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Resumen 

El neuroblastoma es un tipo de cáncer infantil, con una tasa de supervivencia 

muy baja. Por su localización, los tratamientos convencionales no son los suficien-

temente eficaces para revertir esta situación. Por ello se buscan alternativas a di-

chos tratamientos, siendo la terapia génica una de las técnicas más prometedoras. 

El principal inconveniente que se presenta es la dificultad que tienen las secuencias 

nucleotídicas de atravesar la membrana plasmática de las células tumorales, por lo 

que se debe recurrir a la ayuda de elementos transportadores para realizar esta 

función, conocidos como vectores.  

Los vectores utilizados en terapia génica pueden ser de origen viral o no 

viral. En base a los ensayos realizados con anterioridad, en este trabajo nos cen-

tramos en la búsqueda de un vector no viral basado en un tipo de proteínas cono-

cidas como CPP’s, que tienen la capacidad por sí mismas de atravesar la mem-

braba plasmática, con el objetivo de transfectar células de la línea SH-SY5Y en 

experimentos in vitro. En un principio se trabajó con un péptido diseñado a medida, 

pero con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos, y en base a las referencias 

bibliográficas estudiadas, se decidió cambiar la línea de trabajo por un péptido ca-

tiónico comercial utilizado habitualmente en cultivos celulares para mejorar la ad-

herencia de las células, el PLL, pero el rendimiento de este péptido en los ensayos 

de transfección realizados, no fueron lo suficientemente satisfactorios en las líneas 

celulares estudiadas, por lo que se decidió recurrir al PDL (poli-D-lisina) que es el 

enantiómero del PLL (poli-L-lisina). Los resultados obtenidos en los experimentos 
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indican que el PDL tiene la capacidad de empaquetar el ADN, de protegerlo de las 

enzimas que pueden degradarlo presentes en el torrente sanguíneo, y que puede 

ser un excelente vector para los tratamientos de terapia génica en la línea SH-SY5Y 

mejorando al mejor vector utilizado hasta la fecha para dicha línea celular, la Tur-

bofectina 8.0, en lo que se refiere a la línea celular HeLa, el rendimiento se redujo 

considerablemente, siendo en la línea 3T3 en la que no se consiguió transfectar 

prácticamente ninguna célula. A raíz de los resultados se puede concluir que el PDL 

puede ser un buen candidato para tratamientos de terapia génica en enfermos de 

neuroblastoma, por lo que el siguiente paso sería la realización de experimentos in 

vivo.  

Con los experimentos llevados a cabo a lo largo de estos años, se han pu-

blicado tres artículos, en el primero de ellos, se trabajó el desarrollo del profármaco 

CPT 5-ALA, en el segundo artículo, se analizan las posibilidades del PDL para 

transfectar las líneas HeLa, 3T3 y SH-SY5Y responsable de la patología conocida 

como neuroblastoma, y en el tercer artículo se estudió la capacidad de unos com-

puestos derivados del imidazol para realizar ensayos de terapia fotodinámica en 

células tumorales. 
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Abstract 

Neuroblastome is a type of childhood cancer with a very low survival rate. 

Due to its location, conventional treatments are not effective enough to reverse this 

situation. Therefore, alternatives to these treatments are being sought, being gene 

therapy one of the most promising techniques. The main drawback is the difficulty 

that nucleotide sequences have in crossing the plasma membrane, which is why it 

is necessary to resort to the help of transporters to carry out this function, known as 

vectors.  

The vectors used in gene therapy can be of viral or non-viral origin. Based on 

previous trials, in this work we focused on the search for a non-viral vector based 

on a type of protein known as CPP's, which have the capacity to cross the plasma 

membrane by themselves, with the aim of transfecting cells of the SH-SY5Y line in 

vitro experiments. Initially, we worked with a custom-designed peptide, but in view 

of the poor results obtained and the bibliographic references, it was decided to 

change the working line for a commercial cationic peptide commonly used in cell 

culture to improve cell adhesion to PLL, but the performance of this peptide was 

also practically null in all cell lines, so we resorted to PDL (poly-D-lysine), which is 

the enantiomer of PLL (poly-L-lysine). The results obtained in the experiments indi-

cate that PDL has the ability to package the DNA, to protect it from the enzymes 

that can degrade it present in the bloodstream, and that it can be an excellent vector 

for gene therapy treatments in the SH-SY5Y line, compared to the HeLa line in which 

the yield was considerably reduced, and in the 3T3 line where practically no cells 
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were transfected. From the results it can be concluded that PDL may be a good 

candidate for gene therapy treatments in neuroblastoma patients, so the next step 

would be to perform in vivo experiments. 

With the experiments carried out over these years, three articles have been 

published, in the first one, the development of the CPT 5-ALA prodrug was worked 

on, in the second article, the possibilities of PDL to transfect the HeLa, 3T3 and SH-

SY5Y lines responsible for the pathology known as neuroblastoma are analysed, 

and the third article studied the ability of imidazole-derived compounds to perform 

photodynamic therapy assays on tumour cells. 
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Capítulo 1: Introducción  
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1. Introducción 

Con más de 10 millones de óbitos al año, las enfermedades de origen tumo-

ral son la principal causa de muerte en el mundo [1]. Como alternativa a los proce-

dimientos convencionales se están desarrollando nuevos tratamientos con los en-

foques más diversos, entre los que se encuentra la terapia génica.  

El principal problema a los que se enfrentan los investigadores que trabajan 

desarrollando nuevos fármacos para este tipo de terapias, es la dificultad que se 

presenta a la hora de introducir el material genético, ya sean secuencias tanto de 

ADN como de ARN, al interior de las células. 

Los compuestos utilizados para realizar esta función son conocidos como 

vectores, siendo los virus los más habituales para desempeñar este trabajo. Pero 

los distintos inconvenientes que presentan las partículas virales hacen necesaria la 

búsqueda de alternativas, los conocidos como vectores no virales. 

En un primer bloque, se ha elaborado una pequeña introducción en la que 

se habla del cáncer en células del sistema nervioso central, centrándose principal-

mente en dos tipos de tumores cerebrales, el glioblastoma y más específicamente 

el neuroblastoma. 

En un segundo bloque se ha hecho un recorrido por los distintos tipos de 

vectores desarrollados hasta la fecha, tanto virales como no virales, analizando las 

distintas ventajas e inconvenientes que cada uno de ellos presenta. 
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En el tercer y último bloque se ha prestado una especial atención a un tipo 

de vector en particular, los CPP’s. Después de realizar ensayos con diversos tipos 

de CPP, y a raíz de los resultados obtenidos, nos hemos centrado más concreta-

mente en un CPP en particular, el PDL, que por su naturaleza catiónica y los bajos 

costes de producción lo convierten en posible alternativa frente a otros tipos de 

compuestos. 

Después de la introducción se hace una breve descripción de los objetivos 

del presente trabajo, para a continuación explicar en el apartado materiales y mé-

todos todos los experimentos realizados, en el capítulo resultados, se detallan los 

efectos de dichas experiencias, en el apartado discusión se interpretan los resulta-

dos obtenidos anteriormente, dando lugar a las conclusiones obtenidas y las posi-

bles perspectivas futuras que se pudieran desarrollar. 

1.1. Tumores cerebrales 

Los tumores cerebrales se pueden dividir en dos categorías, tumores prima-

rios y tumores secundarios. Los tumores primarios son aquellos que tienen su ori-

gen en las meninges, nervios, glándulas, neuronas u otras células cerebrales, mien-

tras que los tumores secundarios son aquellos que se originan en el resto del 

cuerpo y difunden al cerebro. 

Cuando hablamos de tratar enfermedades que tienen su origen en el sistema 

nervioso central, bien sea por medio de la farmacología convencional o terapia gé-

nica dirigida, el primer obstáculo que se nos presenta es la barrera 
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hematoencefálica, una fina capa de tejido endotelial con permeabilidad selectiva 

que rodea al encéfalo y cuya función principal es proteger al cerebro tanto de agen-

tes químicos como biológicos [2], por lo que es el primer desafío al que se enfrentan 

los investigadores a la hora de diseñar fármacos que tengan como diana las células 

del sistema nervioso central.  

 Los tumores cerebrales más frecuentes entre la población son los neuro-

blastomas, gliomas y meningiomas [3], cuyo diagnóstico se puede realizar mediante 

resonancia magnética, rayos X, biopsias, angiografía o TAC. Como principal trata-

miento se encuentra la resección quirúrgica, seguido de la quimioterapia y radiote-

rapia, siendo el principal inconveniente que se presenta, la localización del tumor y 

la imposibilidad de acceder hasta él sin riesgo para el paciente [4], lo que obliga a 

buscar alternativas como pueden ser los tratamientos dirigidos de terapia genética. 

1.1.1. Glioblastoma multiforme 

El glioblastoma multiforme es la clase de formación tumoral más habitual y 

con peor pronóstico que se da sobre todo en la población adulta masculina cercana 

a la tercera edad, con una frecuencia de entre 5,26 nuevos casos cada 100.000 

habitantes, con un índice de supervivencia de unos 15 meses [5] [6]. 

Los tratamientos más habituales son la cirugía, y las terapias con quimiotó-

xicos y radiación, aunque una técnica novedosa aún en desarrollo que combina la 

resección quirúrgica con la quimioterapia y la inmunoterapia ha obtenido una recu-

peración del 100% de los casos en ensayos realizados en roedores [7]. 
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  Aunque en estadios tempranos de la enfermedad se baraja la posibilidad 

de trabajar con el profármaco antitumoral CPT-5ALA, que está formado por la cam-

ptotecina, un compuesto de origen natural conocido por sus propiedades antitumo-

rales y el ácido 5-aminovulénico, que induce la producción de protoporfirina IX, una 

molécula fotoactiva que se podría usar como marcador de las células tumorales 

tanto para obtener un diagnóstico temprano y preciso o en el caso de tener que 

recurrir a la cirugía o tratamientos de fototerapia [8].   

1.1.2. Neuroblastoma 

Neuroblastoma es el tumor sólido más frecuente en neonatos y en edad in-

fantil [9], esta formación tumoral suele aparecer en tejidos del sistema nervioso 

simpático, con origen en las células de la cresta neural embrionaria [10], y en casi 

dos tercios de los casos diagnosticados, lo hacen con elevados niveles de metás-

tasis, proliferando con facilidad en otros tejidos del organismo como el cuello, pe-

cho, pelvis o abdomen [11], suponiendo casi el 6% de los cánceres pediátricos [9], 

y con una esperanza de vida inferior al 20% [12]. El neuroblastoma está dividido 

principalmente en dos grupos, de riesgo alto y de riesgo bajo. Los pacientes con 

riesgo bajo tienen una tasa de supervivencia del 95% a los cinco años del diagnós-

tico, mientras que los de riesgo alto, la tasa en ese mismo tiempo se reduce a me-

nos del 40% [13], lo que hace que el diagnóstico temprano sea una herramienta 

fundamental para revertir el desarrollo de esta enfermedad, actualmente, la secuen-

ciación del protooncogén MYCN se considera un instrumento imprescindible para 

una valoración precisa de la patología, sobre todo cuando se detecta también 
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metástasis [14], siendo ésta manifestación de la enfermedad uno de los principales 

objetivos a revertir para evitar la dispersión del tumor y asegurar una completa re-

cuperación. 

1.1.3. Tratamientos convencionales 

  Una vez diagnosticada la enfermedad tumoral, el principal mecanismo de 

actuación sobre la misma es la intervención quirúrgica con el objetivo de extirpar la 

tumoración por completo, incluso en los casos diagnosticados de alto riesgo, ya que 

se ha observado que la eliminación completa del tumor primario se relaciona con 

un incremento de la supervivencia del paciente [13], y en combinación con los tra-

tamientos de quimioterapia y radioterapia el pronóstico de la patología mejora con-

siderablemente [15]. 

El tratamiento con quimioterapia consiste en administrar al enfermo un fár-

maco o combinación de compuestos químicos de origen sintético o natural con el 

objetivo de atacar las células en división, durante un número determinado de ciclos 

para asegurarse la eliminación de todas las células que se encuentren la fase de 

mitosis [16]. Los compuestos farmacológicos usados más habitualmente son cis-

platino, vincristina, ciclofosfamida, doxorrubicina, etopósido, topotecan, melfalan 

etc, o una combinación de estos [13], en función del tipo de tumor, la fase en la que 

se encuentre el paciente o el grupo de riesgo al que pertenezca. Generalmente, en 

enfermos que se encuentran en el grupo de riesgo alto y en estado de metástasis 

avanzado, las dosis y el número de ciclos suele ser más elevado [13]. El principal 

problema que presentan los tratamientos de quimioterapia es la aparición de los 
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efectos adversos, sobre todo cuando se administran en dosis elevadas, por las pro-

piedades intrínsecas de los fármacos utilizados que no pueden diferenciar las célu-

las sanas en división de las células malignas [17], lo que lleva al constante desa-

rrollo de nuevas terapias farmacológicas. 

Otra técnica comúnmente utilizada para el tratamiento del neuroblastoma es 

la radioterapia, que consiste en administrar al paciente elevadas dosis de radiación 

con el objetivo de destruir las células cancerosas, se puede administrar de forma 

localizada lo que se conoce como radioterapia de haz externo, o bien de forma 

sistémica ya sea vía oral o intravenosa, y que recibe el nombre de radioterapia 

interna [18]. En los pacientes con neuroblastoma se aplica sobre todo a los de 

riesgo alto, y en los que el tratamiento quirúrgico y la quimioterapia no han conse-

guido erradicar por completo las células tumorales. Aunque no se ha mostrado que 

sea efectiva en el 100% de los casos tratados. Las mejoras en este campo consis-

ten en aplicarla de la forma más localizada posible con el objetivo de reducir los 

efectos adversos que surgen por la utilización de este tipo de tratamientos siendo 

la protonterapia la técnica más avanzada en este campo [19]. 

En algunos casos cuando los tratamientos descritos anteriormente no son 

suficientes, se puede proceder al trasplante autólogo de células madre de la médula 

ósea después de haber realizado una terapia mieloablativa [20]. 
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1.1.4. Terapias biológicas 

La heterogeneidad biológica del neuroblastoma hace que esta enfermedad 

presente unas características únicas que la diferencian de otros tipos de tumores, 

como pueden ser los casos observados en algunos pacientes en los que se ha 

producido una remisión completa de le enfermedad, llegando a conseguir la recu-

peración completa sin la necesidad de recurrir a ningún tipo de tratamiento. Este 

hecho se encuentra en contraste con los casos en los que se ha visto un rápido 

desarrollo de la enfermedad y avance extremadamente rápido de la metástasis en 

un muy corto espacio de tiempo.  

Una vez que todas las técnicas terapéuticas mencionadas anteriormente han 

fallado, bien por no haber conseguido erradicar las células tumorales por completo 

o bien porque los efectos adversos ponen en peligro la vida del paciente, la única 

alternativa posible que se presenta son los tratamientos biológicos, que debe plan-

tearse de forma individual en función del paciente y de la etiología de la enferme-

dad.  

Dentro de las terapias biológicas, la inmunoterapia es un conjunto diversas 

técnicas entre las que se encuentran la terapia con citoquinas, vacunoterapia, tera-

pia con anticuerpos o la terapia celular [21]. En todas ellas el objetivo es utilizar el 

sistema inmune como frente de batalla contra las células tumorales, ya sea estimu-

lando las células natural killer o linfocitos-T, usando la interleucina-12 sola, o bien 

en sinergia con la interleucina-2 [22] o interleucina-18, para potenciar los efectos 

de la primera [23]. En los ensayos clínicos realizados con este tipo de terapia se 
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han obtenido resultados esperanzadores [24], pero necesitan de la aplicación al 

mismo tiempo de otro tipo de tratamientos con inmunoterapia para mejorar los re-

sultados, como puede ser la terapia con anticuerpos monoclonales antitumorales, 

que presentan las ventajas de tener una vida media elevada, baja toxicidad y una 

alta especificidad y afinidad. Una de las dianas más utilizadas en los pacientes con 

neuroblastoma es la proteína GD2, que se expresa en la membrana de las células 

tumorales [25], y que aunque su función no está del todo aún bien descrita, se cree 

que está relacionada con la capacidad de adhesión del tumor a las proteínas de la 

matriz extracelular [26]. La terapia celular consiste en trasplantar al paciente células 

madre hematopoyéticas de un familiar cercano no gemelar, o bien un donante no 

emparentado pero con características genéticas compatibles con el enfermo [27], 

ya que en caso contrario pueden aparecer efectos secundarios, conocidos como 

injerto contra huésped. Dicho efecto adverso está causado por la respuesta inmune 

de las células del tejido trasplantado hacia el las células del receptor del trasplante 

[28]. Si en principio este tipo de trasplantes fueron descartados, más adelante se 

comprobó que en algunos casos se daba el fenómeno de injerto contra tumor, me-

diante el cual, las células-T del donante atacaban a las células cancerígenas del 

receptor. En un ensayo clínico realizado se comparó la evolución de un grupo de 

enfermos de neuroblastoma en los que una parte recibió un trasplante de células 

madre hematopoyéticas de origen alógeno y otro recibió el mismo tipo de células, 

pero de tipo autólogo. En los resultados obtenidos no se vieron diferencias signifi-

cativas a nivel de supervivencia tras dos años entre los dos grupos, además 9 de 

los enfermos que recibieron el trasplante de otros donantes manifestaron el 
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fenómeno del injerto contra huésped  lo que deja a este tipo de terapias en sus-

penso a expensas de realizar más investigaciones [29]. 

Los tratamientos nombrados anteriormente se agrupan en lo que se deno-

minan terapias adoptivas o pasivas ya que consiste en atacar directamente a las 

células tumorales. Por el contrario, la inmunidad activa consiste en estimular el sis-

tema inmune del paciente para que sea éste el que se enfrente a la tumefacción, 

para ello se recurre a la administración de vacunas para que sea el huésped el que 

desarrolle una respuesta inmune dirigida. Una de las ventajas que presenta este 

tipo de terapias es el desarrollo a largo plazo de una respuesta inmune frente a 

tumores. En el primer ensayo probado en humanos, a cuatro enfermos con linfoma 

de células B se les administraron varias dosis de células dendríticas propias, las 

cuales fueron expuestas a antígenos provenientes de los propios tumores de los 

pacientes, hasta obtener una respuesta inmune a dichos antígenos. De los cuatro 

pacientes, en uno se observó una remisión completa de la enfermedad, mientras 

que los otros tres presentaron una considerable mejoría [30]. Los problemas que 

se presentan a la hora de desarrollar una vacuna efectiva contra el neuroblastoma 

son debido a la supresión de la respuesta inmune en los pacientes a causa de los 

tratamientos de quimioterapia y radioterapia que suelen recibir, unido a una baja 

expresión del complejo mayor de histocompatibilidad, imprescindible para activar 

los linfocitos. Lo que hace imprescindible profundizar en las investigaciones con el 

fin de obtener una respuesta inmune efectiva contra este tipo de tumores.   
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1.1.5. Tratamientos de terapia génica 

A pesar de los tratamientos descritos anteriormente en la lucha contra el 

neuroblastoma, la esperanza de supervivencia a largo plazo de los enfermos sigue 

siendo muy baja [31]. Los oncogenes relacionados con la progresión de esta enfer-

medad, no están relacionados únicamente con la proliferación celular, sino que tam-

bién regulan otras actividades celulares, como pueden ser el metabolismo de la 

glucosa y la síntesis de lípidos [32]. Uno de los principales oncogenes descritos 

hasta la fecha es el gen MYC, cuyo papel en la activación de otros oncogenes es 

fundamental en el desarrollo de la enfermedad [33], lo que hace a este gen una 

diana ideal para luchar contra esta enfermedad, bien sea mediante tratamientos 

farmacológicos, químicos, biológicos o con terapia génica.  

1.1.6. Tratamientos con vectores virales 

La lucha contra el cáncer utilizando los virus como herramientas, se puede 

abordar desde dos planteamientos distintos. De forma directa, introduciendo en el 

huésped algún virus específico de las células tumorales, para que este inicie el ciclo 

lítico, dando lugar a la lisis de las células cancerígenas, fenómeno conocido como 

oncolisis [34]. O bien de forma indirecta, usando partículas virales como vehículo 

transportador de ácidos nucleicos para introducir secuencias genéticas en las célu-

las malignas que permitan iniciar la muerte celular programada o apoptosis [34]. 

Los vectores virales han sido desde sus inicios una herramienta importante 

en la lucha contra el neuroblastoma, siendo los retrovirus [35] [36], adenovirus [37], 
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herpes virus [38] [39], y virus adeno-asociados [40] [41], los vehículos más utiliza-

dos habitualmente para introducir material genético en el interior de las células can-

cerígenas [42] [43]. Sin embargo, presentan los mismos inconvenientes que se co-

mentarán en apartado 1.3.1.1 Adenovirus, lo que hace necesario seguir investi-

gando. 

1.1.7. Tratamientos con vectores no virales 

Los principales desafíos a los que hay que enfrentarse a la hora de tratar el 

neuroblastoma mediante la terapia génica utilizando como herramienta los vectores 

no virales, son en primer lugar atravesar la barrera hematoencefálica y, en segundo 

lugar, la baja especificidad que suelen presentar estas moléculas sobre las células 

diana. Para solventar estos inconvenientes, los recursos utilizados hasta la fecha 

han sido la funcionalización de los vectores con moléculas que permitan la transci-

tosis a través de la barrera hematoencefálica como la transferrina [44], y también 

con proteínas o moléculas que sean reconocidos por los receptores más abundan-

tes en las células tumorales como pueden ser la familia de los receptores trans-

membrana VEGF que favorecen la angiogénesis [45]. Se han diseñado vectores 

específicos para solventar los inconvenientes anteriormente citados, como las na-

nopartículas pegiladas conjugadas con albúmina catiónica, administradas de forma 

intravenosa [46], y también se han creado proteínas de fusión uniendo el péptido 

TAT a la proteína β-galactosidasa [47]. 

Por ello, cuando se trata de desarrollar vectores no virales para acceder a 

las zonas más profundas del cerebro, no solo se deben de tener en cuenta los 
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mecanismos de endocitosis característicos de todas las células vivas, sino que ade-

más tienen que tener la capacidad de atravesar la capa endotelial sin perder sus 

propiedades, fenómeno conocido como transcitosis [48]. Para mejorar la eficiencia 

de los vectores no virales a la hora de enfrentarse a la barrera hematoencefálica se 

ha recurrido a distintas soluciones, como la de funcionalizar cadenas de octoargini-

nas con Angiope-2 u otras moléculas de características similares capaces de ser 

reconocidas por el tejido endotelial y permitir su paso [49]. 

