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1. Antecedentes

1.1 Naturaleza y estructura del ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) constituye el material genético fundamental de la mayoria de
los organismos vivos, siendo el portador de la informacién hereditaria y el elemento central en
los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion que sostienen la vida. Su estructura,
funcion y dinamica han sido objeto de intensas investigaciones a lo largo del siglo XX, culminando
en el modelo de doble hélice propuesto por James Watson y Francis Crick en 1953, hito que

marcd el inicio de una nueva era en la biologia molecular.*?

Desde una perspectiva quimica, el ADN es un polimero lineal compuesto por unidades repetidas
denominadas nucleétidos. Cada nucleétido consta de un grupo fosfato, una desoxirribosa (una
pentosa) y una base nitrogenada, que puede ser adenina (A), guanina (G), citosina (C) o timina
(T). La secuencia lineal de estas bases codifica la informacion genética, mientras que la
organizacion tridimensional del ADN confiere estabilidad estructural y especificidad funcional al

material genético.!

La estructura primaria del ADN se refiere a la secuencia de nucleétidos en una sola cadena. Sin
embargo, la propiedad mas relevante desde el punto de vista biolégico es su estructura
secundaria: la doble hélice. En este modelo, dos cadenas de ADN se enrollan en torno a un eje
en comun, en direcciones antiparalelas (una direcciéon 5 — 3’y la otra 3’ — 5’), unidas por
puentes de hidrogeno entre pares de bases complementarias: adenina con timina (dos enlaces
de hidrégeno) y guanina con citosina (tres enlaces de hidrégeno). Esta complementariedad es

fundamental para los mecanismos de replicacién semiconservativa y reparacion del ADN.?

Desde una perspectiva estructural mas detallada, la doble hélice del ADN presenta dos tipos de
surcos: el surco mayor y el surco menor (también conocidos como fosa mayor y fosa menor).
Esta asimetria surge del modo en que las bases nitrogenadas se enlazan con el esqueleto
fosfodiéster, generando regiones con diferentes anchuras y profundidades a lo largo de la hélice.
El surco mayor proporciona un acceso mas amplio a las bases y es el principal sitio de
reconocimiento para muchas proteinas reguladoras y factores de transcripcidn. Por el contrario,
el surco menor, mas estrecho, desempefia un papel relevante en interacciones no especificas
con pequefas moléculas y agentes de carga positiva, que pueden estabilizar el ADN mediante
puentes salinos o enlaces electrostaticos. La existencia de estos surcos diferenciados es clave
para entender como ciertas moléculas pueden unirse de forma selectiva o preferencial,
influyendo en procesos como la regulacidon génica, la compactacion y la organizacion

tridimensional del genoma.?

El descubrimiento de esta arquitectura fue posible gracias a una acumulaciéon de conocimientos
previos. Investigaciones clave como las de Friedrich Miescher, quien en 1869 aislo por primera
vez una sustancia rica en fésforo a partir de nucleos celulares —a los que denominé “nucleina”—

, sentaron las bases para el reconocimiento del ADN como entidad diferenciada. Posteriormente,



a inicios del siglo XX, Phoebus Levene identificé los componentes fundamentales del ADN y
propuso el modelo de tetranucledtido, aunque con una estructura repetitiva incorrecta que

durante décadas resto importancia al ADN como portador de la herencia.?

El paradigma cambi6 progresivamente gracias a los experimentos de transformacion genética
llevados a cabo por Oswald Avery y sus colaboradores en la década de 1940, que demostraron
que el ADN era la sustancia responsable de transmitir caracteristicas hereditarias. Este hallazgo
fue reforzado por el experimento de Hershey y Chase en 1952, que confirmé que el ADN, y no
las proteinas, era el material genético de los bacteriofagos.? Estos avances prepararon el terreno
para el modelo de Watson y Crick, quienes, basandose en datos cristalograficos obtenidos por
Rosalind Franklin y Maurice Wilkins, propusieron una estructura de doble hélice capaz de explicar

tanto la estabilidad como la replicabilidad del material genético.

