre-
sion de transgenes en varios tipos celulares y utilizando varios métodos de transfeccion
(liposomas catiénicos, péptidos, inyeccion) y ademas en células que no estin en division
celular (Dean et al, 1999; Li et al, 2001; Vacik et al, 1999).

Uso de péptidos quiméricos

Los péptidos quiméricos combinan peptidos cortos capaces de ligar reversiblemente
al DNA, condensarlo, dirigirlo a células especificas, translocar el DNA al citoplasma o di-
rigirlo al nicleo celular (Luo y Saltzman, 2000; Morris et al, 2000). El disefio de pépti-
dos quiméricos puede seguir 2 estrategias: una tnica secuencia peptidica (varias secuen-
cias de peptidos unidas covalentemente) o varios péptidos que se autoensamblan no cova-
lentemente entre si.

Péptidos quiméricos basados en la unién covalente de péptidos de fusion virales y
secuencias NLS se han usado con éxito para transfeccion. Se han utilizando los péptidos
de fusion virales de la hemaglutinina HA del virus de la influenza (Haensler y Szoka,
1993), de la pG de VSV (Schuster ef al, 1999) y de la gp41 de HIV (Morris ef al,, 1999;
Morris et al, 1997) (Tabla 3). Varias poliaminas cationicas de diferentes tamafos y es-
tructuras tales como polilisina, poliarginina, espermidina, espermina, temporinas (Rinaldi
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Tabla 3

Ejemplos de péptidos con actividad condensadora de DNA, endosomolitica,
inductores de fusién o promotores de poros

Secuencia ‘Origen Referencia
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR(QQ melitina (Ogris ef al., 2001)
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGGGC influcnza HA(INF) (Hacnsler y Szoka, 1993)
KFTIVFPHNQGHWEKNVPSNYHYCP VSV pG (Schuster ef al, 1999)
GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKY HIV gpdl (Morria er al., 1999)
WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA GALA (Hacnsler y Szoka, 1993)
GLFEALLELLESLWLLEA covalenie: JTS1({pores) (Gotischalk ef al., 1996)
HHHHHWYG covalente (Midoux er al., 1998)
WEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKACEA covalenie (Wyman er al., 1997)
(LARL) KLLKLLLKLWLKLLKLLL covalenie (Niidome et al., 1997)
(K}sVAYISRGGYSTYYSDTVKGRFTROKYNKRA anti-DMA Ab (Avramcas er al., 1999}
palmitoil-SPKRSPKRSPKR + INF no covalenie (Wilke ef al, 1996)
YKAKKKKKKKKWEK + JTSI no covalenie (Gotischalk ef al., 1996)

et al, 2001), dendrimeros, protamina, polietileneimine (Boussif et al, 1999; Boussif ef
al., 1995; Lemkine y Demeneix, 2001), etc., también se han usado para condensar DNA
junto con péptidos NLS (Midoux et al., 1998; Niidome et al., 1997; Wyman et al., 1997).

La polilisina, por ejemplo, es capaz de compactar DNA hasta formar particulas de
100-200 nm. Para aumentar su endocitosis y su transferencia a células especificas, la poli-
lisina puede ligarse covalentemente al tripéptido RGD que interacciona con los receptores
celulares de las integrinas {Colin ef al, 2000; Harbottle ef al., 1998), a la galactosa para
transferencia a hepatocitos, a anti-CD3 o CDS5 para linfocitos T, a la transferrina para he-
patocitos (Wagner ef al, 1998), etc. (Brown et al., 2000).

La glicosilacion de las aminas de la polilisina y de la polialilamina introduce grupos
hidrofilicos que disminuyen su citotoxicidad in vivo y aumentan la eficiencia de transfec-
cion in vitro varios 6rdenes de magnitud.Qtra estrategia consiste en acoplar polilisina a un
péptido derivado de un anticuerpo que liga DNA (Avrameas ef al., 1999).También se han
usado anticuerpos anticitoesqueleto para dirigir los DNA- llposomnq al citoplasma demos-
trandose un incremento en la eficiencia de expresion (Khaw et al., 2001).

Se ha descrito una molécula hibrida obtenida mediante ljga.rmento covalente de un
derivado lipidico (dioeloil fosfatidiletanolamina) y un péptido fusogénico derivado del
veneno de la abeja (melitina) (Lam er al., 2001; Ogris et al., 2001). Este reactivo es insen-
sible a la presencia de suero y forma particulas con una carga positiva entre 50-250 nm.
Acomplejado con DNA, la dioleoil-melitina transfecta eficientemente varios tipos celula-
res (Legendre et al., 1997).

Para incrementar la translocacion del DNA a través de las membranas lisosomales, se
han utilizado péptidos fusogénicos virales que cambian de conformacion con la bajada de
pH induciendo fusion o lisis de membranas (Tabla 1). Otra estrategia importante es el uso
de péptidos que a pH neutro son capaces de fusionar con la membrana plasmitica tales
como el péptido de fusion de la gp41 de HIV (Morris et al., 1999).