1.1.8. Posibles dianas terapéuticas 

Una vez que se ha conseguido liberar las secuencias de nucleótidos en el 

interior de las células tumorales, el siguiente reto que se presenta es determinar 

cuál puede ser la mejor diana para eliminarlas de la forma más aséptica posible y 

sin que el resto de las células sanas se vean afectadas.  

Para conseguir este objetivo se pueden plantear tres estrategias distintas, 

bien bloqueando alguna o varias de las rutas que están relacionadas con la prolife-

ración y/o adhesión celular, intentar que la célula inicie los mecanismos necesarios 

para entrar en apoptosis, y también se podría plantear la introducción de genes 

suicidas con el objetivo de expresar algún fármaco o profármaco que pudiera ser 

toxico para el tumor [50]. Adicionalmente, siempre será necesario la realización de 

un pronóstico preciso acompañado de análisis genético para estudiar que gen o 

genes están relacionados con la evolución de la enfermedad.  

El gen MYC pertenece a una familia de protooncogenes formada por c-MYC, 

MYCN y MYCL. Este gen expresa un factor de transcripción, el cual es una  de las 
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dianas más estudiadas para el diagnóstico y tratamientos relacionados con varios 

tipos de tumores, entre los que se encuentra el neuroblastoma, ya que tanto la 

evolución de la enfermedad como la esperanza de vida de los enfermos tienen una 

estrecha relación con este gen [51]. En el 25% de los enfermos de neuroblastoma 

de alto riesgo, este gen aparece amplificado y su sobreexpresión es utilizada como 

biomarcador de esta patología [52]. Esta familia de genes se expresa principal-

mente en algunas etapas del desarrollo embrionario y juega un papel importante en 

la proliferación y crecimiento celular [53], además de regular la sobre y sub expre-

sión de un elevado número de genes con funcionalidades muy diversas (Tabla 1). 

Ver [54] como ejemplo de bloqueo de MYCN. 

 La molécula diasialogangliosido 2 (GD2) es una macromolécula lipídica gli-

cosilada perteneciente a la clase de los glicoesfingolípidos, con residuos de ácido 

siálico en la estructura de hidratos de carbono [55]. GD2 es otra posible diana de-

bido a su sobrexpresión en una amplia variedad de tumores, entre los que se en-

cuentra el neuroblastoma [56].  

GD2 se expresa en la membrana celular y está relacionado con la adhesión 

de las células cancerígenas a las proteínas de la matriz extracelular [26], también 

parecen desempeñar un papel importante en la regulación de la señalización de la 

muerte celular, ya que cuando se bloquea esta molécula en las células tumorales, 

estás inician un mecanismo de muerte celular a caballo entre la apoptosis y la ne-

crosis [55], al no ser GD2 una proteína, no se puede actuar directamente sobre la 
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molécula, pero se han descrito dos genes que están directamente relacionados con 

su síntesis, los genes ST8SIA1 y B4GALNT1.  

 ST8SIA1 expresa la proteína Alfa-N-acetilneuroaminidasa alfa-2,8-sialil-

transferasa, B4GALNT1 a su vez expresa la enzima Beta-1,4 N-acetilgalactosami-

niltransferasa 1. La expresión de estos genes también se usa para establecer un 

diagnóstico más preciso de la enfermedad [57] [25], y su inhibición da lugar a una 

disminución de las células tumorales [55]. 

Está demostrado que la acumulación de histonas acetiladas (unas proteínas 

que están presentes en los cromosomas) dan lugar a la activación de genes que 

inhiben el desarrollo tumoral [58], esta característica convierte a las enzimas 

desacetiladoras de histona una excelente diana en la lucha contra el cáncer. Estas 

proteínas están codificadas por el gen HDAC por lo que la inhibición total o parcial 

de esta secuencia de nucleótidos daría lugar al inicio de una cascada de señaliza-

ción que inducirían a las células tumorales a entrar en apoptosis [59]. 

El gen anti-apoptosis Bcl-2 se encuentra sobreexpresado en un número ele-

vado de tumores entre los que se encuentra el neuroblastoma [60] [61], su silencia-

miento es el objetivo de algunos fármacos y tratamientos de terapia génica con 

pequeños ARNi [60]. 

Descrito por primera vez a finales del siglo pasado y relacionado directa-

mente con la migración, invasión y metástasis en las células tumorales [62], MDA-

9 o gen 9, está asociado a la diferenciación del melanoma. Por este motivo bloquear 
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la expresión de este gen o su silenciamiento es otra posible diana en los casos de 

neuroblastoma en los que esta secuencia de nucleótidos se encuentre sobreexpre-

sado [63]. 

 

Desde que en 2008 se identificaron que mutaciones presentes en el gen de 

la quinasa del linfoma anaplásico ALK en enfermos de neuroblastoma  eran res-

ponsables de la multiplicación de las células cancerosas [64], esta secuencia de 

Gen 
+ / – regulado 

por MYCN 
Función 

Activina-A − Inhibe la angiogénesis (TGFβ superfamilia) 

CRABP II + Regulador de la señalización del ácido retinoico 

HMGA1 + Protooncogén, factor transcripción 

ID2 + Inhibidor de RB 

IL-6 − Inhibe la proliferación celular endotelial 

LIF − Inhibe la proliferación celular endotelial 

MCM7 + Replicación del ADN 

MDM2 + Regulador negativo de p53 

MRP1 + Proteína de resistencia a fármacos 

NDRG1 − Gen inhibidor del crecimiento 

NLRR1 + Proteína transmembrana 

ODC + Síntesis de poliamina 

p53 + Guardián del genoma, supresor de tumores 

PAX 3 +  Protooncogén regulador del desarrollo 

α-Protymosina + Remodelación de la cromatina 

TERT + Mantenimiento de los telómeros 

TG2 − Gen supresor de tumores 

Tabla 1. Genes regulados por MYCN 
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ácidos nucleicos pasó a ser otra posible diana sobre la que actuar, bloqueando las 

mutaciones que dan lugar a la sobreexpresión de este gen mediante el uso de oli-

gonucleótidos antisentido o bien pequeños ARNi, es una posible alternativa a tener 

en cuenta. 

1.2. Tratamientos in vivo del cáncer usando la terapia génica con vec-
tores no virales.  
 

Aunque se use un único termino para definir esta patología, el cáncer es un 

conjunto de diversas enfermedades que pueden afectar a uno o varios tipos celu-

lares, y cuyo origen está siempre en una desregulación en la expresión de varios 

genes que dan lugar a una proliferación de las células malignas  e invasión de otros 

tejidos [65], fenómeno conocido como metástasis [66]. Es dicha desregulación ge-

nética la que abre la puerta a los tratamientos de terapia génica con el objetivo de 

incrementar o silenciar el gen o genes que estén implicados en la proliferación ce-

lular, o bien hacerlo más sensibles a los fármacos actualmente utilizados. 

El uso de moléculas policatiónicas para los tratamientos de terapia génica, 

ya sea enfocados a enfermedades hereditarias o a tratamientos antitumorales, no 

solo tienen que sortear las barreras naturales que ofrecen los organismos vivos, 

sino que además deben de ser lo menos tóxicos posibles para estos [67] [68]. Esto 

ha llevado a los investigadores a desarrollar distintas estrategias con el fin de me-

jorar la eficiencia de la transfección al mismo tiempo que se procura que sean lo 

más inocuos posibles. Los polímeros catiónicos contienen grupos amino en su con-

formación, aportando las cargas positivas, imprescindibles para poder interaccionar 

en primer lugar con las cargas negativas de los ácidos nucleicos con el objetivo 
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inicial de formar los poliplejos y a continuación interactuar con la membrana plas-

mática para que se disparen los mecanismos que permitan la entrada del complejo 

ADN-policatión al interior de las células [69]. 

Según el tipo de patología a tratar puede ser necesario incrementar la expre-

sión de un gen mediante ADN plasmídico o bien proceder a su silenciamiento con 

la utilización de nucleótidos antisentido o secuencias de ARN interferente, lo que 

hace imprescindible adaptar el tipo de polímero a la secuencia de ácidos nucleicos 

que se quiera introducir en el interior de las células y el destino que se desee al-

canzar [70].  

Se ha observado que compuestos con un peso molecular que oscile entre 

los 40 y 70 kDa tienen más facilidad para atravesar los poros nucleares por difusión, 

aunque aún no se conocen en profundidad los mecanismos que permiten a estas 

moléculas atravesar la membrana del núcleo celular [71], así como también se des-

conoce si el proceso de desempaquetamiento del complejo vector/ADN se produce 

en el exterior del núcleo o, si por el contrario, es la maquinaria de replicación la que 

realiza esta tarea. 

1.3. Terapia génica 

La membrana celular es una barrera con permeabilidad selectiva que en-

vuelve a las células y es un elemento imprescindible para su desarrollo y supervi-

vencia, les da cohesión y al mismo tiempo, actúa como dique protector contra agen-

tes externos, actuando de forma específica sobre las moléculas que pueden 
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atravesarla [72]. Esta característica intrínseca de la membrana celular es el primer 

obstáculo que se presenta en el desarrollo de fármacos, ya sea para terapias con-

vencionales o para tratamientos de terapia génica.   

Incluso antes de que finalizara la se-

cuenciación del genoma humano [73], ya se 

trabajaba con la posibilidad de poder modifi-

car las secuencias de ADN en pacientes en-

fermos para el tratamiento de patologías con 

origen genético [74]. El inconveniente que se 

presenta con este tipo de terapias es la difi-

cultad que tiene una cadena de ácidos nucleicos de atravesar por sí misma la mem-

brana plasmática de las células, ya que ambos compuestos poseen la misma pola-

ridad (Figura 1). Debido a la capacidad intrínseca de los virus para introducir mate-

rial genético en el interior de las células [75], las partículas virales fueron las prime-

ras herramientas que se empezaron a utilizar como vectores para desempeñar esta 

tarea [76]. Sin embargo, como consecuencia de los efectos adversos observados 

en los pacientes tratados con vectores virales así como en los ensayos in vivo lle-

vados a cabo con virus (mutaciones insercionales y una elevada respuesta in-

mune), se hizo necesaria la búsqueda de herramientas alternativas a los virus para 

insertar el material genético en el interior de las células [77]. 

 

 

Figura 1. Repulsión de cargas entre la 

membrana celular (a la izquierda de la 

imagen) y las secuencias de ácidos 

nucléicos. (Elaboración propia) 
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1.3.1. Vectores virales 

1.3.1.1. Adenovirus 

Los adenovirus (Figura 2), fueron una de 

las primeras familias de virus en los que se pensó 

hace ya más de 25 años  para usarlos como vec-

tores, con el objetivo de liberar secuencias de áci-

dos nucleicos en el medio intracelular en los tra-

tamientos de terapia génica [78]. Perteneciente a 

la familia de los Adenoviridae, los adenovirus tie-

nen un tamaño entre los 70 y 100 nm. La cápside 

vírica es una estructura proteica sin envoltura de 

geometría icosaédrica formada por unidades más 

pequeñas denominadas exones, pentones y fibras  alrededor del núcleo [79], en 

cuyo interior se encuentra el ADN lineal de doble cadena (dsDNA) de unos 35 kb 

de tamaño [80]. La fibra del virión se une a unas proteínas específicas de la mem-

brana celular de las células del huésped denominadas CAR [81]. Una vez que el 

virus consigue introducir su material genético en el interior de las células, éste no 

se integra dentro del genoma del huésped sino que forma un episoma lineal en el 

interior del núcleo [82], lo que elimina el riesgo de las mutaciones insercionales, 

llegando así a perdurar hasta 2 años la capacidad de expresar los genes que lo 

componen [83].  

Figura 2. Estructura básica de un ade-

novirus formada por los pentones, he-

xones la fibra y el ADN lineal de doble 

cadena. (Elaboración propia) 
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La idea inicial de los grupos de investigación que trabajaban en este campo 

era la de utilizar los adenovirus para emplearlos en un amplio abanico de tratamien-

tos clínicos, que abarcaban desde la terapia génica hasta la medicina regenerativa 

[84]. Lamentablemente se observó que incluso genéticamente desactivados, las 

cápsides por sí solas, presentaban una elevada inmunogenicidad, dando lugar a 

una respuesta inflamatoria aguda al ser utilizados en elevadas dosis [14]. Todo 

esto, unido a la inactivación completa de la partícula vírica, debido a que muchos 

componentes virales de los adenovirus interaccionan de forma inespecífica con ele-

mentos de la sangre como las plaquetas, proteínas de la cascada de coagulación 

y los eritrocitos, se empezaron a descartar para tratamientos de terapia génica y 

fueron relegados a su uso en tratamientos antitumorales localizados o para el desa-

rrollo de vacunas [85]. En la actualidad se está estudiando el uso de quimeras for-

madas por adenovirus de chimpancé junto con fragmentos de adenovirus humano, 

debido a que la cápside vírica de los simios no desencadena una respuesta inmune 

en el homo sapiens [86]. El máximo exponente de esta tecnología son las vacunas 

contra el Sars-Cov2 desarrolladas por AstraZeneca en el Reino Unido, CanSino 

Biologics en China, Gamaleya Research en Rusia y Johnson & Johnson en Estados 

Unidos. Todas ellas han superado con éxito la fase III en los ensayos clínicos  y 

están siendo administradas actualmente a la población general con resultados es-

peranzadores [87]. 
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1.3.1.1. Retrovirus y lentivirus. 

 Pertenecientes a la familia Retroviridae, los retrovirus son virus de ARN de 

cadena simple (ssRNA) cuyo genoma se retrotranscribe a ADN antes de integrase 

en el genoma de la célula huésped. Con un tamaño de unos 100 nm, la nucleocáp-

side tiene una envoltura lipídica que la rodea y alberga en su interior dos copias de 

su genoma en forma de ARN, así como varias proteínas virales [88]. Por su capa-

cidad de integración en el genoma del huésped, los primeros ensayos de terapia 

génica con retrovirus estaban relacionados con patologías monogénicas, como la 

deficiencia de la adenosina desaminasa 

[89]. El virus de la leucemia murina perte-

neciente a la familia de los γ-retrovirus fue 

el seleccionado para el tratamiento de esta 

patología, pero debido a los efectos adver-

sos observados en los enfermos durante  

los ensayos clínicos, como consecuencia 

de las mutaciones insercionales presentes 

en el genoma de los pacientes, (fenómeno 

conocido como genotoxicidad) [90]. Se 

descartó el uso de estos vectores y se sustituyeron por los lentivirus. Éste es un 

grupo de retrovirus entre los que se encuentra el VIH, y cuyo material genético está 

limitado en su mayor parte, tan solo conservan los genes responsables de trans-

portar el ARN al interior del núcleo de las células del huésped, además de los genes 

CÁPSIDE 

NUCLEOCÁPSIDE 

ARN DE DOBLE CADENA 

TRANSCRIPTASA 
INVERSA 

MATRIZ 

ENVOLTURA  
LIPÍDICA 

Figura 3. Estructura básica de un retrovirus 

compuesto por ARN de doble cadena, y las pro-

teínas necesarias para la retrotranscripción, ro-

deados por la cápside, la matriz y una envoltura 

lipídica. (Elaboración propia) 
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encargados del empaquetamiento de la maquinaria viral y la retrotranscriptasa [91]. 

Aunque en menor medida, la genotoxicidad seguía estando presente en los pacien-

tes tratados con estos vectores [92]. En la actualidad se están desarrollando vecto-

res virales basados en lentivirus de tercera generación más seguros (Figura 3), en 

los que se han eliminado las secuencias responsables de la genotoxicidad, dejando 

tan sólo aquellos genes responsables de mantener la estructura del virus, así como 

las secuencias que son reconocidas por la célula huésped para su internalización 

junto al gen de interés [93]. 

1.3.1.3. Virus Adeno-asociados  

Con un tamaño de unos 20 nm, los virus 

adeno-asociados (Figura 4) son virus de cadena 

simple de ADN (ssDNA) de unos 4,7 kb de longitud, 

sin envoltura, y perteneciente a la familia de los Par-

voviridae. Son incapaces de replicarse por sí mis-

mos, y por ello necesitan de la presencia de helper-

virus del tipo Adenovirus o  Herpesvirus para poder 

completar esta función [94]. En ausencia de Adeno-

virus o Herpesvirus, el genoma de los virus adeno-

asociados permanece latente en forma de episoma circular o lineal [95]. Aunque 

cuando se integra, lo hace en una zona específica del cromosoma 19 del genoma 

del huésped, no obstante es un fenómeno que se da con una frecuencia muy baja, 

lo que reduce considerablemente el riesgo de la genotoxicidad [96]. Ensayos 

ADN DE CADENA SIMPLE 

CÁPSIDE 

Figura 4. Estructura básica de un vi-

rus adeno-asociado formado por una 

cadena de ADN sencilla, rodeado de 

la cápside. (Elaboración propia) 
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realizados con animales demuestran que la duración de la expresión de los genes 

de interés en tratamientos de terapia génica usando los virus adeno-asociados 

como vector, pueden ir desde los 6 meses en ratones  hasta los 8 años en canes 

[97] [98]. A día de hoy, los virus adeno-asociados son los vectores virales más uti-

lizados, tanto en ensayos preclínicos como clínicos aprobados en Europa y Estados 

Unidos, relacionados estos con el reemplazo y silenciamiento génico o la edición 

del genoma [99].  

1.3.1.4. Otros vectores virales 

Además de los mencionados anteriormente, también se han estudiado otras 

familias de virus como los Herpesvirus [100] y Poxvirus [101], pero su utilidad se ha 

centrado mayoritariamente en el desarrollo de vacunas (Tabla 2). 

 Adenovirus Lentivirus Retrovirus 
V. Adeno- 
asociados 

Tipo de admi-
nistración 

Subcutánea, 
Intratumoral 
localizada 

Ex vivo, transfección en 
células madre 

Ex vivo, transfec-
ción en células ma-

dre 
Intramuscular 

Tamaño má-
ximo del trans-
gén 

30 kb 10 kb 10 kb 4 kb 

Tiempo de ex-
presión del 
transgén 

Corto Muy largo Muy largo Muy largo 

Seguridad Baja 
Aceptable en caso de en-

fermedades letales 
Muy baja, genotó-

xico 
Elevada 

Inmunogenici-
dad 

Elevada Baja Baja Baja 

Principal 
campo de apli-
cación 

Vacunas y tra-
tamientos de 
tumores 

Enfermedades genéticas, 
principalmente en células   
hematopoyéticas 

Enfermedades ge-
néticas, sobre va-
rios genes diana 

Vacunas, trata-
mientos antitu-
morales 

Tabla 2. Familias de virus más utilizados como vectores para terapía génica. El color indica la 

idoneidad como vector para cada característica. Verde: caraterística idonea; naranja: limitada; rojo: 

se recomienda buscar alternativas. En amarillo, se acepta en caso de patológias terminales.   
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1.4. Alternativas a los vectores virales  

Debido a las limitaciones intrínsecas que presenta el desarrollo de vectores 

basados en los virus (Tabla 2), se continúa con la búsqueda de alternativas que 

mejoren las carencias que actualmente presentan estas opciones y que se conocen 

con el nombre de vectores no virales, los cuales podemos dividir en dos apartados 

bien diferenciados: métodos físicos y métodos químicos. 

1.4.1. Métodos físicos 

1.4.1.1. Microinyección 

Es una técnica sencilla mediante la cual 

se introduce un plásmido de ADN o bien secuen-

cias de ARN directamente en el interior del cito-

plasma o núcleo celular (Figura 5). Para esta 

técnica se  usan microjeringas con agujas de ta-

maño micrométrico apoyado por sistemas avan-

zados de visualización, lo que requiere de per-

sonal entrenado y cualificado [102] [103]. Esta 

tecnología permite controlar con bastante preci-

sión la cantidad y localización del material gené-

tico que se desea introducir. El inconveniente más importante que presenta esta 

estrategia es que tan solo puede ser aplicada mediante técnicas in vitro o ex vivo. 

De hecho, cuando se ha usado esta herramienta para introducir el gen de interés 

Figura 5. Transfección mediante la téc-

nica de microinyección. Para este pro-

cedimiento es imprescindible recurrir a 

instrumental de alta precisión, es un re-

curso lento, aunque muy eficiente. 

(Elaboración propia) 
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directamente en el torrente sanguíneo, la acción de las nucleasas y los fagocitos 

presentes en la sangre, han reducido su eficacia considerablemente [104]. 

1.4.1.2. Electroporación 

Este método físico consiste en la formación de nanoporos en la membrana 

plasmática mediante la aplicación de una corriente eléctrica externa durante un pe-

riodo de tiempo del orden de los nanosegundos [105], el fluido extracelular atraviesa 

los poros creados en la bicapa lipídica y arrastra con él el ADN o ARN presente en 

el medio hacia el interior de la célula. Una vez que el flujo de corriente cesa, los 

poros creados se cierran, quedando atrapadas en el citosol celular todas las molé-

culas presentes en el fluido (Figura 6). Esta es una técnica bastante eficiente y 

reproducible pero también tiene sus limitaciones debido al daño que las corrientes 

eléctricas pueden ocasionar a la membrana celular [106]. De hecho, en experimen-

tos realizados in vivo se observó daño en los tejidos tratados, así como un 

Figura 6. Esquematización de la técnica de la electroporación. Los pulsos eléctricos 

emitidos por los electrodos dan lugar a la formación de microporos en la membrana 

plasmática por los que los ácidos nucleicos entran al interior celular. (Elaboración 

propia)  
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incremento de la inflamación causada por los pulsos eléctricos. Es por ello por lo 

que su uso se limita a experimentos in vitro y ex vivo [107]. 

1.4.1.3. Fotoporación 

La fotoporación consiste en la creación de poros en la 

membrana celular durante un breve espacio de tiempo, me-

diante el uso de un pulso de luz láser de alta intensidad con-

densado en un punto de tamaño nanométrico, permitiendo 

la difusión de las macromoléculas presentes en el medio ex-

tracelular hacia el interior de las células (Figura 7). Al no exis-

tir contacto físico de las células con ningún objeto, es una 

técnica ideal para utilizarlas en entornos estériles. Aunque 

preferentemente se utiliza para experimentos in vitro y ex 

vivo, se han llevado a cabo algunos ensayos in vivo. Sin em-

bargo, la limitada capacidad de penetración del haz de luz 

limita su potencial para usos clínicos [108].  

1.4.1.4. Microfluídica 

La microfluídica consiste en utilizar el efecto Venturi que se produce al hacer 

pasar un fluido a través de un capilar de tamaño micrométrico que contiene las 

células a transfectar junto con las macromoléculas que queramos introducir dentro 

de ellas [109]. En este capilar existe una región más estrecha que da lugar a un 

incremento de la velocidad y una reducción de la presión. Cuando la mezcla hete-

rogénea compuesta de células y fragmentos de ácidos nucleicos, pasa a través de 

Figura 7. Recreación de la 

técnica fotoporación, micro-

pulsos de luz laser inciden en 

la membrana plasmática 

dando lugar a la formación de 

micro cavidades por las que 

se introducirán compuestos 

de pequeño tamaño. 