Desde el punto de vista estructural, la conformacién helicoidal del ADN no es rigida ni uniforme;
existen distintas formas conformacionales, entre las cuales la forma B es la mds comun en
condiciones fisioldgicas. No obstante, también se han descrito otras variantes como las formas
Ay Z, cuyas apariciones dependen del contexto idnico, la hidratacion del entorno y la secuencia
de bases. Estas conformaciones alternativas pueden influir en procesos como la regulacion

génica y la interaccion con proteinas.!

ADN-A

Figura 1. Principales formas helicoidales del ADN:
comparacion entre las conformaciones A, By Z.

Ahora bien, a pesar de su estructura altamente organizada, el ADN genémico de los organismos
eucariotas alcanza tamarfos extraordinarios, del orden de varios metros de longitud si se
extendiera linealmente. Esta magnitud contrasta con el limitado espacio disponible en el nucleo
celular, lo que plantea un importante desafio fisico y funcional. En este contexto donde surge la
necesidad bioldgica de compactar el ADN de forma eficiente, permitiendo su almacenamiento,
proteccién y regulacion sin comprometer su accesibilidad. Esta capacidad de empaquetamiento
estructurado —en la que intervienen multiples factores fisicos y quimicos— constituye un
fenémeno clave tanto en los sistemas biolégicos naturales como en las aplicaciones biomédicas

que buscan manipular y transportar ADN artificialmente.



1.2 Compactacion del ADN en sistemas bioldgicos

En todos los organismos vivos, el ADN representa el soporte fisico de la informacién genética vy,
sin embargo, debe coexistir en un entorno celular limitado, en términos de espacio y
organizacion. Este hecho impone la necesidad de estrategias altamente especializadas de
compactacion, que no solo permitan empaquetar grandes cantidades de material genético en
volumenes celulares extremadamente reducidos, sino que también aseguren su accesibilidad y
proteccion. La estructura lineal del ADN de doble hélice, con una extensién total que puede
alcanzar varios metros en organismos eucariotas superiores, requiere una organizacion
tridimensional eficaz que garantice tanto la estabilidad estructural como la regulacién dinamica

de funciones esenciales como la transcripcidn, la replicacion y la reparacion.

En células eucariotas, esta organizacion se logra a través de una arquitectura jerarquica que
parte de la asociacion del ADN con proteinas denominadas histonas. La unidad minima de esta
estructura es el nucleosoma, un complejo de aproximadamente 147 pares de bases de ADN
enrolladas alrededor de un octamero de histonas, compuesto por dos copias de cada una de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4.* Entre los nucleosomas se intercalan segmentos de ADN
espaciador, que, junto con la histona H1, favorecen la formacion de una fibra de cromatina mas
condensada. A partir de esta organizacion primaria, el ADN puede plegarse adicionalmente en
estructuras superiores, como la fibra de 30 nm, bucles cromatinicos y dominios topolégicos,
culminando en la conformacién de cromosomas mitoticos durante la division celular. Este
complejo grado de empaquetamiento permite no solo reducir el volumen del material genético,
sino también modular la actividad génica mediante mecanismos epigenéticos y remodeladores

de la cromatina.

Histonas

— ADN
" H3 H4
3 H2A H2B Nucl

(IC/e0S0™3  ADN de uni6n

300 nm

Bucles

CROMOSOMA

Figura 2. Esquema del ADN a diferentes
niveles de organizacion.

Por el contrario, en organismos procariotas, la compactacion del ADN se logra en ausencia de
histonas, aunque no exenta de una elevada eficiencia organizativa. EI genoma bacteriano,
normalmente circular y superenrollado negativamente, se asocia con proteinas de union

inespecifica al ADN, como HU, H-NS y Fis, que inducen curvas, pliegues y bucles funcionales.*



Estas proteinas nucleoidales facilitan la formacion del nucleoide, una estructura organizada que
permite el acceso selectivo a determinadas regiones del genoma en respuesta a estimulos
ambientales, contribuyendo también a la segregacion del ADN durante la division celular. El
superenrollamiento, mantenido por la accion de topoisomerasas, desempefa un papel clave en
este modelo de compactacién, sustituyendo parcialmente el papel que en eucariotas cumplen

las histonas.