También se han usado péptidos asociados no covalentemente por medio de interac-
ciones electrostaticas y/o hidrofébicas. Por ejemplo, el péptido de influenza (INF) con un
péptido condensador palmitoilado (Wilke et al, 1996) o el péptido formador de poros
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(JTS1) con un péptido condensador (Gottschalk et al, 1996), etc. Para autoensamblar
péptidos y proteinas con el DNA de una manera més controlada, intermedia entre la unién
covalente y la no covalente, se ha usado DNA biotinilado y estreptavidina-transferrina
(Sato et al, 2000).

CONCLUSIONES

Los complejos DNA-liposomas cationicos penetran espontineamente en la mayoria
de las células aunque con desigual eficiencia (Tseng et al., 1999). Dicha penetracion pue-
de aumentarse utilizando métodos mecanicos (ultrasonidos, electroporacién, bombardeo,
etcétera) (Colosimo et al., 2000; Lawrie er al., 1999). Sin embargo, para aumentar efi-
ciencias de expresion del 20-50 % al 80-100 %, es necesario que el DNA exdgeno atra-
viese también las membranas del endosoma/lisosoma y la nuclear. Para atravesar la mem-
brana endosomal antes de que el endosoma pase a lisosoma y evitar que el DNA se degra-
de, se utilizan agentes lisosomotropicos tales como el cloruro aménico, la cloroguina, la
sacarosa o el Ca'' (Ciftci y Levy, 2001; Lam y Cullis, 2000; Luthman y Magnusson,
1983). También se han usado con éxito lipidos o péptidos que son fusogénicos solo al
bajo pH del lisosoma (Kono ef al., 2001; Simoes ef al., 2001). La necesidad de llegar has-
ta las RNA polimerasas del niicleo para que se efectiie la transcripcion del DNA exdgeno,
hace que la electroporacion, los complejos DNA-liposomas (Brunner et al., 2000; Morti-
mer et al, 199%; Tseng ef al, 1999), la inyeccion (Chan et al, 1998) o la penetracion en
células permeabilizadas (Escriou et al, 2001) requieran ausencia de las membranas nu-
cleares (durante la mitosis o la meoisis) para exhibir maximas eficiencias de expresion. El
uso de secuencias NLS tanto en péptidos (Liang ef al, 2000) como en el DNA (Dean et
al, 1999), sin embargo, puede aumentar la eficiencia de transporte al nicleo incluso
cuando las células estan en reposo (Aronschn y Hughes, 1997). El uso de estos procedi-
mientos tanto aislados como en combinacién puede aumentar las eficiencias de expresion
de la transfeccion y su reproducibilidad.

Los lipidos catidnicos tienen una cabeza polar cargada positivamente que forma com-
plejos con las cargas negativas del DNA y una parte hidrofobica constituida por dcidos
grasos. Generalmente se usa el dcido oleico (C18:1) debido a su mayor flexibilidad y me-
nor temperatura de fusion.

Los posibles métodos para incrementar la eficiencia de la transfeccion de una deter-
minada construccion plasmidica que codifica un transgén con liposomas cationicos (Felg-
ner ef al, 1987) se han clasificado en métodos para atravesar las membranas celular, en-
dosomal y nuclear.

Los péptidos pueden ser monofuncionales o quiméricos (péptidos con distintas activi-
dades unidos covalente o no covalentemente). Las funciones que se escogen para el dise-
iio de los péptidos quiméricos son condensacion de DNA, fusién o desestabilizacion de
membranas y secuencias de localizacion nuclear.
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SUMMARY
Cationic DNA-Liposomas (Review)

The increasing use of cationic lippsomes as vectors for plasmid DNA transfection codifying transgenes is
due to its high efficiency (~ 50 %) and reproducibility. The expression of a transpén beging with the interaction
of the DNA-liposome with the plasma membrane by adsortion and/or electrostatic interactions. The entry of the
DMNA-liposome might be by endocitosis or membrane fusion. The endociiosis carry the DNA-liposomes first o
an endosome to be converted into lisosome (pIl ~ 5) where the DNA can be degraded by pll dependent
DMAses. Afier the DNA is delivered to the cyloplasm, it has to transverse the nuclear membrane to be tran-
scribed because the RNA polymerases are inside. To improve the efficiency of the whole proceess, we can act al
the levels of DNA (secuences, promoters, enhancers, nuclear localization signals), of the DNA-liposome com-
plex (lipids, ultrasound, electroporation, Ca **) or of the cells (pIl of the endosomes, mitosis, nuclear localiza-
tion). This work reviews all the possibilities that determine the DNA fate to the cellular nuclens o improve the
efficiency of ransfeccion/expression.

Key words: transfection, cationic liposomes, mitosis, pll, Ca H', NLE, peplides, transgenes.
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