(Elaboración propia) 
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dicho estrechamiento, estos cambios de velocidad y presión provocan deformacio-

nes en la células, permitiendo que el medio extracelular atraviese la bicapa lipídica, 

y arrastrando consigo el material genético de interés (Figura 8) [110]. Una de las 

principales ventajas de esta técnica con respecto a otras es que ofrece un  elevado 

rendimiento en la  transfección  y  un alto porcentaje de viabilidad en las células 

tratadas, aunque está limitada a ensayos in vitro y ex vivo [111]. 

 

1.4.1.5. Sonoporación 

La sonoporación es la técnica por la que se introduce material genético en el 

interior de las células mediante el uso de sonidos de alta frecuencia, dando lugar a 

la formación de poros de tamaño nanoscópico como consecuencia de los fenóme-

nos de compresión y expansión que las ondas sonoras producen en el espacio 

intermembrana, permitiendo que el medio que rodea a la célula entre en el interior 

de la misma por difusión (Figura 9) [112]. Una de las principales ventajas que 

Figura 8. Esquema de cómo la microfluídica deforma las células mediante los cambios de presión y veloci-

dad del medio en el que se desplazan, favoreciendo la entrada del plásmido al interior celular. (Elaboración 

propia) 
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presenta este método es que es no-invasivo por lo que puede ser utilizado también 

para experimentos in vivo [113], aunque como inconveniente podemos citar el bajo 

rendimiento que se obtiene comparado con la electroporación [114]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. Vectores no virales y métodos químicos 

1.5.1. Nanopartículas poliméricas  

Los vectores basados en nanopartículas poliméricas (Fi-

gura 10) son otro tipo de compuestos orgánicos usados 

para el transporte de material genético [115]. Las nanopar-

tículas poliméricas tienen una elevada capacidad de en-

capsulación y pueden estabilizar el material genético en 

fluidos orgánicos impidiendo la formación de agregados 

Figura 9. Sonoporación. Efecto de los ultrasonidos sobre la membrana ce-
lular, las ondas sonoras de alta frecuencia generan poros entre los lípidos 
de la membrana permitiendo la entrada del medio extracelular al interior, 
arrastrando con él las secuencias de ácidos nucleicos presentes en el me-
dio. (Elaboración propia) 

Figura 10. Nanopartícula polimé-

rica, de base orgánica u inorgánica. 

(Elaboración propia) 
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[116]. Uno de los inconvenientes que presentan estas estructuras, es que con mo-

tivo de su elevado peso molecular pueden presentar una alta citotoxicidad. Para 

superar este inconveniente, los polímeros se pueden organizar en forma de dendrí-

meros,  que son formaciones poliméricas ordenadas y con estructura repetitiva ra-

mificada [117]. Para los ensayos in vivo, los complejos polímeros-ácidos nucleicos 

se pueden combinar con polietilenglicol para aumentar su estabilidad y, por tanto, 

el tiempo de vida media en el flujo sanguíneo [118]. 

1.5.2. Nanopartículas de oro 

Las propiedades ópticas y la alta biocompatibilidad 

de las nanopartículas de oro (Figura 11), lo hacen un buen 

candidato para su uso como vector no viral [119]. Poseen 

la capacidad de absorber la luz en una zona del espectro 

cercana al infrarrojo, esta longitud de onda permite al haz 

atravesar los tejidos, lo que permite explotar el efecto fo-

totérmico del oro (producción de calor mediante la absor-

ción de luz) y de esta forma, se pueden transfectar las 

células diana por medio de la desnaturalización por calor de las nanopartículas y la 

posterior liberalización del ADN funcionalizado [120]. 

1.5.3. Nanopartículas magnéticas 

La terapia génica con nanopartículas magnéticas (Figura 12) también cono-

cida como magnetofección, consiste en el uso de partículas nanoscópicas de óxido 

Figura 11. Nanopartícula for-

mada por un núcleo de oro 

funcionalizado con polímeros 

de origen iónico. (Elaboración 

propia) 
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de hierro que han sido funcionalizadas con secuencias de ADN o ARN [121]. En los 

ensayos in vivo, una vez introducidas en el huésped, las nanopartículas pueden ser 

dirigidas a una región concreta de los tejidos mediante la aplicación de campos 

magnéticos [122]. Con su uso en los experimentos in vitro y ex vivo, esta técnica 

permite mejorar el rendimiento de la transfección al forzar el paso del material ge-

nético a través de la membrana plasmática [123]. Los inconvenientes que presentan 

estos compuestos son la tendencia a crear agregados y la toxicidad producida por 

la acumulación del hierro 

en los tejidos, para mejo-

rar la biocompatibilidad y 

evitar la formación de 

agregados, las nanopar-

tículas magnéticas a me-

nudo son tratadas con 

Polietilenimina (PEI) 

[124].  

1.6. Métodos químicos 

1.6.1. Fosfato cálcico 

Usado desde 1970 por su sencillez de utilización y su baja toxicidad [125], el 

fosfato cálcico fue de los primero compuestos utilizados para transportar material 

genético al interior de las células. El fosfato cálcico co-precipita con el ADN for-

mando el complejo DNA-CaP protegiéndolo de la acción de las nucleasas 

NANOPARTÍCULAS 
MAGNÉTICAS 

Figura 12. Transfección con nanopartículas magnéticas, después 

de la administración las nanopartículas se dirigen con un potente 

imán a la zona de se desee tratar. (Elaboración propia) 
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presentes en el medio extracelular y permitiendo la entrada del complejo (DNA-

Cap) al interior de la célula por fusión de membrana o endocitosis [126].     

1.7. Liposomas 

 
Ya en la antigüedad se conocía el comportamiento de los compuestos lipídi-

cos en medio acuoso [127]. El descubrimiento de la célula por parte de Antonio Van 

Leeuwenhoek en el siglo XVII [128], dio lugar a las más diversas discusiones sobre 

sobre la estructura celular, en dichos debates, entre otras ideas, se especulaba cual 

era la composición de los límites de las células. En 1889, Charles Overton, a raíz 

de los resultados obtenidos en una seria de experimentos que estaba realizando 

sobre la permeabilidad de los límites celulares, llegó a la conclusión de que esta 

barrera estaba compuesta principalmente por lípidos, lo que le confería unas carac-

terísticas particulares, como la capacidad de dejar atravesar compuestos lipídicos 

no polares con relativa facilidad, mientras que los polares a excepción del agua, 

eran incapaces de cruzar dichos límites [129]. Años después, en 1925 los investi-

gadores Gorter y Grendel, estudiando las membranas de los eritrocitos, dedujeron 

de los resultados obtenidos en sus experimentos, que las células estaban real-

mente rodeadas de una doble película compuesta por lípidos [130]. Tuvieron que 

pasar casi 40 años más para que Alec D. Bhangam, mediante la técnica de micros-

copia electrónica aislara e identificara unas esférulas lipídicas a las que denominó 

Bangasomas [131]. Cuatro años más tarde, Gerald Weismann estableció el parale-

lismo que existía entre los Bangasomas compuestos de una bicapa lipídica de fos-

folípidos y la membrana plasmática de las células, ya que compartían 
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características fisicoquímicas similares, finalmente las esférulas lipídicas o Banga-

somas pasaron a denominarse formalmente liposomas [132], denominación que se 

ha mantenido hasta la fecha. Desde el mismo instante en el que se estableció el 

paralelismo entre los liposomas y la membrana celular se planteó la posibilidad de 

usar las partículas lipídicas para introducir fármacos en el interior de las células, 

sobre todo, aquellos compuestos que por sus propiedades fisicoquímicas eran in-

compatibles con la bicapa lipídica [133]. Actualmente, los liposomas están presen-

tes como vectores en el desarrollo de vacunas contra la Covid-19 [134], o en trata-

mientos contra distintos tipos de cáncer  [135]. 

1.7.1. Clasificación de los liposomas 

 
 Los lípidos son moléculas anfifílicas que están for-

madas por dos estructuras bien definidas, una cabeza po-

lar o hidrofílica y una cola apolar o hidrofóbica (Figura 13). 

Cuando entran en contacto con un medio acuoso, los com-

puestos lipídicos se alinean de manera espontánea for-

mando una monocapa (Figura 14). En el momento que una 

monocapa se rodea de agua, tanto por arriba como por 

Figura 13. Estructura básica 

de un lípido, se aprecian dos 

estructuras bien diferencia-

das, la cabeza polar o hidrofí-

lica y la cola apolar o hidrofó-

bica. (Elaboración propia) 

Figura 14. Formación espontánea de una monocapa lipídica en contacto con el agua, las cabezas polares 

se distribuyen por la superficie del medio acuoso quedando las colas apolares en contacto con el aire. 

(Elaboración propia) 
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abajo mediante procedimientos físicos, lo que se forma es una bicapa, dando lugar 

a la formación de liposomas (Figura 15). 

Según su estructura y tamaño (Figura 16), los liposomas se pueden clasificar 

en tres categorías distintas: li-

posomas multilamelares 

(MLV) (con un tamaño que 

oscila entre los 0.1 y 10 µm se 

componen de varias capas li-

pídicas), los liposomas uni-

lamelares de pequeños 

(SUV) (formados por una sola 

capa de lípidos y tamaño infe-

rior a los 100 nm), y por último 

los liposomas unilamelares 

grandes (LUV) cuyo tamaño oscila entre los 100 y 500 nm. 

Figura 16. Procedimiento de formación espontánea de liposomas a partir de una bicapa lipídica. En 

ausencia de aire las colas hidrofóbicas se reorganizan quedando enfrentadas entre sí, y dejando que 

sean las cabezas polares la que se mantienen en contacto con el medio acuoso. (Elaboración propia) 

Figura 15. Clasificación de los lípidos según tamaño y composición. 

Las vesículas multilamelares (MLV) están formadas de varias capas 

de lípidos y tienen un tamaño superior a los 0,1 µm, las vesículas uni-

lamelares grandes (LUV) están compuestas de una sola capa y tienen 

un tamaño superior a 0,1 µm y las vesículas unilamelares pequeñas 

también están formadas por una única capa y su tamaño es inferior a 

0,1 µm. (Elaboración propia) 
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1.8. Péptidos de penetración celular 

1.8.1. Origen de los CPP 

Fue a finales del siglo pasado cuando se descubrió que una proteína cono-

cida como Transactivadora de la Transcripción (TAT), cuyo origen se encuentra en 

el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1), tenía la capacidad por sí misma 

de traspasar la membrana plasmática de las células [136]. En experimentos poste-

riores, se observó que un pequeño fragmento de esta proteína seguía manteniendo 

las mismas propiedades, y que una secuencia de aminoácidos localizada entre los 

residuos 49 a 57 (región TAT 49-57) no solo seguía realizando por sí sola la misma 

función [137], sino que podía transportar moléculas tanto de origen sintético como 

biológico y liberarlas en el interior de las células [138]. Posteriormente, se identifi-

caron más secuencias proteicas que compartían características similares a TAT. 

Es el caso de  la penetratina, un fragmento de 16 aminoácidos que forma parte de 

la tercera hélice del homeodominio de Antennapedia, dominio que pertenece a una 

clase de proteínas transactivadoras de Drosophila [139]. Desde entonces, se han 

identificado un elevado número de pequeñas moléculas tanto de origen biológico 

como sintetizadas químicamente que comparten características similares [140] 

[141]. 

1.8.2. Clasificación de los CPP 

Los CPP poseen un nexo en común basado en su capacidad de translocarse 

a través de la membrana plasmática. Sin embargo, su clasificación es una tarea 

compleja debido a la naturaleza propia de éstos.  Se puede encontrar péptidos que 
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difieren entre sí por sus propiedades electrostáticas, tamaño, solubilidad, hidrofobi-

cidad, etc. Por ello, la primera clasificación que se planteó se realizó en función de 

su origen, que podía ser mediante síntesis química o bien ser fragmentos de pro-

teínas [142]. Pero el hecho de que se fueran descubriendo más secuencias peptí-

dicas con similares propiedades, aunque de origen muy diverso, unido al incre-

mento de fragmentos que se desarrollaban químicamente, obligó a buscar una 

nueva estrategia a la hora de clasificarlos. Finalmente, los CPP’s se organizaron en 

tres familias en función de sus propiedades fisicoquímicas: hidrofóbicos, catiónicos 

y anfipáticos. Cada una de estas familias interacciona con la membrana plasmática 

de forma similar, disparando alguno de los mecanismos de endocitosis.   

1.8.2.1. CPP’s catiónicos 

Una característica que comparten las tres familias de CPP’s es que, en con-

diciones fisiológicas, la gran mayoría tienen carga positiva, mientras que con carga 

negativa apenas existen unas pocas secuencias peptídicas [143]. Por lo tanto, para 

diferenciar a los CPP’s catiónicos de los anfipáticos, se consideran tan sólo CPP’s 

de la primera familia a aquellos que contienen como mínimo un fragmento conse-

cutivo de varios aminoácidos básicos [144], que suele ser la región que interactúa 

con la bicapa lipídica. Tomando como prototipo de CPP catiónico la secuencia 

RKKRRQRRR que forma parte de la proteína TAT, las 8 cargas positivas de los 

aminoácidos básicos se consideran el mínimo imprescindible para poder incluirlos 

dentro del grupo de los CPP’s catiónicos [145]. Además, un incremento en el nú-

mero de argininas en la secuencia peptídica resulta en una mejora de la eficiencia 
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para translocarse [146]. Otros aminoácidos pueden no ser tan relevantes para la 

interacción con la membrana plasmática, pero su ausencia puede significar la dife-

rencia entre tener la capacidad de penetrar en la célula o no, como ocurre en la 

secuencia de la Penetratina (RQIKIWFQNRRMKWKK), ya que cambiando el trip-

tófano14 por una fenilalanina, esta cadena de residuos pierde por completo la capa-

cidad de translocación en cultivos de neuronas [147]. Las secuencias de localiza-

ción nuclear (NLS) son pequeños fragmentos peptídicos que están formados prin-

cipalmente por residuos básicos de arginina, lisina o prolina en uno o dos fragmen-

tos y que forman parte de los CPP’s, aunque estos fragmentos por sí solos tienen 

una escasa capacidad de penetración [148]. Cuando las NLS forman parte de un 

CPP, ya sea de origen catiónico o anfipático, mejoran el rendimiento a la hora de 

transportar todo el compuesto formado desde el citoplasma hasta el núcleo, pu-

diendo atravesar la membrana nuclear a través de los complejos proteicos que for-

man los poros nucleares [149].   

1.8.2.2. CPP’s anfipáticos 

Los CPP’s anfipáticos son aquellos que presentan dos regiones bien diferen-

ciadas, una región hidrofóbica y otra zona hidrofílica o con carga neta positiva. Por 

otro lado, también son la familia más numerosa, representando más del 40% del 

total de los CPP’s descritos actualmente [150]. Los CPP’s anfipáticos se pueden 

dividir a su vez en tres subcategorías bien definidas: CPP’s anfipáticos primarios, 

CPP’s anfipáticos secundarios, y CPP’s anfipáticos ricos en prolinas. 
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1.8.2.3. CPP’s anfipáticos primarios 

Con un tamaño mínimo de unos 20 aminoácidos, los CPP’s anfipáticos pri-

marios suelen ser más largos que los CPP’s catiónicos y los anfipáticos secunda-

rios, aunque se encuentran presentes en la naturaleza formando parte de proteínas 

específicas. La mayoría de los CPP’s anfipáticos primarios son o de origen sintético 

o bien se unen a fragmentos hidrofóbicos para mejorar el reconocimiento por parte 

de la membrana celular, dando lugar a péptidos quiméricos [151].   

1.8.2.4. CPP’s anfipáticos secundarios 

Una de las principales características de los CPP’s anfipáticos secundarios 

es su estructura en forma de hélice-α, en la que los residuos hidrofóbicos están 

agrupados en una región, y los aminoácidos hidrofílicos se encuentra agrupados 

en otra, dando lugar a un péptido con las propiedades anfipáticas que los caracte-

riza, siendo la Penetratina el modelo ideal de CPP anfipático secundario [152]. 

1.8.2.5. CPP ricos en prolinas 

Como su nombre indica los CPP’s ricos en prolinas forman una subfamilia 

de CPP’s anfipáticos que difieren tanto química como estructuralmente entre ellos 

y cuyo nexo en común es que están formados en su mayoría por residuos de pro-

lina. El anillo de pirrolidina que posee le da a este aminoácido unas características 

únicas que se reflejan en el CPP formado y que son los responsables de su anfipa-

ticidad [153]. 
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1.8.2.6. CPP’s hidrofóbicos  

Se consideran CPP’s hidrofóbicos aquellos que están exclusivamente forma-

dos por aminoácidos apolares [154], su carga neta es muy baja o la presencia de 

estos residuos es imprescindible para poder desarrollar su función, independiente-

mente del resto de la secuencia peptídica [155]. Por sus características, los CPP’s 

hidrofóbicos son los menos abundantes de las tres familias, aunque no se descarta 

la posibilidad que su número se incremente conforme se vayan realizando investi-

gaciones sobre ellos.  

1.8.3. Mecanismo de entrada en la célula de los CPP’s 

A pesar de todos los ensayos realizados con los CPP’s desde su descubri-

miento, el mecanismo por el cual son capaces por sí mismos de atravesar la mem-

brana plasmática y llegar hasta el núcleo, permanece aún sin dilucidar. Esto es 

debido a que la ruta que sigue cada CPP parece depender tanto de la secuencia 

de aminoácidos, como de su estructura secundaría y del tipo de carga que trans-

porta [145] [148] [156]. Es por ello por lo que no se plantea un único mecanismo de 

entrada, sino que se han identificado varias vías de translocación a través la mem-

brana y su posterior acceso al núcleo. 

1.8.3.1. Endocitosis mediada por caveolinas 

La endocitosis mediada por caveolinas (Figura 17) es el mecanismo al que 

recurre  la proteína TAT para acceder al interior de la célula [145]. Esta ruta descrita 

en la década de los 50 del siglo pasado [157], es de las más estudiadas y 
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conocidas. Las caveolas son unas invaginaciones de la membrana plasmática en 

forma de letra omega invertida, con un diámetro aproximado de entre 50 y 100 nm. 

Las caveolas están formadas por fosfolípidos, esfingolípidos, colesterol y unas pro-

teínas conocidas como caveolinas. La familia de las caveolinas consta de varias 

proteínas que se encuentran distribuidas aproximadamente de la mitad hacia el in-

terior de la caveola, y están relacionadas con la señalización celular, la regulación 

lipídica y la endocitosis [158]. Esta ruta endocítica se ha descrito en los CPP’s an-

fipáticos secundarios como el Transportan cuando está unido a proteínas [159], y 

también se ha observado en los CPP’s ricos en prolina [153]. 

1.8.3.2. Endocitosis mediada por clatrinas 

Actualmente la endocitosis mediada por clatrinas (Figura 18) es la más es-

tudiada y mejor conocida de este tipo de mecanismos [160]. Además de las clatri-

nas para comenzar el evento, también se hace necesaria la presencia de dinaminas 

Figura 17. Endocitosis mediada por caveolinas que son 

unas proteínas que se encuentran en el medio intracelular 

de unas invaginaciones de la membrana plasmática cono-

cidas como caveolas. (Elaboración propia) 
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[161]. Las clatrinas son unas proteínas presentes en el medio intracelular, en pe-

queñas depresiones de la bicapa lipídica, unidas a receptores específicos. Cuando 

un ligando es reconocido por un receptor, las clatrinas se unen a dicho receptor 

dando lugar a la formación de una vesícula con un tamaño de entre 100 y 150 nm, 

y forma poliédrica en el citosol. Una vez formada la figura geométrica, entran en 

juego las dinaminas, cuya función es la de separar la vesícula formada en el interior 

de la célula para que de esta forma pueda alcanzar su destino [162].  

Los ensayos realizados indican que los CPP que son traslocados al interior 

de la célula utilizando esta ruta son el péptido TAT, CPP ricos en arginina y los CPP 

aniónicos [163]. 

1.8.3.3. Macropinocitosis 

La macropinocitosis (Figura 19) es una forma  de endocitosis relativamente 

rápida, dependiente de balsas lipídicas e independiente de receptores [164]. 

Figura 18. Endocitosis mediada por clatrinas, cuando los receptores de mem-
brana reconocen algún compuesto, activan una serie de proteínas dando lu-
gar a la internalización de dicho compuesto al interior de la célula. 
(Elaboración propia) 
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Utilizando un símil, el mecanismo se asemeja según sea el tipo celular a una única 

ola o bien dos olas enfrentadas entre sí que engullen a un surfista [165], siendo el 

agua la membrana que rodea a la célula y el surfista el compuesto o molécula a 

asimilar. Una vez que la membrana ha colapsado sobre la molécula, y las bicapas 

se fusionan, se forma una gran vesícula endocítica denominada macropinosoma 

[166]. En contra de lo inicialmente considerado, la macropinocitosis es un meca-

nismo no dependiente de receptores [165] que cursa una secuencia de eventos 

muy organizados y que incluye una reestructuración del citoesqueleto. La mayoría 

de los eventos que se suceden por esta ruta, están regulados por enzimas perte-

necientes a las familias de las quinasas y GTPasas [166]. 

Esta ruta es la elegida para asimilar los CPP catiónicos, CPP ricos en argi-

ninas y en conjugados con la proteína TAT [164]. 

 

Figura 19. Representación de la macropinocitosis, un tipo de endocitosis en la que 

la membrana plasmática se extiende hasta rodear una carga que posteriormente 

introducirá al interior de la célula mediante la formación de un macropinosoma. 

(Elaboración propia)   
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1.8.3.4. Endocitosis independiente de clatrinas y caveolinas 

Además de las rutas de endocitosis descritas anteriormente, se han estu-

diado otras posibles vías de acceso al interior de la célula que no parecen estar 

relacionadas con clatrinas ni caveolinas, y que tampoco tienen conexión con la ma-

cropinocitosis. Son las conocidas como rutas independientes de clatrinas y caveo-

linas [167]. Este tipo de endocitosis parece tener relación con determinadas estruc-

turas del tipo balsas lipídicas de la membrana celular, distintas a las que se encuen-

tran presentes en las caveolas [167]. 

Son pocas las secuencias peptídicas las que hasta ahora se han descrito 

utilizando esta ruta de acceso al núcleo de las células, entre ellas se encuentra la 

Azurina y algunos fragmentos derivados de ésta, CPP’s en los que también se ha 

demostrado que pueden compartir alguna de las vías mencionadas anteriormente 

[168]. El Transportan es otro CPP en el que también se ha podido demostrar que 

además de usar los caveosomas para acceder al citosol de la célula, puede usar 

alguna otra ruta independiente de clatrinas y caveolinas [159]. 