Una forma particularmente especializada de compactacion del ADN ocurre durante la
espermatogénesis en organismos superiores. En este proceso, las células germinales
masculinas experimentan una profunda reestructuracion del material genético, con el objetivo de
reducir el volumen nuclear, proteger el genoma durante su transito extracelular y asegurar la
entrega eficaz de la informacién genética al ovocito. Esta reorganizacion implica una sustitucion
progresiva de las histonas por proteinas nucleares de transicion (TNPs), que posteriormente son
reemplazadas por protaminas.® Las protaminas son pequefias proteinas ricas en residuos de
arginina, cuya carga positiva permite una interaccion electrostatica altamente eficiente con el
ADN, dando lugar a un empaquetamiento cristalino o cuasi-cristalino en forma de toroides. Este
tipo de empaquetamiento alcanza densidades estructurales superiores a las observadas en
cualquier otra célula somatica, representando un modelo extremo de compactacién genémica
natural. Ademas, se ha demostrado que este tipo de organizacién protege al ADN frente al dafio
oxidativo y facilita su descondensacion tras la fecundacion, al sustituirse nuevamente por
histonas en el pronucleo masculino. La compactacion mediada por protaminas no solo tiene
implicaciones estructurales, sino también funcionales, ya que se asocia con un silenciamiento
transcripcional casi completo, lo cual es fundamental para la maduracién final del

espermatozoide.

1.3 Importancia funcional de la compactacién

La compactacion del ADN es un proceso fundamental en la organizacién del genoma, con
profundas implicaciones funcionales que van mas alla de una mera necesidad estructural. En
organismos eucariotas, cerca de dos metros de ADN deben ser contenidos en un nucleo de
aproximadamente 10 pm de diametro, lo que implica una organizacion jerarquica
extremadamente eficiente mediante la asociacién del ADN con proteinas histonas, formando
nucleosomas, que posteriormente se empaquetan en estructuras superiores de cromatina. Sin
embargo, la compactacién no solo responde a limitaciones espaciales, sino que cumple un papel
esencial en la proteccidn de material genético frente a agresiones fisicas, quimicas y enzimaticas.
La organizacion del ADN en cromatina reduce drasticamente su accesibilidad a nucleasas
enddgenas y a agentes genotdxicos exdégenos, como radicales libres, radiacién ultravioleta o
compuestos alquilantes, preservando asi su integridad estructural y funcional. Esta proteccion es
particularmente critica durante eventos celulares vulnerables, como la mitosis, la meiosis o el
transito del ADN en entornos extracelulares, donde el ADN desnudo es altamente susceptible a

la degradacion.®”



Ademas de su funcién protectora, la compactacién del ADN desempefia un papel regulador
crucial en la expresién génica. La cromatina no es una estructura estatica; por el contrario, su
grado de compactacion es dinamico y determina la accesibilidad del ADN a los factores de
transcripcion y a la maquinaria transcripcional. Las regiones menos condensadas, denominadas
eucromatina, son transcripcionalmente activas, mientras que las regiones altamente
compactadas, como la heterocromatina, tienden a permanecer transcripcionalmente silentes.
Este control esta mediado por modificaciones postraduccionales de las histonas, como la
acetilacion, metilacion, ubiquitinacion y fosforilacion, que actian como sefiales moleculares para
el reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina. Estas modificaciones permiten
una regulacién epigenética precisa y reversible, esencial para procesos como la diferenciacion
celular, la plasticidad fenotipica, la respuesta al estrés y el mantenimiento de la identidad