1.8.4. Estudios con polilisinas y sus derivados a través de la historia 

Hay que remontarse hasta finales de la década de los 70 del siglo pasado, 

momento en el que todavía no se habían identificado y caracterizado los péptidos 

de penetración celular, cuando se empezaba a barajar la idea de que ciertas es-

tructuras proteicas tenían la capacidad de atravesar la membrana plasmática y ac-

ceder al interior de la célula. Fueron los investigadores Shen y Ryser los que 
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demostraron que, tanto la albúmina como la peroxidasa de rábano, conjugados a 

una cadena de polilisinas de 6,7 kDa, tenían la capacidad de acceder  al interior de 

la célula [169]. Unos meses más tarde, los mismos investigadores realizaron un 

ensayo similar, pero esta vez conjugaron el PLL de 7 kDa a una molécula de me-

totrexato obteniendo similares resultados [170]. Casi una década más tarde, los 

científicos Wu, GY. et al., demostraron la capacidad de transfección de una cadena 

de polilisinas conjugadas con asialorosomucoides acomplejadas a un plásmido 

pSV2-CAT en células de hepáticas Hek-2. Aunque no se pudo establecer una rela-

ción directa entre las polilisinas y la endocitosis de todo el complejo PLL+asialoo-

rosomucoides-pSV2-CAT, debido a que los asialorosomucoides son unas glicopro-

teínas específicas de unos receptores presentes en las células Hek-2, y en los con-

troles que se realizaron con los complejos polilisinas-plásmido no se observó pre-

sencia de transfección del gen marcador [171]. Tuvieron que pasar tres años para 

que Leonetti JP. et al., utilizaran las propiedades de la polilisina en sus formas -D y 

-L para incrementar la capacidad antiviral de nucleótidos antisentido contra el virus 

VSV (cepa india). En los resultados obtenidos, observaron que la forma -L unida 

incrementaba la capacidad antiviral de la secuencia antisentido, sin embargo, para 

la forma -D no se apreció este efecto [172].  Al año siguiente, Wagner E. et al, 

evaluaron compuestos ternarios formados por transferrina-espaciador-polilisina, y, 

por otro lado, la capacidad de incrementar el rendimiento de transfección añadiendo 

distintas concentraciones de PLL a otro compuesto ternario formado por el plásmido 

pRSVL+transferrina-etidio. Observaron así que en el primer caso, el conjugado for-

mado por transferrina-polilisina en proporción 2,3:1, era el que obtenía mejor 
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rendimiento a la hora de expresar el gen de la luciferasa, y que a la hora de formar 

complejos plásmido pRSVL + transferrina + etidio-polilisina, no solo era importante 

la concentración del péptido, sino que también influía el orden que se seguía a la 

hora de sintetizar el complejo [173]. En 1998 un grupo de investigación creó com-

puestos conjugados formados por PLL-adenovirus-ADN con el objetivo de estimu-

larlos con luz UV para inactivar los genes patológicos presentes en los adenovirus, 

los cuales son responsables, entre otros efectos adversos, de la elevada respuesta 

inmune que se da en el organismo hospedador. El ensayo se realizó en células 

dendríticas y el PLL se utilizó como guía del conjugado para atravesar la membrana 

celular [174]. En los ensayos realizados con ratas in vivo a finales de la década de 

los 90 del pasado siglo por Laurent N. et al.,  se observó que los complejos forma-

dos por PDL-[35S]-ADN eran más resistentes a la degradación enzimática en las 

células hepáticas que los que estaban compuestos por el PLL-[35S]-ADN [175]. 

Meses más tarde, Barrett LB. et al., demostraron que, uniendo con enlaces 

tioles cadenas de 100 D-lisinas a la cadena B de la toxina de la bacteria del cólera, 

la internalización de un plásmido acomplejado al conjugado formado por el péptido 

y la toxina aumentaba entre 10 y 100 veces más que la toxina por sí sola, aun 

cuando en la membrana plasmática se encuentran los receptores gangliósidos GM1 

los cuales son específicos de la cadena B de la toxina del cólera. Cabe reseñar que 

los controles positivos utilizados formados únicamente por PDL y plásmido, no mos-

traron presencia del ADN marcado con un fluoróforo en el interior de las células en 

los ensayos de localización celular, ni apenas expresión de los genes de la EGFP 
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ni de la luciferasa en los ensayos de transfección [176]. Tuvieron que pasar 5 años 

para que Kim TG. et al., experimentaran con PDL y PLL de unos 50 kDa de tamaño, 

conjugados a una proteína asociada a receptor (RAP), que es un ligando para todos 

los componentes de la familia de los receptores de las lipoproteínas de baja densi-

dad (LDL), que inician los mecanismos de endocitosis una vez reconocido RAP. El 

objetivo era mejorar la capacidad de RAP para entrar en las células, y a través del 

gen de la luciferasa, los investigadores comprobaron que había más expresión  de 

dicho gen cuando RAP estaba conjugado a PDL que cuando estaba unido a PLL  y 

que con este último  la expresión de la luciferasa era inferior al control realizado 

solo con PDL [177].  

Ese mismo año, Barrett LB. et al., volvieron a repetir los mismos experimen-

tos anteriormente realizados, pero esta vez cambiaron plásmido por una cadena de 

cDNA obteniendo resultados similares, y otra vez no se observó expresión del gen 

marcador en los controles en los que tan solo se usó PDL acomplejado al ADN 

[178]. Fue a mediados de la primera década del presente siglo cuando Michael W. 

et al., realizaron el primer ensayo clínico con pacientes enfermos de fibrosis quística 

mediante terapia génica, para ellos utilizaron como vector no viral cadenas de 30 

lisinas conjugadas con polietilenglicol, que administraron por vía nasal a 12 pacien-

tes con dichas patologías. Los resultados obtenidos invitaron al optimismo así como 

la constatación de que no solo eran posibles y efectivos estos tipos de tratamientos, 

sino que además la expresión del transgén se mantuvo entre los 7 y los 28 días en 

función del paciente [179]. Casi una década más tarde Lee SA. et al., entre otros 
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experimentos, conjugaron los CPP’s GV1001, oligoglicinas, y el péptido TAT con 

cadenas de 15 lisinas, con el objetivo de estudiar las sinergias de que se producen 

entre ellos, llegando a la conclusión de que la secuencia de oligolisinas utilizadas 

en los experimentos, conjugados a GV1001, mejoraba la capacidad de internaliza-

ción de un plásmido con el gen de la luciferasa como marcador sobre el mismo 

péptido sin conjugar, así como también sobre el péptido TAT en todas las líneas 

celulares utilizadas [180]. El último trabajo encontrado, trata sobre la toxicidad y 

capacidad de transfección de las formas quirales PDL/PLL en cultivos de células 

HeLa, Bin-wei Z. et al., observaron que el comportamiento de ambas formas difiere 

en lo que se refiere a su habilidad para entrar dentro de dichas células ya que según 

los resultados obtenidos en este trabajo el PLL consigue mejores tasas de trans-

fección que su homólogo el PDL en dicha línea celular.  

Además de los trabajos mencionados anteriormente, también se han reali-

zado ensayos sobre el PDL/PLL en los que se ha estudiado entre otras propieda-

des, la influencia del tamaño del péptido en la toxicidad del mismo [181] mediante 

la perturbación de la membrana mitocondrial [182], la interferencia en la resistencia 

a ciertos fármacos antitumorales en algunos tipos celulares [183] y, sobre todo, las 

sinergias con otros compuestos  [184] [185] [186]. Con el objetivo de poder atrave-

sar la membrana plasmática, también se han conjugado otros péptidos como el 

Pep-7 con dendrímeros y funcionalizados con polietilenglicol para el tratamiento de 

gliomas con ARNi [187], pero hasta la fecha apenas se han estudiado las 
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propiedades del PDL utilizado en este trabajo, y como por sí solo tiene la capacidad 

de transfectar con eficiencia algunos tipos celulares. 

  

 
 

 

 

 

Año 
Compuesto 

PDL/PLL 
Tipo de compuesto a introducir 

Interacción 
CPP/Compuesto 

Tipo de en-
sayo 

Tipo celular Ref. 

1978 

PLL 6,7 kDa 
Albúmina-PLL y peroxidasa de rá-

bano-PLL 
Conjugación 

Localización 
celular 

Fibroblastos 
L929 

[169] 

PLL 7 kDa Metotrexato-PLL Conjugación 
Localización 

celular 

Células ováricas 
de hámster 

chino 
[170] 

1987 PLL 69 kDa Asialoglicoproteina-PLL+plásmido 
Conjugación+ 

acomplejamiento 
Transfección SK-Hep 1 [171] 

1990 PLL/PDL PLL-oligómeros antisentido Conjugación Antiviral L 929 [172] 

1991 PLL 80 kDa PLL-transferrina+plásmido 
Conjugación+ 

acomplejamiento 
Transfección K562 [173] 

1998 PLL PLL-adenovirus Conjugación 
Terapia anti-

tumoral 
Células dendríti-

cas 
[174] 

1999 

PLL/PDL 100 
kDa 

PLL/PDL-plásmido Acomplejamiento 
Distribución 

sistémica 
Células hepáti-

cas 
[175] 

PDL 100 kDa PDL-Toxina B del cólera Conjugación 
Localización 

celular/trans-
fección 

PCl2/BHK [176] 

2004 

PDL/PLL 50 
kDa 

PDL/PLL RAP (proteína asociada a 
receptor) 

Conjugación+ 
acomplejamiento 

Transfección HepG2 [177] 

PDL 100 kDa PDL-Toxina B del cólera 
Conjugación+ 

acomplejamiento 
Transfección PC12 [178] 

2005 PLL 30 aa. PDL-polietilenglicol Conjugación Transfección 
In vivo (ensayo 

clínico) 
[179] 

2013 PLL PLL-GV1001 Conjugación Transfección 
Huh7/HepG2/M

CF/CHO 
[180] 

2014 
PLL (8 resi-

duos) 
PLL-liposoma Enlace covalente 

Respuesta in-
mune 

 [188] 

2016 PLL/PDL PDL/PLL-plásmido Acomplejamiento 
Quiralidad/ 
transfección 

HeLa [189] 

Tabla 3. Resumen de los experimentos de transfección realizados con PLL y PDL 
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Capítulo 2: Objetivos 
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2. Objetivos 

El objetivo a largo plazo que se plantea es la búsqueda de un tratamiento 

alternativo a la farmacología convencional mediante el desarrollo de nuevas estra-

tegias para la transfección de DNA, y que a la vez que estos tratamientos puedan 

ser económicamente viables para la población en general. 

Los objetivos específicos que se plantean en este trabajo son: 

1) Evaluar la capacidad para atravesar la membrana plasmática de un CPP 

catiónico diseñado a medida para su uso como vector no viral de fárma-

cos o secuencias de ADN mediante ensayos de transfección en cultivos 

primarios de corteza embrionaria de rata.  

 

2) Analizar el efecto del encapsulamiento en liposomas utilizando fosfolípi-

dos, ácidos grasos o triglicéridos para ver el efecto sobre la eficiencia de 

transfección del CPP diseñado a medida. 

 

3) Valorar si secuencias peptídicas comerciales son capaces de actuar 

como CPP catiónicos en cultivos embrionarios de córtex y retina de rata. 

 

4) Comprobar la posible toxicidad y capacidad de polímeros de L-lisina y su 

enantiómero D-lisina para actuar como CPP para condensar y empaque-

tar ADN mediante ensayos de retardo en gel para posteriormente realizar 
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experimentos de transfección y viabilidad in vitro en cultivos de líneas 

celulares tumorales. 
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Capítulo 3: Materiales y  

Métodos 
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3. Materiales y métodos 

3.1. Aprobación del comité de ética 

 Todos los procedimientos experimentales se han llevado a cabo conforme a 

la directiva 2010/EU del Parlamento Europeo, y el real decreto RD53/2013 sobre la 

regulación de la protección de los animales con propósitos científicos y aprobada 

por el Comité de para el uso de Animales en el Laboratorio de la Universidad Miguel 

Hernández. 

3.2. Ensayo de retardo en gel con el péptido de diseño 

Para realizar todos los experimentos, se optó por la utilización de los plásmi-

dos pCAG-EGFP (AdGene) (Figura 20) y pCAG-Chrimson-R (AdGene) (Figura 21), 

debido a la presencia en ambos del promotor CMV originario del citomegalovirus y 

que favorece la expresión de dichos plásmidos en mamíferos [190]. El pCAG-EGFP 

se seleccionó como marcador mediante la expresión de la proteína verde fluores-

cente. Y el plásmido pCAG-Chrimson-R que expresa la proteína Chrimson, una 

proteína de membrana unida a un canal iónico sensible a la luz, lo que permitiría 

realizar experimentos de optogenética en un futuro.      

El primer requisito indispensable que debe presentar una molécula que se pre-

tenda utilizar como vector no viral, es que sea capaz de empaquetar el ADN con el 

objetivo de anular las cargas negativas que poseen los ácidos nucleicos y que en-

trarían en repulsión con las cargas aniónicas de la membrana plasmática. Mediante 

la realización de este ensayo se quiso comparar el comportamiento de un ADN 

plasmídico (pDNA) que se utilizó para nuestros experimentos (EGFP) variando la 
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concentración del péptido diseñado. Para ello, se partió de una concentración cons-

tante de ADN y una cantidad creciente de péptido que oscilaba desde la proporción 

plásmido/péptido 1:0,125 hasta 1:16 en un gel de agarosa al 0,5% y Midori Green 

(Cultek) como marcador del ADN. 

 
 

 
 

Figura 20: Estructura del plásmido pCAG-EGFP, utilizados en los experimentos de empaqueta-
miento y transfección. 
Fuente: https://www.addgene.org/ 
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3.3. Protocolos estándar de cultivos celulares utilizados en los experimen-
tos 

 

Todos los experimentos practicados en este trabajo se han realizado sobre 

cultivos primarios de corteza de embrión de rata Wistar (Servicio de Experimental 

Animal, SEA-UMH) de 19 días de gestación, y sobre las líneas celulares SH-SY5Y 

Figura 21: Estructura del plámiso pCAG-Chrimson-R, utilizado en los ensayos de transfección. 
Fuente: https://www.addgene.org 
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(ECEACC: 94030304) que es una sublínea clonada 3 veces de una biopsia de mé-

dula ósea derivada de la línea SK-N-SH [191], la línea HeLa (ECEACC: 93021013) 

extraída del epitelio de cáncer de cuello de útero [192], y por último la línea celular 

3T3 (ECEACC: 89022402) perteneciente a fibroblastos extraídos de ratón [193]. 

Para los ensayos de transfección se utilizaron cubreobjetos de cristal 12 mm 

de diámetro (Thermo Scientific) colocados en placas de 24 pocillos. Dichos cu-

breobjetos se trataron posteriormente con PDL (Fisherscientific) y Laminina (Fis-

herscientific) para favorecer la adherencia celular. Las células de los cultivos prima-

rios de corteza se sembraron siempre con una cantidad fija de 75.000 células en 

500 µl en el medio de cultivo Neurabasal Medio (Gibco) enriquecido con 2% FBS, 

2% B-27 (Thermofisher) 0,4% Penicilina-Estreptomicina (Thermofisher) y 0,4% Glu-

tamax (Thermofisher). Las células sembradas se dejaron 7 días en el incubador a 

una temperatura constante de 37 ºC y 5% de CO2 para su maduración y diferencia-

ción. Las células de las líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron con una canti-

dad de 1x103 células/pocillo. En la siembra de la línea SH-SY5Y se utilizó medio 

Dmem (Gibco) + Ham (F12) (Gibco) enriquecido con 10% FBS (Gibco) y 1% Penici-

lina-Estreptomicina. La línea HeLa se sembró con el medio MEM Ready (Gibco) 

suplementado con 10% FBS y 1% Penicilina-Estreptomicina. Por último, para la 

línea 3T3 se usó medio DMEM (Gibco) potenciado con 10% FBS y 1% Penicilina-

Estreptomicina. Los ensayos de transfección y viabilidad en las líneas celulares co-

menzaron siempre 48h después de la siembra. 
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Los ensayos de viabilidad celular se realizaron en placas de 96 pocillos, tam-

bién pretratados con PDL y laminina. En el caso de los cultivos primarios se sem-

braron 1,5x104 células/pocillo y para las líneas celulares tumorales 2x102 células, 

utilizando siempre 100 µl de volumen final del medio correspondiente a cada tipo 

celular utilizado.  

3.4. Evaluación de la toxicidad del péptido diseñado 

Otro de los requisitos que debe de presentar cualquier vector independien-

temente de cuál sea su origen, es la biocompatibilidad, es decir que no sea tóxico 

o que presente la menor toxicidad posible para el huésped. Para realizar esta 

prueba se recurrió a la técnica de viabilidad celular con MTT (SigmaAldrich), dicha 

prueba consistió en un ensayo colorimétrico que permitió evaluar la viabilidad de 

un cultivo a partir de la actividad de una enzima presente en las mitocondrias de las 

células vivas, la Succinato Deshidrogenasa, que reduce el 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

2,5-difenil-2H-tetrazoilo (MTT) de color amarillo, a 1-(4,5-dimatiltiazol-2-il)-3,5dife-

nilFormazán (Formazán) que presenta una coloración púrpura (Figura 26). Para 

PÚRPURA AMARILLO 

Reductasa mitocondrial 

Figura 22. Reducción de MTT (color amarillo) a Formazán (color púrpura) por la enzima mito-
condrial succinato deshidrogenasa, la intensidad final del color púrpura es proporcional al número 
de células vivas presentes en el cultivo. (Elaboración propia) 
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realizar el MTT, se procedió tal y como se describe en el apartado 3.4.  Siete días 

después de la siembra, las células se trataron con una concentración creciente de 

20 a 120 µm del péptido a estudiar, excepto en 2 columnas las cuales se utilizaron 

como referencia (control negativo). Se dejó actuar el CPP en el incubador durante 

5 horas, se retiró por completo, y se lavó con PBS. A continuación, se depositó en 

cada pocillo un volumen final de 100 µl del medio correspondiente con una concen-

tración final de MTT de 1 mg/ml y se dejó incubar durante 4h a 37ºC. Pasado ese 

tiempo, se procedió a la retirada completa del medio con MTT y se añadieron a 

cada pocillo 100 µl de DMSO (SigmaAldrich) para disolver los cristales de For-

mazán. Posteriormente, los pocillos se leyeron en un lector de placas iMark© de la 

casa BIO-RAD, a una longitud de onda de 595 nm.  

3.5. Preparación de los complejos EGFP/péptido 

En tubos Eppendorf se prepararon 4 condiciones distintas de plásmido/pép-

tido, en proporciones crecientes que oscilaron desde 1:0,5 hasta 1:4, y en un quinto 

Eppendorf se preparó el complejo EGFP/Lipofectamina para utilizarlo como control 

positivo. Todos los compuestos se llevaron a un volumen final de 500 µl de agua 

Mili-Q y se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente para que se formaran los 

complejos. 

3.6. Experimentos de transfección in vitro con el péptido diseñado 

Los ensayos de transfección in vitro se realizaron con células de córtex y 

retina embrionaria de rata, tal y como está descrito en el apartado 3.4, y se dejaron 

madurar una semana para su diferenciación. Pasado este tiempo, se añadió a cada 
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uno de los pocillos el volumen de los complejos plásmido/péptido preparados ante-

riormente, dejando en cada pocillo la cantidad final fija de 500 ng de plásmido. Las 

placas se dejaron en el incubador a 37ºC y 5% CO2 durante 24 horas, tiempo tras 

el cual se procedió a su fijación con PFA 4% (SigmaAldrich). Se lavaron y se mar-

caron los núcleos con Hoechst (Thermofisher). A continuación, se montaron sobre 

portaobjetos de 80 mm para su posterior análisis mediante microscopia de fluores-

cencia con el microscopio Zeiss AxioObserver Z1 Apotome (Carl Zeiss). Las mues-

tras se excitaron a una longitud de onda de 488 nm, que es la longitud de onda a la 

que la EGFP se excita y la emisión se recogió con un filtro de 525 nm. De cada uno 

de los cubreobjetos de las distintas condiciones utilizadas en cada experimento, se 

tomaron 10 imágenes al azar a con el objetivo a 20x y se mantuvieron siempre fijos 

todos los parámetros de captura, para su posterior recuento manual. 

3.7. Técnicas de encapsulación de los complejos plásmido/péptido en 

liposomas 

3.7.1. Sonicación 

La primera técnica a la que se recu-

rrió para empaquetar en el interior de los 

liposomas los complejos plásmido/péptido 

fue el de la sonicación. En primer lugar, se 

prepararon los complejos plásmido/péptido 

en proporciones crecientes de péptido 

desde 1:1 a 1:4 manteniendo la cantidad 

Figura 23. Tipos de lípidos utilizados en los ex-

perimentos, las regiones rojas representan las 

zonas polares o hidrofílicas, y las colas repre-

sentan las regiones apolares o hidrofóbicas. 

(Elaboración propia) 
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de plásmido constante (4 µg). Se dejó incubar a temperatura ambiente durante 30 

minutos, tiempo tras el cual se añadieron 16 µg de cada uno de los tres compuestos 

lipídicos utilizados en los experimentos: ácidos grasos (250-500mg DHA-EPA/ml) 

omega-3 (NowFoods), triglicéridos de cadena media (930mg/ml) (Jarrows) y fosfo-

lípidos (385mg/ml) (Nutricology) (Figura 23). Se llevaron toda la muestra a un volu-

men final de 120 µl. Posteriormente se introdujeron en el sonicador (Figura 24). Se 

dejaron actuar a los ultrasonidos sobre los complejos durante 1 hora. Pasado este 

tiempo, las muestras se reposaron 30 minutos a 4ºC. A continuación, se deposita-

ron 25 µl de cada condición en cada uno de los pocillos de una placa de 24 previa-

mente sembrada de cultivo de embrión de rata de 19 días de gestación. Seguida-

mente, se dejaron en el incubador a 37º C y 5% CO2 durante 48 horas. Finalmente, 

se procedió a la fijación de las muestras con PFA 4%, lavado y contrastado de los 

núcleos con Hoechst para su posterior análisis mediante microscopia de fluores-

cencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Imagen del sonicador utilizado en 

los experimentos para producir los liposomas. 

(Elaboración propia) 
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3.7.2. Técnica de inyección en frío y en caliente 

Para encapsular los complejos plás-

mido/péptido mediante la técnica de inyec-

ción en frio se combinaron en tres tubos Ep-

pendorf EGFP (1µg/µl) y CPP (1µg/µl) en una 

relación 1:4 en cada uno de los tubos, en un 

volumen final por tubo de 50 µl y 10 µg de 

EGFP, respectivamente. Se dejaron reposar 

a temperatura ambiente durante 1 hora para 

dar lugar a la formación de los complejos. Se-

guidamente, se prepararon en otros tres tu-

bos Eppendorf 300 µl de etanol absoluto (Panreac) con 50 µl de cada uno de los 

lípidos en tres Eppendorf distintos. Se mezclaron cada uno de los complejos forma-

dos anteriormente con cada una de las combinaciones etanol/lípido (Tabla 4). Se 

sometieron las mezclas a agitación vigorosa durante 30 segundos y se dejaron re-

posar 1 hora a temperatura ambiente. A continuación, cada mezcla se recogió con 

una jeringuilla de 2 ml con una aguja 30G x 1/2”, y se proyectó dicha mezcla enér-

gicamente sobre un tubo Eppendorf de 1,5 ml en la que previamente se había de-

positado 1 ml de agua Mili-Q a temperatura ambiente. Se dejó a una distancia de 2 

cm entre la punta de la aguja y la superficie del agua del tubo Falcon (Figura 25). 

Seguidamente, se mantuvieron los tubos abiertos durante 24h en el incubador a 

37º C para permitir que el etanol se evaporara. Pasado ese tiempo, se añadieron 

25 µl de las mezclas formadas con anterioridad a los cultivos de córtex de embrión 

Figura 25. Técnica de inyección en frío y en 

caliente. Los lípidos disueltos en un disol-

vente orgánico junto con el plásmido se pro-

yectan a alta presión sobre una suspensión 

acuosa para que se formen los liposomas 

de manera espontánea. (Elaboración 

propia) 



79 
 
 
 

de rata y se dejaron actuar durante 24h. Tiempo tras el cual se fijaron las células 

con 4% PFA. A continuación, se marcaron los núcleos con Hoechst para su poste-

rior análisis mediante microscopia de fluorescencia. Para la técnica de inyección en 

caliente se realizaron los mismos pasos que en la de inyección en frío, pero se 

incrementó la temperatura del agua del tubo Falcon sobre la que se proyectaron los 

compuestos hasta los 56ºC.   

 EGFP/CPP 
Etanol+ 

Triglicéridos 

Etanol+ 

Ácidos grasos 

Etanol+ 

Fosfolípidos 

Muestra 1 X X - - 

Muestra 2 X - X - 

Muestra 3 X - - X 

Tabla 4. Distribución para el experimento de inyección en frío y en caliente de los tres lípidos utili-
zados para encapsular los complejos plásmido/péptido en liposomas 

 

3.8. Experimentos de transfección basados en el PLL 

3.8.1. Preparación de los complejos EGFP/PLL comercial para ensayos 

de viabilidad 

En tubos Eppendorf sobre un volumen final de 100 µl de agua Mili-Q se pre-

pararon 6 condiciones distintas EGFP/PLL desde 1:0,5 hasta y 1:16, más una ter-

cera muestra en la que se combinó EGFP/Lipofectamina (1:1) como control posi-

tivo. Una vez realizadas las mezclas, se dejaron a temperatura ambiente durante 

30 minutos para que tuviese lugar la formación de los poliplejos.  

 



80 
 
 
 

3.8.2. Transfección con los complejos EGFP/PLL en células de corteza 

embrionaria 

Para la preparación y siembra de las células se siguieron los mismos pasos 

que en apartado 3.4. Se depositó en este caso una cantidad final de plásmido de 

400 ng por pocillo, se volvieron a introducir en el incubador durante 48 horas antes 

de fijar las muestras con PFA 4%. Para el marcaje de los núcleos celulares se re-

currió al Hoechst (1:500) para su posterior análisis con el microscopio de fluores-

cencia. 

 
3.9. Ensayos de transfección utilizando el PDL como vector no viral 

3.9.1. Preparación de los complejos EGFP/PDL comercial para ensayos 

de transfección en cultivos de corteza embrionaria 

Los complejos EGFP/PDL se prepararon mezclando el plásmido de EGFP 

con diferentes volúmenes de PDL para obtener las proporciones 1:2 y 1:4. Como 

control positivo se usó una combinación de EGFP/Lipofectamina (1:1) y como con-

trol negativo ADN solo. Todas las mezclas se prepararon a un volumen final de 100 

µL en agua destilada y se dejaron 30 minutos a temperatura ambiente para que el 

plásmido y los polímeros de lisina interaccionaran entre sí. 

3.9.2. Ensayo de viabilidad celular del PDL sobre células de corteza em-

brionaria. 

El protocolo utilizado para estudiar la toxicidad del PDL es el mismo que el 

descrito en el apartado 3.4. En esta ocasión las células se trataron con proporciones 

crecientes de los complejos EGFP/PDL desde 1:0,5 hasta 1:16 preparadas con 
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anterioridad. Se depositó en cada pocillo una cantidad final de 80 ng de plásmido, 

y se dejaron 2 columnas sin tratar para utilizarlas como control negativo del 100% 

de viabilidad. 

3.9.3. Transfección de células de corteza con los complejos EGFP/PDL 

Para el ensayo de transfección, se siguieron los pasos descritos en el apar-

tado 3.4 para células embrionarias. Pasados 7 días tras la siembra, se añadieron a 

cada pocillo el volumen necesario de cada uno de los compuestos obtenidos en el 

apartado 3.8.1 obteniendo una cantidad final de 400 ng de plásmido por pocillo. Las 

placas tratadas se volvieron a dejar en el incubador durante 24 h, tiempo tras el 

cual se procedió al fijado de las células con PFA 4%. Finalmente, los núcleos se 

marcaron con Hoechst (1:500) para su posterior análisis mediante microscopia de 

fluorescencia.  

3.10. Mejora de la eficiencia de transfección del PDL 

Hasta la fecha, todos los experimentos que se han realizado tanto de trans-

fección como de viabilidad habían sido con tiempos relativamente cortos, como má-

ximo de 48 horas [194]. Por este motivo, se decidió analizar una estrategia a más 

largo plazo para observar los resultados. 

Para ello, se sembró una placa de 24 pocillos siguiendo los mismos pasos 

que en el apartado 3.1.3. Tras un periodo de 7 días en el incubador, se realizó un 

primer tratamiento con el complejo EGFP/PDL a una relación 1:2 con una cantidad 

final de plásmido de 400 ng. Tras 48h, se cambió todo el medio por medio nuevo 
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para realizar un segundo tratamiento, en este caso se sustituyó el plásmido de 

EGFP por el plásmido pcag-Chrimson (1mg/ml) (AddGene) dando lugar al complejo 

Chrimson/PDL. Se trataron las células con el nuevo compuesto en las mismas con-

diciones que con el compuesto EGFP/PDL. Se dejó incubar el cultivo durante 48h 

más, y a continuación, las células se fijaron con PFA 4%. Posteriormente, se anali-

zaron mediante microscopia de fluorescencia. 

3.11. Preparación de los complejos EGFP/PDL para ensayos de trans-

fección y viabilidad a tiempos crecientes en cultivos de corteza embrio-

naria 

Después del periodo de maduración de las células, se realizó el primer tra-

tamiento con las distintas proporciones EGFP/PDL elaborado anteriormente. En las 

placas de 24 pocillos la cantidad final de plásmido fue de 400 ng por pocillo, y en 

las placas de 96 de 80 ng. Nuevamente se dejaron en el incubador durante 48 

horas, tiempo tras el cual se retiró todo el medio de los pocillos de las placas y se 

volvieron a llenar con 500 µl medio de neuronas fresco. A continuación, se realizó 

el segundo tratamiento utilizando las mismas cantidades que se usaron en el pri-

mero. Las células se dejaron durante 48 horas más en el incubador, y seguida-

mente, se llevó a cabo el tercer y último tratamiento, siguiendo los mismos pasos 

que en los anteriores tratamientos. Pasadas 48 horas desde el último tratamiento, 

las placas se fijaron con PFA 4% y se marcaron los núcleos con Hoechst. (Figura 

26). Las placas de 96 pocillos se trataron con MTT disuelto en medio de neuronas 

(1 mg/ml), durante 3 horas y media. Pasado ese tiempo, se disolvieron los cristales 
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de Formazán con 100 µl de DMSO. Las placas se midieron en un lector de placas 

de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. 

3.11.1. Caracterización del PDL comercial como vector no viral en líneas 

celulares tumorales 

3.11.1.1. Ensayo de viabilidad celular del PDL en cultivos de las líneas 

celulares SH-SY5Y HeLa y 3T3 

Para los ensayos de viabilidad celular, se utilizaron las líneas SH-SY5Y, 

HeLa y 3T3, las cuales se encontraban almacenadas a -80º C en FBS (Gibco) y 

dimetil sulfóxido (DMSO) al 10%. 

Las líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron tal y como se ha descrito en 

el apartado 4.4. Pasadas las primeras 48horas desde la siembra, se procedió a 

realizar el primer tratamiento con las condiciones 1:2 y 1:4 del complejo EGFP/PDL, 

se dejó 80 ng de plásmido por pocillo, y se procedió a realizar el mismo protocolo 

Figura 26. Esquema de los tratamientos realizados en los cultivos para su posterior análisis. La 
columna horizontal indica la proporción utilizada (1:2, 1:4 y C-) y la columna vertical el tiempo al que 
se realiza cada tratamiento (48,96 y 144 horas). (Elaboración propia) 
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de transfección que en los ensayos realizados en el apartado 4.8, de forma que se 

quedaban columnas que habían recibido un tratamiento a las 48 horas desde que 

se sembró, otras dos columnas con tratamientos a 48 y 96 horas, y un tercer grupo 

se trató 3 veces: a las 48, 96 y 144 horas, el grupo de control no recibió ningún 

tratamiento. Independientemente del tratamiento recibido, todas las células se de-

jaron crecer durante 8 días desde la siembra, antes de proceder a realizar al estudio 

de la viabilidad. 

3.11.1.2. Estudio de las interacciones EGFP/PDL mediante el ensayo de 

retardo en gel de agarosa. 

El plásmido que se utilizó para los ensayos fue el plásmido pCMS-EGFP, el 

cual codifica para la proteína verde fluorescente intensificada (EGFP), se amplificó 

en nuestras instalaciones utilizando la bacteria E. Coli y el kit QIAFilter de Qiagen 

a una concentración final de 1 mg/ml, el PDL se diluyó también a la misma concen-

tración  

Para analizar las interacciones entre los polímeros de D-lisina y el plásmido, 

se incubó PDL (1 mg/ml) y plásmido de la EGFP (1 mg/ml) durante una hora a 

temperatura ambiente. Las proporciones de PDL se incrementaron desde 1:0,125 

hasta 1:4 para obtener varias proporciones de los complejos EGFP/PDL mante-

niéndose la concentración de ADN constante. Las interacciones se analizaron co-

rriendo las muestras mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Se utilizó 

GreenSafe como agente intercalante para ver la localización del ADN. Las mezclas 

se dejaron correr durante 45 minutos a 90 V a temperatura ambiente. Pasado ese 
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tiempo el gel se iluminó con una lampara UV y se tomaron imágenes con el tran-

siluminador de Vilber Loumart.  

3.12. Ensayo de protección frente a ADNasa I con PDL 

Con el objetivo de estudiar la capacidad del PDL de proteger al ADN de la 

degradación enzimática, se llevó a cabo el ensayo de protección frente a ADNasa 

I. Los complejos EGFP-PDL se prepararon con las proporciones 1:2 y 1:4, y como 

control se utilizó ADN desnudo. Los complejos se incubaron a 37º C durante 60 

minutos en presencia de ADNasa I (1 U/µg de ADN) y 1 µL MgCl2 25mM. Pasado 

ese tiempo, la actividad de la ADNasa I se bloqueó con 1 µL de EDTA 50 mM, y 

seguidamente las muestras se calentaron a 65º C durante 10 minutos para desna-

turalizar la enzima. Una vez enfriada la muestra, se añadieron 500 U de heparina 

(Hospira) con el objetivo de liberar el ADN del PDL. A continuación, las mezclas se 

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% durante 45 minutos a 

90 V, se utilizó GreenSafe para marcar el ADN mediante luz UV y las imágenes se 

tomaron con el transiluminador de Vilbert Loumart. 

3.13. Ensayo de transfección in vitro en SH-SY5Y, HeLa y 3T3 con PDL 

Las líneas celulares SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se sembraron de la misma forma 

que se describió en el apartado 4.4. Las células se trataron de igual manera que en 

el ensayo de viabilidad celular y el control positivo se trató con Lipofectamina a los 

mismos tiempos que el resto de las condiciones, se depositó en cada pocillo la 

cantidad final de 400 ng de plásmido (Tabla 5). Pasadas 48 horas del último trata-

miento (9º día desde el inicio de los tratamientos), se procedió a la retirada completa 
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del medio. Las células se fijaron con 500 µL de PFA 4% durante 5 minutos, tiempo 

tras el cual se retiró por completo de los pocillos y se añadió nuevamente 500 µL 

de PFA 4% durante 15 minutos. Posteriormente, las células fijadas se lavaron 1 vez 

con 1 ml de PBS y 1 µL Hoechst (1 µg/µL) durante 5 minutos, tiempo tras el cual se 

procedió a realizar 2 lavados más con PBS y se mantuvieron a 4º C hasta su pos-

terior análisis. 

 

3.14. Ensayo de recuento celular en SH-SY5Y, HeLa y 3T3 con PDL 

Las muestras se analizaron mediante microscopía de fluorescencia con un 

filtro de 488 nm para observar las células transfectadas y otro filtro de 358 nm para 

localizar los núcleos celulares. Las imágenes se obtuvieron con un microscopio de 

fluorescencia Zeiss AxioObserver Z1 Apotome (Carl Zeiss) con un objetivo 20X.   

 

 1 2 3 4 

Tiempo Proporción 1:2  Proporción 1:4 C + C- 

3er día 
(48 h) 

A X X X - 
B X X X - 
C X X X - 

5º día (96 
h) 

A - - - - 
B X X X - 
C X X X - 

7º día 
(144 h) 

A - - - - 
B - - - - 
C X X X - 

Tabla 5. Tratamientos realizados con los complejos EGFP/PDL en placas de 24 pocillos. Los nú-

meros 1,2,3 y 4 pertenecen a las columnas de las placas, A, B y C son las filas. Las células se 

fijaron al noveno día. (X) indica tratamiento, (-) indica solo cambio del medio de cultivo. El orden de 

días hace referencia a los días que pasan desde la siembra de las células. El tiempo entre parén-

tesis se refiere a las horas que las células han estado con el tratamiento. 
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3.15. Ensayo de citometría de flujo en SH-SY5Y, HeLa y 3T3 con PDL 

Las células se sembraron como se describió en el apartado 4.4 y se llevó a 

cabo el mismo protocolo de transfección que en el punto 4.9.4. Al 9º día tras el 

primer tratamiento con los complejos EGFP/PDL, los cultivos se lavaron 2 veces 

con PBS a 37º C y, a continuación, se trataron con 200 µL de Tripsina 0,05%-EDTA 

(1×) (Gibco) durante 5 minutos a 37º C con el objetivo de despegar las células de 

la placa. Seguidamente, se añadió a cada pocillo 400 µL de PBS con FBS al 20% 

para bloquear la acción de la tripsina. Las células se recogieron y se depositaron 

en tubos Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 200 G. A 

continuación, se desechó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 ml de 

PBS con FBS (2%) y se conservaron en hielo. La expresión de EGFP de las células 

transfectadas se midió con el citómetro de flujo SONY SH800 con una longitud de 

onda de Ex/Em=488/510 nm. Se contabilizaron un mínimo de 10000 eventos en 

cada una de las condiciones de los tres experimentos que se realizaron. Los datos 

se procesaron con la versión 2.5.1 de Flowing Software. Los datos de expresión de 

las células se representaron como el porcentaje de células fluorescentes con res-

pecto al total de células. Como control negativo las muestras se compararon con 

células que habían sido tratadas con ADN solo. 

3.16. Análisis estadístico 

Los datos se representan como la media ± la desviación estándar. El análisis 

estadístico se realizó mediante la prueba T-de Student cuando las variables pre-

sentaban una distribución normal para dos muestras realizado mediante la prueba 
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Kolgomorov-Smirnof, y el test no paramétrico Kruskal-Wallis en el caso contrario. 

Para los cálculos estadísticos se recurrió al plug-in Real Statistics Resource Pack 

para Excel. Cada experimento se repitió al menos tres veces. 
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Capítulo 4: Resultados 
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4. Resultados 

El primer objetivo que se planteó en esta tesis doctoral, se formuló a partir 

de los resultados obtenidos con el profármaco CPT 5ALA y en el trabajo final de 

máster en Bioingeniería realizado con anterioridad, en los que se pudo corroborar 

que, una secuencia peptídica conjugada a un fluoróforo (Figura 27) era capaz de 

atravesar la membrana plasmática y acceder hasta el núcleo de las células embrio-

narias de córtex de rata en ensayos in vitro (Figura 28) y en neuronas y retina de 

ratón in vivo (datos no mostrados). En base a los resultados obtenidos durante el 

máster, la presente tesis doctoral se comenzó con el diseño de un péptido catiónico 

formado por la secuencia de aminoácidos VKRPKKKRKVGKC (Watsonbio) para su 

posterior valoración. En este diseño se mantuvo el núcleo catiónico del CPP 

(KKKRKVG) utilizado en los ensayos realizados durante el máster con el que se 

obtuvieron excelentes resultados, y se le añadió una secuencia NLS (VKRP) para 

dirigir el complejo al núcleo [195], más una cisteína (C) en el carbono terminal para 

mejorar la capacidad del péptido de atravesar la membrana plasmática [196].  
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Figura 27. Secuencia peptídica rica 
en aminoácidos catiónicos utilizada 
para el experimento con el fluoróforo 
TAMRA conjugado. Las letras en mi-
núscula indican que los aminoácidos 
son la forma isomérica -D y las ma-
yúsculas identifican a los aminoáci-
dos con la forma -L. El fluoróforo se 
excita con una longitud de onda de 
555 nm y emite fluorescencia a 580 
nm de longitud de onda. 
(Elaboración propia) 

Figura 28. Cultivo in vitro de células embrionarias de 

corteza incubadas durante 5 horas con el 

CPP+TAMRA (rojo) a una concentración 5 µm. Los 

núcleos se marcaron con Hoechst (azul) y las neuro-

nas (en verde) con un anticuerpo Anti-MAP2. En la 

imagen D se señalan con flechas las células donde 

se colocalizan los tres fluoróforos, lo que nos indicaba 

la presencia del péptido en los núcleos de las neuro-

nas. 
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4.1. Técnicas de encapsulación de los complejos EGFP/péptido en lipo-

somas 

Los resultados obtenidos con los tres tipos de lípidos mostraron que me-

diante la técnica de sonicación no se obtuvo ningún resultado (datos no mostrados), 

mientras que con la de inyección en frío, se consiguieron transfectar neuronas de 

corteza cerebral de rata embrionarias con ácidos grasos y triglicéridos (Figura 29 A 

y B) mientras que con fosfolípidos no se obtuvo tampoco ningún resultado (Figura 

29 C).  

A raíz de la escasa transfección en los resultados mostrados anteriormente 

(apenas una célula en todo el cubreobjetos), debido a las limitaciones técnicas de 

las instalaciones y basándonos en la literatura previamente estudiada sobre el uso 

de CPP’s para transfectar células, se decidió un cambio radical de estrategia y 

desechar el CPP diseñado para los experimentos y sustituirlo por un polipéptido 

catiónico basado en el aminoácido L-lisina (PLL) (SigmaAldrich). 

 

Figura 29. Ensayos de transfección con los distintos tipos de lípidos utilizados, ácidos grasos (A), tri-

glicéridos (B) y fosfolípidos (C) 

A B C 

50 µm 50 µm 50 µm 
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4.2. Resultados de los experimentos de transfección con PLL 

4.2.1 Resultados de los experimentos de transfección con PLL 

A pesar de la abundante literatura existente sobre las propiedades del PLL 

para atravesar la membrana plasmática (Tabla 3), tanto en cultivos de neuronas 

como de células de la retina embrionaria de rata, no se obtuvo resultado alguno en 

los experimentos de transfección. Debido a ello, se variaron las concentraciones, 

las cantidades finales, e incluso el tipo de plásmido (EGFP y Chrimson), pero en 

ningún momento se consiguió transfectar ninguna célula en los ensayos realizados 

en los cultivos embrionarios. 

Por las razones mencionadas anteriormente se planteó un nuevo cambio en 

la estrategia a seguir y se decidió probar con el PDL comercial disponible en el 

laboratorio, que es el utilizado habitualmente para favorecer la adhesión celular a 

los cubreobjetos que se usan en los experimentos. 

4.3. Ensayos de transfección utilizando el PDL 

4.3.1. Resultados de viabilidad del PDL en células de corteza embriona-

ria de rata. 

En los resultados obtenidos mediante el ensayo de viabilidad celular a 24h 

(Figura 30), se observa que en la proporción 1:0,5 EGFP/PDL, la viabilidad fue 

01,7±6,6%, a 1:1 resultó 99,1±7%, a 1:2 se obtuvo el valor 96,2±7,4%, a 1:4 el dato 

arrojado fue 86,7±3,7%, y, por último, a 1:8 de 70,0±1,2% y a 1:16 de 50,1±4,7% 

de viabilidad con respecto al control. Con estos datos se descartaron las 
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proporciones 1:8 y 1:16 por su elevada toxicidad y se seleccionaron las 4 primeras 

proporciones (1:0,5 1:1 1:2 y 1:4) para el siguiente ensayo de transfección.  

4.4. Transfección de células de corteza con los complejos EGFP/PDL 

En las muestras del cultivo de corteza embrionaria de rata analizadas (Figura 

31) se pudo observar expresión de EGFP tanto en la proporción 1:2 como en la 1:4 

(Figura 31 C y D respectivamente) mientras que a las proporciones 1:0,5 y 1:1 (Fi-

gura 31 A y B) no se apreció transfección alguna. 

 

 

 

Figura 30. Ensayo de MTT en células de corteza de rata embrionaria a distintas 

proporciones de EGFP/PDL durante 48 horas, se muestran las medias de las lec-

turas obtenidas de tres experimentos diferentes, y se comparan con las células no 

tratadas como referencia (C-) que representan el 100% de viabilidad. Las barras 

de error indican ± la desviación estándar * p>0.05, ** p>0.005, *** p>0.001 con 

respecto a C-. 