celular.®®

En un contexto fisiolégico y biomédico mas amplio, la compactaciéon del ADN es también
indispensable para su transporte eficiente. Un ejemplo paradigmatico de esta funcion, lo
constituye la espermatogénesis, ya analizado previamente, que pone de manifiesto como la
organizacion densa del material genético permite su estabilidad estructural en entornos
extracelulares y garantiza su entrega funcional durante la fertilizacion. Este principio ha sido
aprovechado en biomedicina para el desarrollo de sistemas de transferencia génica. Tanto los
vectores virales como los sistemas no virales (liposomas, nanoparticulas, polimeros catiénicos)
requieren compactar el ADN exdgeno para mejorar su estabilidad en medios extracelulares,
protegerlo de nucleasas plasmaticas, facilitar su internalizacién celular y promover su liberacion
nuclear eficiente una vez dentro del citoplasma.’®! De este modo, la compactacion del ADN no
solo representa una estrategia evolutiva para salvaguardar la integridad del genoma, sino
también un principio aplicable en el disefio racional de vectores terapéuticos y tecnologias
emergentes como la edicidon génica basada en CRISPR-Cas9, en las que la eficiencia depende

criticamente del estado estructural del material genético introducido.

1.4 Moléculas béasicas de compactacion: Protamina y Espermina

La compactacion eficiente del ADN es un proceso esencial para la funcionalidad y estabilidad del
genoma, particularmente en contextos celulares en los que se requiere una condensacién
extrema del material genético. Este proceso depende de la interaccion con moléculas
policatidnicas capaces de neutralizar la elevada carga negativa de la doble hélice de ADN,
promoviendo su reorganizacion en estados conformacionales altamente ordenados. Entre estas
moléculas destacan la protamina y la espermina, dos agentes de naturaleza y origen distintos,
pero con funciones convergentes en la organizaciéon supramolecular del ADN. La protamina,
como se menciond anteriormente, es una proteina basica de bajo peso molecular, esta presente
de forma casi exclusiva en el nucleo de espermatozoides maduros. Su estructura primaria se
caracteriza por una elevada proporcion de residuos de arginina (hasta un 70%), cuyo grupo
guanidinio confiere una carga positiva neta extremadamente alta a pH fisiolégico. Esta riqueza

en arginina dota a la protamina de una gran afinidad electrostatica por los grupos fosfato del



ADN, lo que permite una interaccion directa y cooperativa que induce el colapso de la fibra de
cromatina en estructuras compactas de tipo toroidal o helicoidal, en las que la neutralizacién de
la carga del ADN es casi completa. Ademas, la protamina es capaz de inducir un
empaquetamiento térmica y quimicamente estable, que maximiza la protecciéon del genoma

frente a dafio oxidativo, hidrdlisis y nucleasas extracelulares.*?

Desde el punto de vista mecanistico, el proceso de compactacioén inducido por protamina no es
meramente electrostatico, sino que implica la formaciéon de multiples contactos especificos entre
los residuos de arginina y el surco menor del ADN, asi como la estabilizacién de la estructura
compactada mediante interacciones cooperativas y enlaces puente tipo sal (salt bridges). El
resultado es una estructura en la que la doble hélice se organiza en dominios densamente
empaquetados, con una accesibilidad practicamente nula a enzimas modificadoras de la
cromatina, reflejando una estrategia biolégica orientada a la inactividad transcripcional absoluta

y a la proteccion estructural a largo plazo.

Por otro lado, la espermina —una poliamina natural de cadena lineal con cuatro grupos amino
protonables— representa una estrategia molecular alternativa para inducir compactaciéon del
ADN. A diferencia de la protamina, la espermina no posee estructura proteica ni codificacién
genética, sino que es sintetizada a partir de la via del metabolismo de la ornitina. Su estructura
quimica, que incluye dos grupos amino primarios y dos secundarios separados por cadenas
alifaticas flexibles, le permite adoptar multiples conformaciones y establecer interacciones
dinamicas con el ADN. Estas interacciones se basan en la neutralizaciéon parcial de la carga
fosfato mediante puentes de iones multivalentes, fendmeno conocido como “ion-bridging” o
colapso inducido por puentes salinos, el cual provoca la agregacion local del ADN en estados de
orden superior reversibles y dependientes de la concentracién idnica del medio.'* A diferencia
de la compactacion rigida inducida por la protamina, la accién de la espermina permite
transiciones reversibles entre estados de condensacion y relajacién del ADN, regulando el
acceso a la maquinaria transcripcional en condiciones fisioldgicas. De hecho, se ha observado
que diferentes isémeros estructurales de espermina pueden modular el grado y la topologia de
la compactacion, afectando selectivamente la eficiencia de transcripcion génica in vitro, lo que

sugiere un papel regulador adicional mas alla de su funcién estructural.?