* 

*** 

*** 
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4.4.1 Resultados de mejora de la eficiencia de transfección del PDL 

En experimentos previos se pudo observar que en células de corteza em-

brionaria de rata la expresión del transgén se llegó a mantener hasta un periodo 30 

días (datos no mostrados), y que la transfección con el PDL podía ser un fenómeno 

acumulativo en el que cada vez son células diferentes las que internalizan el plás-

mido (Figura 32). Teniendo en cuenta estos datos, se plantea la posibilidad de in-

crementar la transfección de los cultivos primarios mediante tratamientos sucesivos 

durante periodos de 48 horas, que es el tiempo en el que se observa que la 

C 

100 µm 

D 

100 µm 

Figura 31. Ensayo de transfección en cultivo células de córtex embrionario tratadas con distintas pro-

porciones EGFP/PDL: 1:0,5 (A), 1:1 (B), 1:2 (C), 1:4 (D) mediante microscopia de fluorescencia. En 

color verde se muestra la expresión de la proteína verde fluorescente (EGFP) cuando el cultivo es 

expuesto a una longitud de onda de 455 nm. 

A B 
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intensidad de la transfección en las células transfectadas se estabiliza (datos no 

mostrados). Para ello, se diseñó un nuevo protocolo en el que las células se trataron 

en tres etapas diferenciadas, dejando 48 horas entre cada tratamiento y reempla-

zando por completo el medio de cultivo antes de volver a depositar los complejos 

EGFP/PDL 1:1 y Chrimson/PDL 1:1 para mantener de esta forma las mismas con-

centraciones durante todo el tiempo que duraba el experimento. 

4.4.2. Resultados del MTT y contaje de células transfectadas a distintos 

tiempos en cultivos embrionarios de rata. 

En los ensayos realizados de viabilidad celular (Figura 33) y recuento celular 

(Figura 34) a distintos tiempos se puede apreciar que, si bien la viabilidad se reduce 

ligeramente con cada tratamiento con respecto al control (proporción 1:2 

Figura 32. Transfección de cultivo de células embrionarias de corteza de rata tratadas con una 

relación 1:2 del compuesto EGFP/PDL (verde) y 48 horas más tarde con Chrimson/PDL (rojo) 

en la misma proporción. Montaje de dos imágenes tomadas a 455/535 y 555/580 nm de exci-

tación/emisión respectivamente 96 horas después del primer tratamiento con compuesto 

EGFP/PDL 

 

100 µm 
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48h=97,1±4,8%, 96h=86,9±4,7%, 144h=75,7±2,0%) (proporción 1:4 

48h=83,5±6,5%, 96h=78,3±8,6%, 144h=60,13±6,25%) la expresión de EGFP se in-

crementa considerablemente con cada ronda de transfección (proporción 1:2 48 

h=0,07±0,02%, 96 h=0,6±0,09%, 144 h=1,41±0,06%) (proporción 1:4 

48h=0,6±0,04%, 96h=1,1±0,1% 144h=2,15±0,09%), mejorando ambas proporcio-

nes al control positivo preparado con Lipofectamina (48h=0,06±0,07%, 

96h=0,19±0,13%, 144h=0,21±0,09%).  
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Figura 33. Ensayo de viabilidad celular con distintas proporciones EGFP/PDL y tiempo de tratamientos 

en cultivos de corteza embrionaria a diversos tiempos y proporciones. Los datos se representan sobre 

el porcentaje de células viables con respecto a las células sin tratar. Se presentan las medias ± la 

desviación estándar. * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001 con respecto al Control negativo (C-) 
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4.4.3. Ensayo de retardo en gel de agarosa 

Las interacciones entre los complejos EGFP/PDL se analizaron mediante 

movilidad electroforética utilizando proporciones incrementales de PDL con res-

pecto al ADN (Figura 35). Desde la relación 1:0,12 hasta la 1:1 (calles A-D) la mo-

vilidad es similar al plásmido solo (calle H). En cambio, a las proporciones 1:2 y 1:4 

se puede observar que la interacción es lo suficientemente fuerte entre el péptido y 

el ADN para bloquear la migración del plásmido en el gel. 
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Figura 34. Recuento celular manual de células transfectadas de cultivo primario de corteza embrionaria, se 
representa el porcentaje total de células transfectadas con EGFP/PDL a diferentes intervalos de tiempo 
sobre el total de células en la muestra. Comparadas con células que se trataron con EGFP/Lipofectamina 
como control positivo (C+). Las barras de error representan ± la desviación estándar (*p<0,05 **p<0,005 
***p<0,001). 
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4.4.4. Ensayo de protección frente a ADNasa I y liberación del ADN 

Una característica esencial que cualquier vector debe presentar para poder 

ejecutar ensayos de transfección in vivo es la capacidad de proteger el ADN de las 

nucleasas presentes en la sangre y los tejidos [197]. En el experimento de protec-

ción frente a ADNasas y la posterior liberación del ADN (Figura 36), se evaluó la 

capacidad del PDL a las proporciones 1:2 y 1:4 para proteger el ADN plasmídico 

de la digestión de la ADNasa I. Con la utilización de la heparina se pretendió liberar 

el ADN de los complejos plásmido-PDL. Para ambas proporciones se observó que 

el PDL no solo es capaz de formar complejos con el plásmido, sino que también lo 

protegía parcialmente de la digestión por parte de la enzima. También se apreció 

la acción antiagregante de la heparina por la liberación parcial del ADN de los 

Figura 35. Análisis de retardo en gel entre las diferentes proporciones 
EGFP/PDL en gel. En las columnas A-F se muestran las diferentes proporciones 
de EGFP/PDL 1:0,1, 1:0,25, 1:0,5, 1:1, 1:2 y 1:4, respectivamente. La columna 
G contiene únicamente PDL y en la columna H se depositó ADN solo. 
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complejos formados con el PDL (columnas A y E). Cuando se añadió heparina sin 

ADNasa I, se observó la liberación parcial del ADN de los complejos formados con 

PDL (columnas B y F). Cuando se incorporó ADNasa I sin heparina, el ADN no fue 

liberado (columnas C y G), la ausencia de bandas indicaba que se producía un 

fenómeno similar que cuando no se añadía ADNasa I ni heparina (columnas D y 

H). A la proporción 1:4 se observó una liberación del ADN más pronunciada cuando 

se comparaba con la proporción 1:2 (columnas A y E). Cuando se añadió ADNasa 

I al plásmido solo, no se apreció la presencia de ninguna banda (Columna I). Todas 

las muestras del gel se compararon con la calle donde se depositó plásmido solo 

(columna J). Es posible que en las zonas de carga de las columnas B, D, E, F, H, 

el PDL pudiera interferir en la unión entre el plásmido y el agente intercalante en el 

ADN GreenSafe, y que la heparina pudiera liberar el plásmido de los complejos 

formados con el ADN, permitiendo el marcaje de los ácidos nucleicos. Aunque se-

rían necesarios más experimentos para obtener conclusiones definitivas. 

4.5.1 Ensayo viabilidad celular en función de la concentración y la ad-

ministración de PDL a distintos tiempos  

Para evaluar la posible toxicidad del PDL se usó el ensayo de MTT, en el 

que se estudiaron diferentes proporciones EGFP/PDL, y a distintos tiempos, en las 

líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3. Tras 48 horas después de la siembra de las líneas 

celulares, se llevó a cabo el primer tratamiento con los complejos EGFP/PDL, y se 

repitió este proceso cada 48 horas dos veces más. Como control se utilizaron célu-

las sin tratar para utilizarlos como referencia del 100% de viabilidad. Los resultados 

obtenidos (Figura 37) demostraron que la línea celular HeLa es la que presentaba 
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la más alta tasa de viabilidad en todos los tratamientos y tiempos de transfección 

en comparación con las líneas SH-SY5Y y 3T3. Concretamente, en la proporción 

1:2 a las 48h desde el primer tratamiento, se observó la mayor supervivencia en las 

células HeLa (98 ± 2,2% p = 3,0 × 10−1), seguida por las células 3T3 (88,39 ± 2,67% 

(p = 1 × 10−3)), y por último la línea SH-SY5Y (86,7 ± 2,72% (p = 9 × 10−3)). Tras 

96h, se observó una tendencia similar, aunque la viabilidad se redujo en las tres 

líneas (HeLa = 92,98 ± 1,82% (p = 2 × 10−4), 3T3 = 85 ± 6,9% (p = 2 × 10−3), SH-

SY5Y = 80,88 ± 3.3% (p = 2 × 10−3)) y a 144h de tratamiento (HeLa = 87,28 ± 1,36% 

(p = 6,43 × 10−5), 3T3 = 77,31 ± 6,23% (p = 2,1 × 10−4), SH-SY5Y = 73,15 ± 2,86% 

(p = 5,85 × 10−5)). Con la proporción 1:4 la viabilidad descendió en las tres líneas 

cuando se comparó con la proporción 1:2, siendo nuevamente la línea HeLa la que 

Figura 36. Ensayo de liberación de diferentes proporciones EGFP/PDL utilizando hepa-
rina. Los complejos se formaron utilizando PDL en proporciones 1:2 (columnas (A-D), 1:4 
(columnas E-H), y plásmido solo (columnas I, J). La capacidad de protección del PDL se 
evaluó utilizando ADNasa I. El ADN se liberó parcialmente por la acción de la heparina 
(columnas A, B, E y F). Los signos (+) y (-) indican la presencia o ausencia de ADNasa I 
y heparina, respectivamente. 
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presentó la mayor viabilidad, a 48h (HeLa = 91,97 ± 1.4% (p = 3,54 × 10−5), 3T3 = 

55 ± 11,89% (p = 2,24 × 10 −5), SH-SY5Y = 63,21 ± 2,86% (p = 2,45 × 10−5)), a 96h 

(HeLa = 88,93 ± 2,64% (p = 1,06 × 10−4), 3T3 = 36,15 ± 9,9% (p = 1,36 × 10−7), SH-

SY5Y = 51,91 ± 1,19% (p = 2,12 × 10−6)), y a 144h es cuando la viabilidad descendió 

considerablemente (HeLa = 88,11 ± 2.24% (p = 7.43 × 10−5), 3T3 = 23,76 ± 8,99% 

(p = 2,1 × 10−3), SH-SY5Y = 48,61 ± 2% (p = 9,09 × 10−7)). 

4.5.2. Expresión de EGFP en varias líneas celulares utilizando el PDL 

como vector 

Con el objetivo de analizar la eficiencia de la transfección del complejo 

EGFP/PDL a distintas proporciones (1:2) y (1:4) y diferentes tiempos de adminis-

tración (48h, 96h y 144h) se utilizó la microscopia de fluorescencia para contar el 

número de células que expresaban la proteína verde fluorescente en las líneas ce-

lulares SH-SY5Y, HeLa y 3T3. La eficiencia de la transfección para cada condición 

y tiempo se determinó comparando dichas condiciones con los controles positivos 

de EGFP tratados con Lipofectamina (1:1). En líneas generales, en la línea SH-

SY5Y (Figura 38 A), la transfección con Lipofectamina a 48h fue muy pobre (1,13 ± 

0,37%), en cambio al usar el PDL como vector en la proporción 1:2 a 48h ya se 

observó un incremento de la transfección en comparación al control al mismo 

tiempo (1,24 ± 0,56%) aunque no se apreciaron diferencias significativas entre am-

bas condiciones. En cambio, a 96h de tratamiento con la proporción 1:2 sí que se 

apreció ya un incremento considerable de la transfección 7,73 ± 0,8% (p = 6,45 × 

10−7) con respecto al control a igual periodo de tiempo 1,10 ± 0,28%. A las 144h el 
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porcentaje de transfección fue del 7,37 ± 1,87% (p = 9,26 × 10−4) cuando se com-

paró con la Lipofectamina 1,19 ± 0,41%. Cuando se elevó la proporción de PDL 

hasta 1:4, se observó un incremento de la expresión en todos los tiempos de trata-

miento al compararlo con el control positivo. A 48h, 96h y 144h los porcentajes de 

transfección fueron del 9,49 ± 0,97% (p = 3,8 × 10−8), 9,75 ± 1,02% (p = 8,27 × 10−7) 

y 18,06 ± 1.7% (p = 7,8 × 10−8) respectivamente con respeto al control.  

 

  

Figura 37.  Porcentajes de transfección obtenido en cada línea celular mediante la técnica de contaje 
manual. Los resultados se muestran como células que expresan EGFP/células totales, con al menos 500 
núcleos por campo de contaje. Los datos están representados como la media ± desviación estándar de 
tres experimentos distintos 
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En la transfección sobre cultivos de células HeLa (Figura 38 B), el resultado 

que se obtuvo en las mismas condiciones utilizadas con la línea Sh-SY5Y, varió por 

completo, de hecho, el control positivo tratado con Lipofectamina presentó las tasas 

más altas de expresión de EGFP. Tras 48h se observó transfección en el 4,69 ± 

1,3% de las células tratadas mientras que las células tratadas con los complejos 

EGFP/PDL fue de 0,83 ± 0.21% (p = 4.0 × 10−2) con la proporción 1:2, con la pro-

porción 1:4 = 0,86 ± 0,32% (p = 2,1 × 10−2), a 96h con Lipofectamina = 5,78 ± 1,24%, 

con PDL a proporción 1:2 = 1,29 ± 0,26% (p = 2,5 × 10−2), con la proporción 1:4 = 

1,16 ± 0,21% (p = 2,2 × 10−2), y a 144h con Lipofectamina = 9,05 ± 1,78%, con PDL 

a proporción 1:2 = 1,76 ± 0,16% (p = 9,6 × 10−3) y proporción 1:4 = 2,91 ± 1,01% (p 

= 5,1 × 10−3). 

 En lo que respecta a la línea 3T3 (figura 38 C), la transfección que se obtuvo 

tanto con los complejos EGFP/PDL como con el control con Lipofectamina fue re-

sidual (figura 39). 

on el objetivo de comparar mejor la eficiencia de transfección entre el PDL y 

la Lipofectamina en las líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se usó también la citometría 

de flujo para cuantificar la expresión de EGFP [198] (Figura 40). En la línea SH-

SY5Y se apreció una mayor tasa de transfección en las dos condiciones utilizadas 

y a los mismos tiempos que el control positivo, con Lipofectamina 48h = 0,48 ± 

0,01%, a 96h = 0,5 ± 0,01%, y a 144h = 0,79 ± 0,01% con PDL 1:2 a 48h = 17,11 ± 

0,74% (p = 2,5 × 10−3) a 96h = 22,24 ± 0,36% (p = 3,6 × 10−4) y a 144h = 22,24 ± 

0,36% (p = 3,6 × 10−4). Con la relación de PDL 1:4, la expresión de EGFP se 
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incrementó considerablemente a 48h = 31,10 ± 2,1% (p = 1,2 × 10−3) a 96h = 47,61 

± 1,3% (p = 1.1 × 10−3) y 144h = 42,37 ± 0,54% (p = 2,2 × 10−4). Estos resultados 

demuestran que en SH-SY5Y la expresión de EGFP utilizando el PDL como vector, 

fue superior a la observada con Lipofectamina y que existía una relación directa 

entre la concentración y tiempo de administración.  

En la línea celular HeLa, es con la Lipofectamina con la que se obtuvieron 

las tasas más elevadas de transfección y se apreció claramente como también se 

incrementaba con el tiempo, a 48h = 18,68 ± 0,59% a 96h = 17,72 ± 0,59% y a 144h 

= 20,79 ± 0,34%. Valores que se vieron reducidos considerablemente cuando el 

vector utilizado fue el PDL, con la proporción 1:2, a 48h = 1,40 ± 0,1% (p = 2,8 × 

10−4) a 96h = 2,29 ± 0,13% (p = 3,6 × 10−4) y a 144h = 2,54 ± 0,1% (p = 4,6 × 10−4). 

Se obtuvieron similares resultados cuando se usó la proporción 1:4, a 48h = 1,33 ± 

0,18% (p = 6,2 × 10−4) a 96h = 1,79 ± 0,11% (p = 2,8 × 10−4) y a 144h = 2,40 ± 

0,24% (p = 9,0 × 10−4). Estos datos también demostraron que la expresión utilizando 

el PDL en HeLa era muy inferior cuando se comparaba con la Lipofectamina, y que 

al igual que en SH-SY5Y, ésta aumentaba en cada tratamiento. 

En la línea 3T3 los niveles de expresión observados tanto con PDL como 

con Lipofectamina fueron extremadamente bajos, aunque aumentaron levemente 

con cada tratamiento, con Lipofectamina la expresión observada a 48h = 0,13 ± 

0,005% a 96h = 1,05 ± 0,14% y a 144h = 1,63 ± 0,11%). Cuando se usó PDL como 

vector a la proporción 1:2, a 48h = 0,084 ± 0,011% (p = 4,3 × 10−3) a 96h = 0,36 ± 

0,03% (p = 3,9 × 10−2) a 144h = 0,49 ± 0,04% (p = 5,8 × 10−3), y cuando se usó la 
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proporción 1:4, a 48h 0,16 ± 0,03% (ns) a 96h = 0,67 ± 0,14% (p = 4,6 × 10−2) y a 

144h = 0,53 ± 0,03% (p = 6,3 × 10−3).  

Con los datos obtenidos pudimos deducir que es la línea SH-SH5Y la que 

presentaba mayor afinidad con el PDL muy por encima de HeLa, cuya mejor tasa 

de transfección se obtuvo con Lipofectamina y que la línea 3T3 se resistió a ser 

transfectada ya fuera con PDL o con Lipofectamina se obtuvo una expresión de 

EGFP muy pobre. 

 

 

Líneas 

 celulares 
Tiempo Control positivo Relación 1:2 Relación 1:4 

SH-SY5Y 

48h 1,13 ± 0,37% 1,24 ± 0,56% 9,49 ± 0,97% 

96h 1,10 ± 0,28% 7,73 ± 0,8%*** 9,75 ± 1,02%*** 

144h 1,19 ± 0,41% 7,37 ± 1,87%*** 18,06 ± 1.7%*** 

       HeLa 

48h 4,69 ± 1,3% 0,83 ± 0.21%* 0,86 ± 0,32%* 

96h 5,78 ± 1,24% 1,29 ± 0,26%* 1,16 ± 0,21%* 

144h 9,05 ± 1,78% 1,76 ± 0,16%** 2,91 ± 1,01%** 

Tabla 6. Porcentajes de transfección a distintos tiempos y relaciones de EGFP/PDL en las líneas 
SH-SY5Y y HeLa mediante la técnica de recuento celular. Comparados con las células tratadas con 
Lipofectamina a diversos tiempos como control positivo. (* p<0,05 ** p<0,005 ***p<0,001) 
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Figura 38. Expresión de EGFP en las líneas SH-SY5Y (A), 
HeLa (B) y 3T3 (C). La expresión de EGFP (verde) con 
Lipofectamina (columnas 1,4,7), con EGFP/PDL (1:2) (co-
lumnas 2,5,8) y EGFP/PDL (1:4) (columnas (3,6,9) durante 
48h (filas1,2,3), 96h (filas 4,5,6) y 144h (filas 7,8,9). Los 
núcleos se marcaron con Hoechst (azul) Escala = 50 µm. 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 
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Figura 40. Porcentaje de células transfectadas en cada una de las líneas celulares utilizadas (SH-
SY5Y, HeLa y 3T3) mediante contaje manual. Los resultados se muestran como células transfecta-
das/número total de células contadas, contando como mínimo 500 núcleos en cada imagen tomada. 
Los datos se representan como la media ± la desviación estándar cada uno de los tres experimentos 
realizados 

Figura 39. Comparación de la expresión de EGFP entre el PDL y la Lipofectamina determinado por cito-

metría de flujo. Las líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 se trataron tres veces con diferentes proporciones 

EGFP/PDL (p/p) y Lipofectamina (C+) (1:1) Los datos representan la media de tres experimentos distintos 

± la desviación estándar. 
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Líneas 

celulares 
Tiempo 

Control 

positivo 
Proporción 1:2 Proporción 1:4 

SH-SY5Y 

48h 0,48 ± 0,01% 17,11 ± 0,74% 31,10 ± 2,1% 

96h 0,5 ± 0,01% 22,24 ± 0,36 *** 47,61 ± 1,3%*** 

144h 0,79 ± 0,01% 22,24 ± 0,36*** 42,37 ± 0,54% *** 

HeLa 

48h 18,68 ± 0,59% 1,40 ± 0,1%*** 1,33 ± 0,18%*** 

96h 17,72 ± 0,59% 1,79 ± 0,11%*** 1,79 ± 0,11%*** 

144h 20,79 ± 0,34% 2,54 ± 0,1%*** 2,40 ± 0,24%*** 

3T3 

48h 0,13 ± 0,005% 0,08 ± 0,01%*** 0,16 ± 0,03% 

96h 1,05 ± 0,14% 0,36 ± 0,03%** 0,67 ± 0,14%* 

144h 1,63 ± 0,11% 0,49 ± 0,04%** 0,53 ± 0,03%** 

Tabla 7. Porcentajes de transfección del total de células transfectadas con respeto al total de células 
presentes en cada recuento. Se realizaron contajes a distintos tiempos y proporciones de 
EGFP/PDL en las líneas SH-SY5Y, HeLa y 3T3 mediante la técnica de citometría de flujo. Compa-
rados con las células tratadas con EGFP/Lipofectamina a diversos tiempos como control positivo. 
(*p<0,05 **p<0,005 ***p<0,001) 
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Capítulo 5: Discusión  
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5. Discusión 

 A pesar de existir una amplia literatura sobre el uso del PLL y de las formas 

levógiras de los péptidos de penetración celular como vehículo transportador de 

material genético al interior de las células, los resultados iniciales obtenidos en este 

trabajo (apartado 4.2) no parecen corroborar dichos resultados, al menos en lo que 

se refiere a la capacidad del PLL de transfectar células por sí solo, tal vez en siner-

gia con otros tipos moleculares puede llegar a completar esta función (Tabla 3). 

Tanto con el péptido diseñado a medida en su forma -L como con el PLL, fue impo-

sible transfectar ninguno de los tipos celulares utilizados en este trabajo en las mis-

mas condiciones con la que se utilizó el PDL. Tal vez formando parte de estructuras 

más complejas como con el PEI u otros tipos de polímeros, o bien formando parte 

de liposomas, los resultados puedan ser diferentes. Sin embargo, usados como 

vector única y exclusivamente parece que no pueden ser capaces de realizar dicha 

función. Por causas que se desconocen al principio de la vida, la naturaleza eligió 

la forma -L de los aminoácidos [199], relegando el enantiómero -D a funciones muy 

concretas tanto en microorganismos como en organismos superiores [200]. Tal vez 

este es el motivo por el que el la forma -D pasa desapercibida por la maquinaria 

celular con respecto a la forma -L. 

Por su similitud con la membrana celular, los liposomas son un recurso bas-

tante utilizado para el encapsulamiento de material genético y su posterior translo-

cación al interior de las células [201]. Aunque se obtuvo alguna transfección aislada 

mediante esta técnica con el péptido diseñado a medida (figura 27), dichos 
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resultados no invitaban al optimismo, en parte por las limitaciones técnicas que se 

presentaban con el instrumental disponible. Es por este motivo por el que se decidió 

cambiar la línea de investigación y utilizar el recurso de los polímeros de lisina. 

Siendo la forma -D con la que se empezaron a obtener resultados en cultivos pri-

marios de corteza embrionaria. 

Hasta la fecha, todos los experimentos que se han publicado, tanto de trans-

fección como de viabilidad, han sido a tiempos relativamente cortos, como máximo 

de 48 horas [202]. 

De acuerdo con su clasificación en función del tamaño, los péptidos están 

definidos como cadenas de entre 2 y 60 aminoácidos [203] [204], mientras que las 

proteínas están consideradas como cadenas más largas [205],  aunque no existe 

un límite definido entre los que se considera un péptido y lo que se considera una 

proteína. EL PDL utilizado en nuestros experimentos está formado por polilisinas 

de distintos tamaños, que oscilan entre los 70 hasta los 150 aminoácidos aproxi-

madamente, lo que nos llevaría a considerarlos como proteínas más que como 

CPP’s. O bien crear una nueva categoría de CPP’s a las que se les podría acuñar 

el nombre de proteínas de penetración celular (CPPro). 

Con este trabajo se evidencia la dificultad para transfectar distintos tipos ce-

lulares, y que en ocasiones la solución se encuentra más cerca de lo que se piensa. 

El PDL utilizado en los experimentos es utilizado para mejorar la adherencia entre 

las células y el soporte usado en los cultivos, y aunque existe una amplía literatura 

sobre el uso del PLL, al PDL se le ha prestado hasta ahora poca atención. Hemos 
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demostrado en este trabajo que el PDL tiene la capacidad de empaquetar y prote-

ger el plásmido frente a la degradación de la nucleasas que normalmente se en-

cuentran en sangre y tejidos [206]. De hecho, hemos conseguido transfectar células 

de cultivos primarios de corteza de rata, aunque es en la línea tumoral SH-SY5Y 

de neuroblastoma humano, donde se aprecia que el PDL posee el mayor potencial 

para introducir material genético en su interior, muy por encima de las líneas HeLa 

y 3T3. Neuroblastoma es uno de los tumores más comunes en la infancia, con una 

tasa de recuperación muy baja y altos niveles de mortalidad [207] [10]. Aunque se 

han desarrollado estrategias para el tratamiento de este tipo de tumores, los resul-

tados obtenidos hasta ahora han sido limitados, lo que lleva a la búsqueda de tera-

pias alternativas. La terapia génica se ha postulado como una potencial herramienta 

en la lucha contra esta enfermedad [208], pero la eficiencia de transfección de vec-

tores comerciales habitualmente utilizados como la Lipofectamina y la Turbofectina 

es inferior al 5% [209], lo que hace necesaria la búsqueda de alternativas a este 

compuesto comercial en lo que se refiere a la transfección de las células pertene-

cientes a la línea SH-SY5Y, pudiendo ser el PDL una interesante alternativa en este 

campo. 

Debido a que la arginina es el residuo más abundante en el péptido TAT 

[210], la mayoría de los estudios realizados sobre el transporte de material genético 

o fármacos al interior de las células con CPP’s  se han centrado principalmente en 

péptidos basados en arginina [210] [211]. En una gran parte de los trabajos desa-

rrollados con CPP’s como vectores no virales que están basados en lisinas, este 
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aminoácido está enlazado en su forma -L a otra molécula para favorecer su traslo-

cación a través de la membrana. Hasta la fecha, sobre la forma -D de la lisina existe 

muy poca literatura, y la mayoría está centrada en su utilización para favorecer la 

adhesión celular en los cultivos [212], como vector apenas ha sido descrito [213]. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, sin embargo, demuestran que el PDL 

puede actuar como vector no viral de forma prolongada y que tiene un efecto acu-

mulativo en la transfección.  

Cuando se compara el PDL con la Lipofectamina, que es uno de los vectores 

no virales comerciales más populares, se observa que el PDL lo mejora en hasta 

casi 100 veces más, superando incluso a la Turbofectina 8.0, hasta la fecha el mejor 

transportador de ácidos nucleicos comercial de origen no viral para la línea SH-

SY5Y [209]. De esta forma, se abre la puerta para el para el desarrollo de diferentes 

CPP’s basados en la forma quiral -D de los aminoácidos como vectores para terapia 

génica, transporte de fármacos o imagen para el diagnóstico. El PDL soluciona una 

de las limitaciones más importantes que presentan los virus, el tamaño máximo de 

la secuencia genética que pueda transportar [208], lo que convierte a este péptido 

catiónico en una buena alternativa a las partículas virales. La proporción EGFP/PDL 

en la que se observa expresión y la menor toxicidad es la 1:2. Incrementando esta 

proporción a 1:4, el rendimiento de la expresión de EGFP se incrementa conside-

rablemente, pero como también se observa una reducción de la viabilidad en los 

cultivos, se hacen necesarios experimentos más específicos con el objetivo de ana-

lizar si a la proporción 1:4, esta reducción de la proliferación celular se debe a un 
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fenómeno citotóxico o citostático. También se hace necesaria la realización de más 

experimentos para determinar el mecanismo por el cual la membrana de las células 

de SH-SY5Y reconoce al PDL y dispara los mecanismos de endocitosis que permi-

ten el paso del material genético a través de la bicapa lipídica, con el fin de favorecer 

dicho proceso en otras líneas celulares como HeLa y 3T3. 

La nueva técnica de reemplazar todo el medio de cultivo por medio fresco y 

añadir una nueva mezcla de EGFP/PDL cada 48 horas parece contrarrestar en gran 

manera la posible toxicidad del PDL. Estos tratamientos consecutivos parecen ser 

bien tolerados por las células y presentan una mayor tasa de expresión de EGFP 

cuando se compara con la Lipofectamina en las mismas condiciones. Se decidió 

utilizar este procedimiento experimental con el objetivo de simular en la mayor me-

dida de lo posible los tratamientos experimentales recurrentes a largo plazo in vivo, 

ya que en la mayoría de los ensayos realizados sobre terapia génica hasta la fecha 

los tiempo más habituales de tratamiento, oscilan entre 1 y 48 horas  como tiempo 

máximo [214] [194], siendo el tiempo de 4 horas el más habitual en este tipo de 

experimentos [215] [216]. Nuestros resultados sugieren que cambiar el medio cada 

2 días y repetir el procedimiento de transfección con el complejo EGFP/PDL nuevo 

puede ser adaptado para terapias recurrentes in vivo. En los experimentos in vitro 

realizados en líneas celulares, el tiempo máximo desde que se sembraban las cé-

lulas hasta su posterior análisis, no se pudo pasar de los 9 días debido a que en 

este plazo los cultivos presentaban una confluencia cercana al 100 % con los pro-

blemas que ello representa, principalmente por las características intrínsecas de 
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las líneas celulares. Para poder realizar los ensayos in vivo se hará necesario de-

terminar el mejor balance de los complejos EGFP/PDL a administrar con el fin de 

obtener los mejores resultados de transfección manteniendo la toxicidad en los ni-

veles más bajos posible. Los resultados obtenidos en nuestros experimentos de-

muestran que tratamientos repetidos con PDL incrementan los niveles de expresión 

de EGFP y que ésta es también dependiente de la dosis. El análisis de los datos 

en los que se refiere la afinidad de la línea celular SH-SY5Y por el PDL, abre otra 

posible línea de investigación en la que usar dicha preferencia sobre los oligo-D-

lisinas para utilizarlas como fármaco quimiotóxico.  

El PDL presenta las características más importantes que debe tener un can-

didato a vector no viral. En la búsqueda de transportadores de material genético 

como alternativa a los virus, las propiedades más importantes que debe presentar 

cualquier candidato son una elevada capacidad de transfección, persistencia en la 

expresión del gen terapéutico, baja toxicidad y una producción lo más económica 

posible [77].  

En este trabajo, se transfectaron células con fragmentos de distintos tama-

ños de PDL (70-150 residuos de lisina). Queda por despejar la duda de si alguno 

de estos fragmentos es el responsable de la transfección o, por el contrario, si es 

la sinergia producida por los diversos tamaños lo que favorece este fenómeno, así 

como estudiar el efecto del tamaño del plásmido en la capacidad de transfección 

para tener una visión completa del PDL como vector no viral. 
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Analizando la capacidad del PDL de transportar pDNA con relativa facilidad 

a través de la membrana de las células de SH-SY5Y, también sería interesante 

estudiar la capacidad de realizar el mismo trabajo, pero cambiando el ADN por 

ARN, lo que abriría un nuevo abanico de posibilidades para utilizar ARNi contra los 

genes relacionados con dicha enfermedad citados en el apartado 1.1.7.3.3 como 

posible diana terapéutica.  

Nuestros resultados sugieren que el PDL se presenta como una herramienta 

útil en el campo de la terapia génica y farmacológica y que puede abrir un nuevo 

abanico de posibilidades para el tratamiento de tumores del SNC y otras patologías. 
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Conclusiones 

1. Los péptidos catiónicos en su forma levógira no tienen la capacidad por 

sí solos de atravesar la membrana plasmática de células de cultivos de 

corteza embrionaria. 

2. El PDL tiene la capacidad de empaquetar el ADN y protegerlo de la ac-

ción de las nucleasas. 

3. El PDL tiene la capacidad de transportar un plásmido a través de la mem-

brara plasmática por sí solo, y que dicho plásmido sea transportado hasta 

el interior de núcleo celular. Las proporciones 1:0,5 y 1:1 se descartan 

por su incapacidad de transfectar células, y las proporciones 1:8 y 1:16 

también se han descartado para futuros experimentos por su elevada to-

xicidad. Por ello, las proporciones que parecen tener la mejor relación 

capacidad de transfección/toxicidad son la 1:2 y la 1:4. 

4. El PDL no solo posee la capacidad de transfectar entre otras, células del 

sistema nervioso, sino que la utilización de tratamientos recurrentes per-

mite incrementar el porcentaje de transfección sin que la viabilidad de las 

células tratadas se vea comprometida. 

5. La membrana plasmática de la línea SH-SY5Y tiene más afinidad por el 

PDL que la línea HeLa y que la línea celular 3T3, la cual es prácticamente 

insensible al efecto del PDL. 
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6. El PDL presenta toxicidad a altas concentraciones, lo que en principio se 

puede presentar como un inconveniente, se podría convertir en una ven-

taja en tratamientos para provocar la muerte celular células tumorales. 
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Perspectivas futuras. 

A raíz de los resultados obtenidos y viendo la capacidad del PDL  para em-

paquetar ADN e introducirlo hasta el interior de las células en la línea SH-SY5Y, el 

siguiente paso natural sería iniciar los ensayos “in vivo” en roedores para validar 

los resultados obtenidos “in vitro”, así como intentar optimizar aún más el rendi-

miento del PDL, bien funcionalizando algún tipo de nanopartícula con cadenas de 

PDL, o bien buscando compuestos que realizaran una acción sinérgica con el PDL 

como pudiera ser la cloroquina. 

También se abre la puerta a los ensayos con PDL en otros tipos culares 

como la línea C6 nombrada anteriormente y responsable del glioblastoma multi-

forme, ya sea para actuar directamente sobre alguno de los genes implicados en 

dicha patología o bien para potenciar el profármaco CPT 5-ALA  
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 Introduction 

Gene therapy is a technique that alters gene expression to change the biological properties of cells for 

therapeutic purposes [1] and has proven to be a promising tool. There are several methods to achieve this 

objective, some of which include changing pathologic genes for functional genetic sequences, inactivating a 

defective gene, or treating a pathological condition by inserting a new gene [1]; however, many challenges 

remain [2,3]. One of the main problems is the difficulty in delivering the nucleic acids through the cell mem-

brane. The most common carriers are viral vectors [4], but some studies have demonstrated that viruses have 

several limitations related to immunogenicity, the size of the nucleic acids they can transport, and the risk of 

mutagenesis [5]. In this framework, there is a clear need for the development of new approaches in gene 

therapy [6,7] and to look for alternative tools to viruses, known as nonviral vectors, among which are cationic 

polypeptides and cationic polymers. 

Cell-penetrating peptides (CPPs) are small peptides with between 7 to 30 residues of amino acid size, 

which exhibit improved cellular penetration through the plasma membrane [8]. CPPs can form complexes and 

carry peptides, drugs, nucleotide chains, enzymes, etc. Several CPPs have a biological origin such as the TAT 

protein [9] or Antp [10] and can also be produced synthetically [11]. CPPs can be linked to other molecules 

for transport through disulfide linkage, thioester linkage, or by creating chimeric proteins with other CPPs or 

proteins. The noncovalent formulation involves electrostatic or hydrophobic interactions between the mole-

cule and the CPP [12]. 

nanomaterial s 
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Abstract: Cationic polypeptides and cationic polymers have cell-penetrating capacities and have been used in gene trans-

fer studies. In this study, we investigate the capability of a polymer of D-lysine (PDL), a chiral form of α–Poly-lysine, as a 

possible nonviral vector for releasing genetic materials to neuroblastoma cells and evaluate its stability against proteases. 

We tested and compared its transfection effectiveness in vitro as a vehicle for the EGFP plasmid DNA (pDNA) reporter in 

the SH-SY5Y human neuroblastoma, HeLa, and 3T3 cell lines. Using fluorescent microscopy and flow cytometry, we de-

monstrated high transfection efficiencies based on EGFP fluorescence in SH-SY5Y cells, compared with HeLa and 3T3. Our 

results reveal PDL as an efficient vector for gene delivery specifically in the SH-SY5Y cell line and suggest that PDL can be 

used as a synthetic cell-penetrating polypeptide for gene therapy in neuroblastoma cells. 
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The mechanisms by which CPP’s penetrate through cell membranes can be by two distinct 
pathways—energy-dependent internalization by endocytosis mechanism or direct translocation 
through the cell membrane [8]. In addition, CPPs can be classified into three categories: peptide-
based proteins such as TAT and penetratine, chimeric peptides such as transportan, and synthetic-
based peptides such as polylysine (PLL) [13]. Moreover, CPPs can be further classified according to 
their physical–chemical properties as follows: cationic peptides, which are those that are made up 
of short sequences of amino acids that are mainly arginine, lysine, and histidine (TAT and PLL); 
amphipathic peptides, which are those with a polar domain and a nonpolar domain (MPG); hydrop-
hobic peptides, which are formed by nonpolar residues of valine, leucine, and tryptophan [8,14]. 

CPPs have been used as nonviral vectors to introduce diverse compounds into cells for bio-
medical applications, such as drugs [15], proteins [16], quantum dots [17], radiolabeled antibodies 
[18], and nucleic acids such as siRNA or DNA [19]. The TAT peptide was one of the first CPPs used 
for gene delivery, due to its cationic nature and the abundance of arginine and lysine residues, 
which have a positive charge that interacts with the negative charges of nucleic acids [20]. Until 
now, more than 1700 peptide sequences of both biological or synthetic origin have been described 
and classified as CPPs [21]. As nonviral vectors, CPPs have been used to treat pathologies, such as 
lung diseases, with an octo–arginine conjugate to an amphiphilic region to improve DNA conden-
sation, followed by HS-GAG binding domain to enhance transduction, and finally, a polietilenglicol 
chain to protect therapeutic pDNA from the action of nucleases [22]. An example of a synthetic 
custom-designed CPPs are the POD “peptide for ocular delivery,” a GGG(ARKKAAKA)4 chain used 
for drug delivery treatment related to eye diseases. Here, they showed that POD is capable of con-
densing siRNA and pDNA and can also pass through the cell membrane of the neural retina, photo-
receptors, ganglion cells, as well as enter in the sclera, choroids, and into the dura of the optic nerve 
via topical application [23]. 

Poly-L-lysine (PLL) was one of the first synthetic polypeptides that were studied for its 

DNA condensation capacity [24]. Its ability to transport genetic material inside certain types of 
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cells was tested in vitro and in vivo [25]. However, PLL is usually joined to other proteins and synt-

hetic compounds such as polyethylenimine (PEI) when used as a vector and unconjugated 

polylysines have low transfection rates [26]. Furthermore, PLL exhibits positive electrostatic char-

ges at a high density, which can induce some side effects such as cytotoxicity and membrane dis-

ruption [27,28]. 

A possible alternative to PLL is to use the poly-D-lysine (PDL), a chiral form of α– polylysine, 
which is widely used to improve cell adherence in neuronal cultures [29] and is relatively inexpen-
sive and commercially available. PDL has been used in transfection assays conjugated to the cholera 
toxin B chain [30,31], and with the RAP protein to target human hepatoma cells [32]. Chirality and 
transfection capacity of PDL in HeLa cells has also been reported [33]. Moreover, its use has also 
been described in the systemic delivery of a PDL–plasmid complex in vivo [31] and in clinical trials 
to treat cystic fibrosis using conjugated PDL–peg [34]. In this context, PDL induces a low immune 
response [35] and can be used to increase cell-type specificity [36]. 

Here, we assess the potential of long-term PDL application for gene transfer in SHSY5Y hu-
man neuroblastoma and compared its capacity to transfect the enhanced green fluorescent protein 
plasmid (EGFP) in HeLa and 3T3 cells. Furthermore, we evaluated its stability against proteases as 
its effects on cell viability. We selected neuroblastoma cells since this cancer is the most common 
malignant tumor found in infancy [37,38] and has a survival rate of less than 20% [39]. Neuroblas-
toma treatments are based mainly on surgery, chemotherapy, and radiotherapy, but because of 
the nature of the disease, it can metastasize into other tissues with ease [38]; therefore, recovery 
rates are generally low [40]. Furthermore, frequent complications of these treatments include high 
levels of drug toxicity and low specificity on the target tissue, as well as the adaptability of the 
tumor cells to the drugs used, leading to what is known as refractory cancer [41]. Consequently, it 
is imperative to discover alternative treatments, and gene therapy has been proposed as a potential 
tool for treating this tumor [39]. We tested several DNA–PDL complexes and show that PDL has a 
high transfection efficiency in the SH-SY5Y neuroblastoma cell line when compared to HeLa and 
3T3 cell lines. These results suggest that PDL can be used asa synthetic cell-penetrating polypeptide 
for gene therapy in neuroblastoma cells [42]. 

2. Materials and Methods 

2.1. Ethical Approval 
All experimental procedures conformed to directive 2010/63/ EU of the European Parlia-

ment and Council and the RD 53/2013 Spanish regulation on the protection of animal use for 

scientific purposes and approved by the Miguel Hernandez University Committee for Animal use 

in Laboratory. 

2.2. Plasmid/PDL Interaction Assay 
The pCMS-EGFP plasmid (5500 bp) bought from Addgene (Watertown, MA, USA) was pro-

vided by the Clontech laboratory PT3268-5, and the coding for the enhanced green fluorescent 
protein (EGFP) was stored at −80◦. It was amplified in our facilities with E. coli bacteria and a QIAfil-
ter plasmid kit provided by Qiagen at a final concentration of 1 mg/mL. PDL solution was prepared 
at 1 mg/mL 70/150 kDa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cell lines SH-SY5Y, HeLa, 
and 3T3 (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, 

MO, USA) were placed in an Eppendorf with heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) 
(Biowest, Riverside, MO, USA) and 10% of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merk, Darmstadt, Germany) 
and stored at −80 ◦C until used. 
To check for interactions between lysines and the plasmid, we incubated PDL (1 mg/mL) and EGFP 
plasmid (1 mg/mL) for an hour. PDL concentrations were varied to obtain several plasmids to PDL 
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ratios (w/w). Interactions were analyzed by electrophoresis running the samples on an agarose gel 
at a 0.8% concentration. GreenSafe (NZYTech, Lisboa, Portugal) was used as a DNA stain. The mix 
was left to run for 45 min at room temperature at which point the gel was illuminated with a UV 
lamp, and the images were taken with a transilluminator (Vilber Luomart, Marne-la-Vallée, France). 

2.3. DNase I Protection Assay 
To analyze PDL’s ability to protect the pDNA from enzymatic degradation, we carried out a 

DNase I (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) protection assay. pDNA–PDL complexes were prepa-
red at w/w ratios of 1:2, 1:4, and control naked pDNA was incubated at 37 ◦C for 60 min with DNase 
I (1 U/µg of DNA), 1 µL MgCl2 25 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), at which point 1 µL 
EDTA 50 mM (Sigma-Aldrich, Darmstadt,Germany) was added and samples were heated at 65 ◦C 
for 10 min to inactivates DNase I. Heparin (500 U/µg of DNA) (Hospira-Pfizer, New York, NY, USA) 
was added for 1 h to release DNA from the PDL. The samples were analyzed by way of 0.8% agarose 
gel electrophoresis. GreenSafe was used to dye the pDNA. The complexes were left to run for 45 
min at 90 V at room temperature before the gel was exposed to a UV light, and the images were 
acquired using a transilluminator (Vilber Luomart, Marne-la-Vallée, France). 

2.4. Elaboration of DNA–Poly-D-Lysine Complex 
The DNA–PDL complexes were made by mixing EGFP plasmid with different volumes of PDL 

to obtain different plasmid/PDL ratios ranging from 1:0.12 to 1:4. For the positive control, we used 
a mix of DNA/Lipofectamine (1:1) (Thermofisher, Darmstadt, Germany) whereas for negative con-
trols we used the naked plasmid. All compound mixtures were prepared at a final volume of 100 µL 
mixed with distilled water and were incubated at room temperature for 30 min to allow the inter-
action between the plasmid and PDL. 

2.5. MTT Assay 
Mitochondrial respiration was used as an indicator of cell viability because of its ability to 

convert Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) into for-
mazan. Culture cell viability was performed using the MTT assay in 96-well plates. SH-SY5Y, HeLa, 
and 3T3 cells were seeded at 2 × 102 cells per well in 100 µL of culture medium and grown for 48 h 
at 5% CO2 and 37 ◦C room temperature. After this time, we carried out the first treatment with our 
1:2 or 1:4 plasmid/PDL (80 ng of pDNA per well) mixture and left it in the culture medium for 48 h. 
We then replaced the entire culture medium and added fresh plasmid/PDL mixture and repeated 
the same process twice more every 48 h. Thus, cells were incubated in either the plasmid/PDL mix-
ture ratio of 1:2 or 1:4 for either 48, 96, or 144 h for comparative testing. All cells irrespective of 
treatment duration were left to grow for 9 days at which point they were analyzed. Culture medium 
was completely exchanged with fresh culture medium with the addition of MTT at 1 mg/mL con-
centration and was left to incubate for 4 h. The culture medium was then removed, and 100 µL/well 
of dimethyl sulfoxide DMSO (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was added to dissolve formazan 
crystals. Absorbance was measured at 595 nm in a microplate reader. Comparisons were perfor-
med using untreated cells as the control and normalized to 100% viability as the reference. 