La comparacion funcional entre protamina y espermina revela asi dos estrategias divergentes
pero complementarias de compactacién del ADN. Mientras que la protamina representa un
sistema altamente especializado y evolutivamente adaptado para la proteccién extrema del
material genético en células germinales, la espermina actia como un modulador fisiolégico mas
versatil, con funciones tanto estructurales como reguladoras en multiples tipos celulares. A nivel
molecular, la protamina ejerce una compactacion de alta densidad, basada en la sustitucion total
de las histonas y la exclusion del agua y proteinas accesorias del entorno nuclear. En contraste,
la espermina mantiene una compatibilidad funcional con la maquinaria epigenética, facilitando
una regulacion dinamica de la organizaciéon del ADN. Ademas, en modelos de compactacion

artificial del ADN con fines terapéuticos, ambas moléculas han sido utilizadas como sistemas
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modelo para explorar principios fisicos y estructurales de empaquetamiento, siendo la protamina
mas adecuada para la estabilizacién a largo plazo de vectores génicos, mientras que la

espermina ofrece ventajas en términos de control cinético de liberacion y transcripcion.!3

Esta diferencia en el comportamiento estructural entre protamina y espermina también se refleja
en las morfologias que adoptan los complejos ADN-policationes. En el caso de la protamina, su
elevada densidad de carga y su afinidad especifica por el surco menor del ADN inducen un
colapso cooperativo de la doble hélice que da lugar a la formacién de estructuras toroidales
altamente organizadas. Estas configuraciones han sido visualizadas tanto en sistemas biolégicos
como en modelos in vitro mediante técnicas como la microscopia de fuerza atomica (AFM) y
simulaciones moleculares. La Figura 3 muestra un ejemplo representativo de esta interaccién a

nivel molecular, asi como la formacién de estructuras de ADN compactado.

|:| Doble hélice de ADN (atomos del ADN)

I:I Moléculas de protamina de salmén (dtomos de la proteina)

Figura 3. Unién de las moléculas de protamina en el surco
principal del ADN, neutralizando el fosfodiéster del ADN.

Para completar la caracterizacién comparativa de ambos policationes, se presenta a
continuacién una tabla resumen (Tabla 1) en la que se destacan sus principales diferencias en
cuanto a naturaleza quimica, origen, carga neta, y funcionalidad biolégica. Esta distincion entre
ambos agentes tiene implicaciones directas en su aplicabilidad como herramientas para la

compactacion artificial del ADN en contextos terapéuticos y experimentales.

Tabla 1. Comparacién estructural y funcional entre la protamina y la espermina en la compactacion del

ADN.
PARAMETRO CLAVE PROTAMINA ESPERMINA
Naturaleza Molecular Proteina basica Poliamina
Codificada genéticamente; expresada Producto metabdlico de la via de
Origen durante la espermatogénesis y presente la ornitina
en el nucleo de espermatozoides
maduros.
Cargas +/molécula ~20 4
Funcién principal Proteccidon gendmica en espermatozoides Modulacién de estructura y
expresion
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1.5 Reversibilidad de la compactacion por policationes naturales

Uno de los atributos mas relevantes de la compactacién del ADN mediada por policationes
naturales como la espermina y, en menor medida, la protamina, es su potencial reversibilidad. A
diferencia de otros policationes empleados en la formacién de nanoparticulas de ADN, las
interacciones electrostaticas entre el ADN y espermina y protamina permite su desensamblaje

controlado bajo condiciones fisioldgicas.

Este caracter reversible se fundamenta en la naturaleza termodinamica de los complejos
formados. La fuerza idnica del medio, la presencia de polianiones endégenos, los cambios de
pH o la accion de proteinas competidoras pueden desencadenar la liberacion del ADN una vez
internalizado en el citoplasma o el nucleo celular. Este mecanismo contrasta con los vectores
virales, que requieren protedlisis o procesos enzimaticos intracelulares para la liberacion del

ADN, y con sistemas lipidicos que pueden retener el ADN en compartimentos endosomales.?

Hay estudios que han demostrado que, si bien la protamina forma complejos altamente estables
con el ADN, estos complejos no son permanentemente irreversibles. En condiciones adecuadas,
como las que se encuentran en el entorno intracelular posterior a la fertilizacién o durante la
activacion génica, las proteinas empaquetadoras pueden ser desplazadas, facilitando asi la
descompactacion progresiva del ADN. Esta liberacion no ocurre de forma espontanea e
inmediata, sino que requiere mecanismos activos que modulan las interacciones electrostaticas
entre el ADN vy el polication. En cambio, otros péptidos de menor tamafio o con menos dominios
de anclaje muestran un comportamiento mas labil, con complejos menos estables y mas
faciimente disociables. Esta diferencia en estabilidad permite seleccionar agentes de
compactacion segun el contexto de aplicacion, equilibrando la necesidad de proteger el ADN

durante su transporte con la necesidad de garantizar su posterior accesibilidad funcional.**

La reversibilidad de los complejos ADN-policationes constituye una ventaja estratégica en el
contexto de la biomedicina y la nanotecnologia, ya que permite modular el equilibrio entre
proteccién estructural y accesibilidad funcional. En particular, la espermina ha demostrado ser
capaz de formar complejos reversibles en funcién de su concentracion y del entorno iénico,

permitiendo una entrega controlada del ADN sin comprometer su integridad.!?

1.6 Formacion de toroides de ADN: implicaciones estructurales y funcionales

Las estructuras toroidales representan una de las formas mas compactas y ordenadas que puede
adoptar el ADN en presencia de agentes policatidnicos, y constituyen una manifestacion fisica
del empaquetamiento extremo del material genético. Su aparicion ha sido ampliamente
documentada en contextos fisiolégicos, como en la cromatina espermatica de organismos
superiores, donde la protamina reemplaza a las histonas durante la espermatogénesis, dando
lugar a dominios ADN-proteina organizados en toroides de aproximadamente 50—-150 nm de

diametro.

Morfolégicamente, los toroides consisten en anillos concéntricos de ADN enrollado

helicoidalmente alrededor de un eje central, estabilizados por puentes salinos entre los grupos
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fosfato del ADN y los residuos cargados positivamente de la protamina —principalmente
argininas—. La estructura resultante presenta una simetria radial y una densidad de
empaquetamiento muy superior a la de la cromatina somatica. Este tipo de organizacién no es
casual: confiere una proteccién excepcional frente a nucleasas, agentes oxidantes y variaciones
del entorno osmético, factores todos criticos para la conservacién del genoma en el

espermatozoide.'®

Desde un punto de vista fisico-quimico, la formacion de toroides implica un colapso cooperativo
del ADN, que obedece a modelos termodinamicos de tipo “coil-globule transition”, en los cuales
la energia libre del sistema se minimiza al pasar de un estado extendido a uno compacto. Estos
modelos han sido validados tanto experimentalmente como mediante simulaciones
computacionales, y son particularmente relevantes en el estudio de la compactacion inducida

artificialmente para aplicaciones biomédicas.*®

En el &mbito de la nanotecnologia del ADN, los toroides han sido adoptados como modelos de
referencia para evaluar la eficacia de compactacion de distintos agentes, asi como su estabilidad
coloidal, uniformidad morfoldgica y capacidad de proteccion del ADN frente a condiciones
agresivas. Su observacion in vitro mediante microscopia electrénica de transmisién constituye,
por tanto, un indicador directo del éxito de los procesos de compactacion, y una métrica

estructural clave para el desarrollo de sistemas de entrega génica no viral.