2.6. Assays In Vitro of SH-SY5Y Cells 
The SH-SY5Y human neuroblastoma, HeLa, and 3T3 cell lines were seeded on 24-well plates 

with a 12 mm diameter coverslip, which was pretreated with PDL (0.0125 mg/mL) and laminin 
(0.0083 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) at a concentration of 1 × 103 per well in 500 
µL of culture medium and left to grow in an incubator (37 ◦C and 5% CO2) for 72 h. Cells were then 
treated with varying plasmid/PDL ratios for a duration of different times, as previously described 
above (400 ng of pDNA per well). This is depicted in Table 1. Control cells were transfected with 
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EGFP/lipofectamine two days after seeding for a total of 144 h with medium and EGFP/lipofecta-
mine (1:1) replenished every 48 h. 

Table 1. Preparation of 24-well plates. The numbers 1, 2, 3, and 4 are the columns in plates, and A, B, and C are the 

rows in the plate. Cells were fixed on the ninth day. X denotes a treatment, (-) denotes only a change in medium. 

 

Cells were then fixed with 500 µL of paraformaldehyde (PFA) 4% (v/p) (SigmaAldrich, 
Darmstadt, Germany) for 5 min in the same plate in which the cells were cultured. PFA was remo-
ved and another 500 µL of PFA 4% was added again for 15 min at which point it was removed and 
cells were washed, once with 500 µL phosphate buffer solution (PBS) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 
Germany) and 1 µL Hoechst (1 µg/µL) per well for 5 min and washed twice more with PBS and kept 
at 4 ◦C. 

2.7. Cell Count Assay 
Samples were analyzed on a fluorescence microscope with a 488 nm filter for EGFP ex-

pression in transfected cells and a 358 nm filter for Hoechst-stained nuclei. Images were captured 

with a Zeiss Apotome 2.0 fluorescent microscope with a 20× objective. In total, 10 areas were ran-

domly selected, each containing a minimum of 500 nuclei. Cells were manually counted in a blind 

manner. 

2.8. Flow Cytometer Assay 
In a 24-well plate previously treated with PDL (0.0125 mg/mL) and laminin (0.0083 mg/mL), 

1 × 103 cells were seeded directly over the well using the same protocol and the transfection process 
that was described in the previous section. On the ninth day after the seeding, cells were washed 
with PBS at a temperature of 37 ◦C and were treated with 200 µL 0.05% Trypsin–EDTA (1×) (Gibco, 
Darmstadt, Germany, 64293) for 5 min in a 37 ◦C incubator to detach the cells from their support. 
Then, 400 µL of cold phosphate buffer and 20% FBS were added to block trypsinization. Cells were 
then placed in a 1.5 mL Eppendorf and centrifuged at 200 g’s for 5 min. After that, the supernatant 
was removed and the pellet was resuspended in 1 mL of PBS +2% FBS, and samples were conserved 
on ice. Transfected cells expressing EGFP were measured with a flow cytometer (SONY SH800) at 
Ex/Em = 488/510 nm wavelength. Over 10,000 counts were made in each of the three experiments 
that we performed, the data were processed with Flowing Software (version 2.5.1, Turku Centre 
for Biotechnology University of Turku, Finland, 2013). Cell expression data were expressed as the 
percentage of positive fluorescent cells. As a negative control, we compared cells that had been 
treated with naked DNA. 

2.9. Statistical Analysis 

Data are represented as mean ± SD. Statistical analysis was made using a two-sample Stu-
dent’s t-tests. Each experiment was repeated at least three times. 

    

     − 
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3. Results 

3.1. Gel Retardation Assay 
Interactions between the plasmid–PDL complexes were evaluated by electrophoretic mo-

bility shift assays using incremental ratios (Figure 1). The mobility of ratios ranging from 1:0.12 to 

1:1 (lanes A–D) was comparable to that of naked DNA (Figure 1H). However, we observed that 

plasmid/PDL ratios of 1:2 to 1:4 interact sufficiently with each other to form a complex that is able 

to block the migration of DNA through the gel. 

 

Figure 1. Interaction analysis between different plasmid/PDL ratios. Interaction analysis of plasmid– PDL complex at 

different ratios in agarose gel (0.8%) stained with GreenSafe. Columns A–F show the different plasmid/PDL ratios used 

(1:012, 1:0.25, 1:05, 1:1, 1:2, 1:4 and 1:8 respectively). Column G only contains PDL and column H was used as a posi-

tive control where only DNA was inserted. 

3.2. DNase I Protection and Release Assay 
One of the essential properties that all vectors should exhibit for any in vivo experiments is 

the protection of the DNA they package and transport from the nucleases present in the blood and 
tissue [43]. In the DNase protection and release assay (Figure 2), we evaluated the capacity of PDL 
at a ratio of 1:2 or 1:4 to protect the plasmid DNA from digestion from DNase I. Heparin was used 
to liberate the DNA from the plasmid–PDL complexes. For both ratios, we observed that PDL was 
able to form a complex with the plasmid and partially protect it from being digested by DNase I, 
which was partly liberated by heparin (lane A and E). When we added heparin without DNase I, we 
observed the partial liberation of the DNA from the PDL complex (lane B and F). When we added 
DNase I without heparin, the DNA was not liberated (lane C and G). Similar results were observed 
when neither was added (lane D and H), and no band was formed. When using a ratio of 1:4, we 
observed a more pronounced liberation of DNA, in comparison to a 1:2 (lane A and E). In lane I, we 
added DNase I to naked plasmid DNA where no band was observed, and in lane J, we added DNA 
for comparative controls. It is possible that in the loading sites (B, D, E, F, H), PDL interferes in the 
binding between the plasmid and the GreenSafe DNA stain, and that heparin can liberate the plas-
mid from the PDL complex, allowing for the DNA to be stained. However, more experiments are 
still needed for more definitive conclusions to be drawn. 
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Figure 2. pDNA liberation assay from varying plasmid/PDL ratios using heparin. DNA complexes were formed 

with PDL at different ratios and run on a 0.8% agarose gel electrophoresis stained with GreenSafe. The protec-

tive properties of PDL were assessed after heparin released the DNA from the complex and DNase 1 was then 

allowed to cleave it. In columns A–D a plasmid-DNA ratio of 1:2 was inserted. Column A was run with the ad-

dition of DNase 1 and heparin. Column B only contained heparin and column C only contained DNase 1. In 

column D only the plasmid-DNA complex was inserted. Columns E–H were run with a plasmid-DNA ratio of 

1:4. Column E was run with the addition of DNase 1 and heparin. Column F only contained heparin and co-

lumn G only contained DNase 1. Column I only contained the plasmid-DNA complex. Column J was a positive 

control whereas only the naked DNA was inserted. + or − symbols indicate the presence or absence of hepa-

rin or DNase I. 

3.3. Cell Viability Evaluated according to PDL Concentration and Duration of Administration 

To evaluate the effects of PDL on cell survival, we used an MTT assay to test viability. We 

tested different DNA/PDL ratios and varied the time SH-SY5Y, HeLa, and 3T3 cells were exposed to 

the complex. Two days after seeding the cells, all the media in each well was completely replaced. 

DNA–PDL complex was then applied and left to mix with the cells for 48 h. This process of medium 

change and a new addition of DNA–PDL complex was repeated every 48 h, i.e., at 96 h and 144 h. 

Nontreated cells were used as a control and compared as a 100% reference. Results are shown in 

Figure 3. HeLa cells exhibited the highest viability throughout all treatments, in comparison to SH-

SY5Y and 3T3 cells. Specifically, using a ratio of 1:2 for 48 h, we observed the highest viability in 

HeLa cells (98 ± 2.2% p = 3.0 × 10−1), followed by 3T3 cells (88.39 ± 2.67% (p = 1 × 10−3)), and then 

by SH-SY5Y cells (86.7 ± 2.72% (p = 9 × 10−3)). A similar trend was observed at 96 h, although viabi-

lity decreased in all three cell lines (HeLa = 92.98 ± 1.82% (p = 2 × 10−4), 3T3 = 85 ± 6.9% (p = 2 × 

10−3), SH-SY5Y = 80.88 ± 3.3% (p = 2 × 10−3)) and at 144 h (HeLa = 87.28 ± 1.36% (p = 6.43 × 10−5), 

3T3 = 77.31 ± 6.23% (p = 2.1 × 10−4), SHSY5Y = 73.15 ± 2.86% (p = 5.85 × 10−5)). Using a ratio of 1:4 

decreased viability in all three cell lines when compared to 1:2 with HeLa cells, once again exhibi-

ting the highest viability. At 48 h, a 1:4 treatment resulted in the highest viability in all three cell 

lines when compared to negative controls (HeLa = 91.97 ± 1.4% (p = 3.54 × 10−5), 3T3 = 55 ± 
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11.89% (p = 2.24 × 10−5), SH-SY5Y = 63.21 ± 2.86% (p = 2.45 × 10−5)). At 96 h, we observed a furt-

her decrease in viability in all three cell lines (HeLa = 88.93 ± 2.64% (p = 1.06 × 10−4), 3T3 = 36.15 ± 

9.9% (p = 1.36 × 10−7), SH-SY5Y = 51.91 ± 1.19% (p = 2.12 × 10−6)), which was even more pronoun-

ced at 144 h (HeLa = 88.11 ± 2.24% (p = 7.43 × 10−5), 3T3 = 23.76 ± 8.99% (p = 2.1 × 10−3), SH-SY5Y 

= 48.61 ± 2% (p = 9.09 × 10−7)). 

 

Figure 3. Evaluating cell viability with long-term DNA–PDL treatments in SH-SY5Y, HeLa, and 3T3 cells. Cells 

were treated with two ratios of plasmid/PDL 1:2 or 1:4 two days after seeding for 48 h, 96 h, and 144 h, and 

compared with control untreated cells 9 days after seeding. Cellular viability was measured using an MTT 

assay. Control cells were referenced as 100% viability for comparisons. These experiments were repeated 

three times and data are shown as mean ± standard deviation (SD). 

3.4. Cell-Type-Specific Differences in EGFP Expression Using PDL 
We used confocal microscopy imaging to evaluate the optimal transfection protocol in 

terms of EGFP/PDL ratios (1:2, 1:4) and administration duration (44, 96, and 144 h) in SY5Y, HeLa, 
and 3T3 cells lines. Transfection efficiency for each condition was determined by comparing EGFP 
positive cells to lipofectamine treated control cells (1:1). Figure 4 shows representative images of 
EGFP expression, and the results of manual cell counts are shown in Figure 5. In general, the trans-
fection activity of lipofectamine on SH-SY5Y after 48 h cells was very low. Using a PDL ratio of 1:2, 
we observed improved EGFP expression, in comparison to lipofectamine. At 48 h of treatment, a 
slight increase in EGFP transfection of 1.24 ± 0.56% was observed, although this was not statistically 
different when compared to with control cells transfected with lipofectamine treated for the same 
amount of time, 1.13 ± 0.37%. However, after 96 h, EGFP expression increased to 7.73 ± 0.8% (p = 
6.45 × 10−7), comparative to lipofectamine treatment for the same duration, with 1.10 ± 0.28%. 
Similar results were obtained at 144 h of treatment with an increase of 7.37 ± 1.87% (p = 9.26 × 

10−4) when compared to lipofectamine, with 1.19 ± 0.41%. Incrementing the ratio to 1:4 resulted 
in higher expression for all treatments. At 48 h, 96 h and 144 h we observed an 9.49 ± 0.97% (p = 
3.8 × 10−8), 9.75 ± 1.02% (p = 8.27 × 10−7) and 18.06 ± 1.7% (p = 7.8 × 10−8) increase, respectively, 
when compared to lipofectamine. However, when transfecting HeLa Cells with our plasmid–PDL 
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complex, we observed a decrease in EGFP expression when compared to lipofectamine irrespective 
of duration or ratio used (48 h lipofectamine = 4.69 ± 1.3%, PDL ratio 1:2 = 0.83 ± 0.21% (p = 4.0 × 

10−2), ratio 1:4 = 0.86 ± 0.32% (p = 2.1 × 10−2)); (96 h lipofectamine = 5.78 ± 1.24%, PDL ratio 1:2 = 
1.29 ± 0.26% (p = 2.5 × 10−2), ratio 1:4 = 1.16 ± 0.21% (p = 2.2 × 10−2)); (144 h lipofectamine = 9.05 
± 1.78%, PDL ratio 1:2 = 1.76 ± 0.16% (p = 9.6 × 10−3), ratio 1:4 = 2.91 ± 1.01% (p = 5.1 × 10−3)). We 
did not observe any EGFP expression, neither when using lipofectamine nor with our plasmid–PDL 
complexes at any duration of application in 3T3 cells (Figure 3C). 

To further compare transfection efficiency in SH-SY5Y, HeLa, and 3T3 cells between PDL 
and lipofectamine, we used flow cytometry for the quantification of EGFP expression [44]. Figure 6 
shows the quantitative results. In SH-SY5Y cell line, increased transfection levels were observed, 
with the ratio 1:2 for all time durations of drug application when compared to lipofectamine (lipo-
fectamine 48 h = 0.48 ± 0.01%, 96 h = 0.5 ± 0.01%, 144 h = 0.79 ± 0.01%, PDL 48 h = 17.11 ± 0.74% 
(p = 2.5 × 10−3), 96 h = 22.24 ± 0.36 (p = 3.6 × 10−4), 144 h = 22.24 ± 0.36 (p = 3.6 × 10−4)). This was 
even more pronounced using a ratio of 1:4 at all-time durations (48 h = 31.10% (p = 1.2 × 10−3), 96 
h = 47.61 ± 1.3% (p = 1.1 × 10−3), 144 h = 42.37 ± 0.54% (p = 2.2 × 10−4)). These results demonstrate 
a stronger expression in SH-SY5Y cells in comparison to lipofectamine and is dependent on the du-
ration of treatment. 

The highest expression obtained using lipofectamine was observed in HeLa cells, which was 
consistent throughout each of the time durations (48 h = 18.68 ± 0.59%, 96 h = 17.72 ± 0.59%, 144 
h = 20.79 ± 0.34%). However, when comparing with PDL, the expression levels were considerably 
lower (48 h = 1.40 ± 0.1% (p = 2.8 × 10−4), 96 h = 2.29 ± 0.13% (p = 3.6 × 10−4), 144 h = 2.54 ± 0.1% 
(p = 4.6 × 10−4)). Similar results were obtained using a PDL ratio of 1:4 (48 h = 1.33 ± 0.18% (p = 6.2 
× 10−4), 96 h = 1.79 ± 0.11% (p = 2.8 × 10−4), 144 h = 2.40 ± 0.24% (p = 9.0 × 10−4)). Although expres-
sion was relatively low for both 1:2 and 1:4 ratios, we did observe increments after each treatment. 
These results suggest that HeLa cells prefer lipofectamine over PDL in terms of transfection effi-
ciency. 

Relatively low levels of expression were observed when transfecting 3T3 cells with lipofec-
tamine, with slight increments after each treatment (48 h = 0.13 ± 0.005%, 96 h = 1.05 ± 0.14%, 144 
h = 1.63 ± 0.11%). Using a ratio of 1:2 PDL exhibited comparatively lower expression (48 h = 0.084 
± 0.011% (p = 4.3 × 10−3), 96 h = 0.36 ± 0.03% (p = 3.9 × 10−2), 144 h = 0.49 ± 0.04% (p = 5.8 × 10−3)), 
in comparison to lipofectamine, although we did observe slight increments again after each treat-
ment. A similar trend was observed when using a PDL ratio of 1:4 (48 h 0.16 ± 0.03% (ns), at 96 h, 
0.67 ± 0.14 (p = 4.6 × 10−2), and at 144 h, 0.53 ± 0.03% (p = 6.3 × 10−3)). Moreover, 3T3 cells exhibit 
the poorest expression when using PDL to transfect comparatively to the other cells lines. All to-
gether, these results suggest that SH-SY5Y cells have a higher affinity for PDL over lipofectamine 
and lipofectamine appears to favor expression in other cells over SH-SY5Y cells. 
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Figure 4. EGFP expression in SH-SY5Y (A), HeLa (B), and 3T3 (C) cells transfected with PDL or lipofectamine. EGFP expres-

sion (green) in cells treated with lipofectamine (1, 4, 7 columns), DNA/PDL (1:2) (2, 5, 8 columns) and DNA/PDL (1:4) (3, 

6, 9 columns) for 48 h (1, 2, 3 rows), 96 h (4, 5, 6 rows) and 144 h (7, 8, 9 rows) in each cell line. Cell nuclei were stained 

with Hoechst (blue). Scale = 50 µm. 
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Figure 5. Percentage of transfection in each cell line by cell count. Results are be expressed as EGFP positive ce-

lls/total counted cells number counting at least 500 nuclei of each sample. Data are represented by mean ± SD of 

three distinct experiments. 

 

Figure 6. Comparing EGFP expression between PDL and lipofectamine determined by flow cytometry. SH-Sy5Y, 

HeLa, and 3T3 cells were treated three times (48, 96 and 144 h) with two different ratios of plasmid/PDL (ratio 1:2 

and ratio 1:4) and with lipofectamine as a positive control (C+). Data are represented by mean +/− SD of three 

distinct experiments. 

4. Discussion 
This study shows the capacity for PDL to package and protect pDNA from potential nu-

cleases normally found in blood serum [45] and act as a preferential vehicle of genetic material to 

SH-SY5Y human neuroblastoma cells when compared to HeLa and 3T3 cells. Neuroblastoma is one 



  

 12  

of the most common types of tumors in childhood, with a low recovery rate and high mortality 

levels [37,38]. Although several approaches and strategies for treatment have been developed for 

this tumor, the results obtained so far have been limited, and this has prompted us to investigate 

alternative therapies. Gene therapy has been proposed as a potential tool for treating neuroblas-

toma [39], but the efficiency of generic transfection reagents in vitro such as lipofectamine and 

Turbofectin is generally less than 5% [46]. Our results also confirm very low transfection ratios 

with lipofectamine; hence, there is a clear need to develop more effective gene transfer systems 

for neuroblastoma cells, and PDL could open a new path in this field. 

As arginine is the amino acid residue most abundant in the TAT peptide [47], the majority 
of studies have focused on arginine-based CPPs as a transport vehicle for genetic material or drug 
molecules [47,48]. Most of the literature that describes lysine-based CPPs as transporter report 
some sort of linkage between another compound to the L-form. To date, even less exists in the 
literature in respect to the D-form, which is a commercial compound normally used to treat surfa-
ces for cell attachment [29] as a nonviral vector for gene transfer [28]. Nonetheless, our results 
demonstrate that PDL can also act as a nonviral vector and that consecutive treatments are well 
tolerated by cells and have an additive effect for transfections. 

We confirmed that PDL can transfect the plasmid reporter EGFP with high affinity in the 
neuroblastoma cell line SH-SY5Y with higher efficiency when compared to HeLa and 3T3. When we 
compared PDL with lipofectamine, a widely used gene delivery reagent for cell transfections, we 
observed up to 98 times more transfection rates. This increase surpasses results also reported for 
TurboFectin 8.0, a preferred DNA carrier in SH-SY5Y cells [46]. This opens interesting possibilities 
for the exploration of different CPP D-form variants as vectors for gene therapy-based treatments 
or as carriers for other types of cargoes such as drugs or molecules for image diagnosis. PDL pre-
sents a possible alternative to viruses as a vector overcoming the size limitation in plasmid size 
incorporation they present [39]. The ratio of plasmid/PDL in which we observed expression and the 
lowest toxicity was 1:2. Increasing the ratio to 1:4 yielded higher expression but resulted in less 
viability in culture. However, further studies are necessary to check if the drop in viability we ob-
served at ratio 1:4 may be due to cytotoxic or a cytostatic process. More efforts also need to be 
carried out to determine the mechanisms involved in the cell type preference for SH-SY5Y with PDL, 
in comparison to HeLa and 3T3 cells, and whether this specificity can be capitalized on and transfe-
rred to other cell types. 

Our methodology of replacing all the old medium every 48 h with fresh medium and adding 
a new plasmid–PDL mix each time appears to avoid possible D-lysine toxicity. These consecutive 
additive transfections appear to be well tolerated by cells and exhibit more accumulative expres-
sion when compared to lipofectamine. We chose this experimental design to simulate possible 
long-term treatments in vivo. Most in vitro transfection times range from 1 [49] to 48 h [50], with 
4 h being the most commonly used [7,51]. Our results suggest that this method of changing the 
medium every 2 days and reapplying fresh DNA–PDL complex could be adapted for in vivo purpo-
ses. In our, in vitro assay, we were unable to test viability past 9 days since our cell lines reached 
the limit of confluence. For in vivo use, a balance would need to be determined between the least 
toxic ratio of plasmid–PDL, which can be administered and tolerated for prolonged periods of time. 
We observed in vitro that repetitive doses of PDL result in increased expression and are concentra-
tion dependent. This, however, also directly influences cell viability with longer exposure to PDL at 
higher concentrations resulting in less viability. The preference for PDL uptake by SH-SY5Y cells also 
opens the possibility for further studies into its use at higher concentrations to target these cells 
detrimentally. 
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According to size classification, peptides are defined as anything between 2 and 60 amino 
acids [52,53], while proteins are classed as anything larger [21], but there is not an official border 
between peptide and protein size. The commercially available PDL we use forms different size frag-
ments, ranging from 70 to 150 amino acids, and therefore is classed as a protein. Hence, we cannot 
strictly define it as a CPP. We, therefore, suggest placing it in its own category and have coined it a 
cell-penetrating protein (CPPro). 

In seeking alternative transfection vectors [54], the most important features are high 

transduction capacity, persistent chronic transfection, low toxicity, and inexpensive production 

costs. Here, we demonstrate that PDL serves as an alternative nonviral vector that possesses the 

aforementioned requirements and can transfect mammalian cells. 

In this study, we transfected cells with varying fragment sizes of PDL (70−150 amino 

acids). Further investigation needs to be carried out to determine if in this size range there is a 

fragment size that interacts optimally with plasmids or drug compounds. Additional testing in dif-

ferent plasmid sizes also needs to be performed to fully evaluate its potential as an all-purpose 

nonviral transfecting reagent. 

Building on the results, we have seen with PDLs preferential uptake with DNA in neuroblas-
toma cells that it would be interesting to evaluate its capacity to transport RNA through the cell 
membrane. This would open new possibilities to target using siRNAs certain genes related to neu-
roblastomas such as MYCN, which is overexpressed in more than 25% of high-risk diagnosed pa-
tients [55,56]. Other candidates for targeting include the ST8SIA1 and B4GALNT1 genes, which are 
directly involved in the synthesis of GD2 [57,58], a glycosylated lipid molecule belonging to the class 
of glycosphingolipids, which are involved in the adhesion of cancerous cells to the extracellular 
matrix. 

These preliminary results show that PDL is a promising candidate as a vehicle in gene the-

rapy with preferential uptake by SH-SY5Y cells, opening further possibilities to explore its use for 

the treatment of human neuroblastoma. 
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