Estudios recientes basados en simulaciones de dinamica molecular han revelado que, aunque
los toroides muestran un alto grado de organizacién interna —con un patrén de empaquetamiento
localmente hexagonal—, este orden ideal no se mantiene en todo el volumen del condensado.
Durante el crecimiento del toroide, ya sea por enrollamiento adicional de la misma molécula o
por incorporacion de otras estructuras como espirales (spindles), pueden generarse defectos
topoldgicos en el empaquetamiento, como el bien conocido defecto de cruce (crossover defect)
y otros defectos inducidos por la formacion de puentes moleculares. Estos defectos interrumpen
la simetria hexagonal e introducen regiones de desorden que, no obstante, podrian tener
implicancias funcionales en procesos de descompactacién del ADN, como los que ocurren tras

la fertilizacion.'”

En este contexto, la Figura 4 ilustra esquematicamente el reemplazo progresivo de protaminas
por histonas de origen materno tras la fecundacién. Este proceso, altamente regulado, se
acompafia de una reestructuracion profunda de la cromatina espermatica y una drastica
disminucién en los niveles de metilacion global del ADN, marcando el inicio de la reprogramacion

epigenética del genoma paterno.
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Figura 4. Remodelacion de la cromatina espermatica tras la
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Objetivos

El presente Trabajo de Fin de Master tiene como objetivo general desarrollar una metodologia
de compactacion eficiente y reproducible para moléculas de ADN de doble cadena, orientada a
su potencial aplicaciéon en el ambito de la terapia génica. Esta estrategia busca establecer un
sistema versatil capaz de generar complejos estables, funcionales y compactos, que puedan
adaptarse a la manipulacién de grandes fragmentos de ADN, facilitando su transporte y
preservacion en entornos extracelulares e intracelulares. La utilizacion del ADN del bacteriéfago
lambda (ADN A) como modelo experimental permitird definir los parametros criticos del proceso
y sentar las bases para su extrapolacién a sistemas mas complejos en futuras aplicaciones
biomédicas. Este enfoque permite explorar en detalle las condiciones fisicoquimicas necesarias
para formar complejos ADN-policationes estables y homogéneos, asi como su posterior

caracterizacion estructural mediante distintas técnicas complementarias.
Los objetivos especificos del trabajo son los siguientes:

e Emplear ADN A, una molécula lineal de doble cadena con 48502 pares de bases, como
sistema modelo para el estudio controlado de la compactacién artificial de material

genético.

e Evaluar y comparar la capacidad compactante de dos agentes policationicos naturales
—protamina y espermina— en términos de eficiencia, estabilidad estructural y

homogeneidad de los complejos formados.

o Determinar la relacion estequiométrica 6ptima de cargas (N/P ratio) necesaria para
inducir la compactacion efectiva del ADN, mediante el ajuste preciso de la concentracion

de los agentes policationicos.

o Disefar, optimizar y validar un protocolo experimental robusto y reproducible para la
formacion de complejos ADN-policationes, adaptable a distintos formatos

experimentales.

o Caracterizar las propiedades morfolégicas, estructurales y fisicoquimicas de los
complejos generados utilizando técnicas complementarias como microscopia electronica

de transmision (TEM), microscopia confocal y dispersién de luz dinamica (DLS).

e Aplicar la metodologia desarrollada a otras moléculas representativas de ADN de
diferente tamafo y topologia —incluyendo un plasmido circular de tamafo intermedio,
asi como fragmentos de ADN gendmico de menor longitud— con el fin de evaluar la
versatilidad, eficacia y aplicabilidad transversal del protocolo en distintos contextos

moleculares.
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2. Meétodo Experimental

A continuacion, se describen los materiales y procedimientos empleados en la compactacion del
ADN A con policationes, asi como las técnicas utilizadas para la caracterizacion de las muestras

obtenidas.
2.1 Compactacion del ADN del fago A

211 Materiales y reactivos

Para llevar a cabo el proceso de compactacion, se han utilizado los materiales y reactivos que

se encuentran en la siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Materiales y reactivos utilizados en el proceso de compactacion

REACTIVO PROVEEDOR / REF. DESCRIPCION Y USO
ADN A Thermo Fisher Scientific | ADN gendmico de bacteriéfaga lambda, proporcionado a
(Cat. SD0011) una concentracion de 10 nM. Se utilizd directamente sin
diluciones para garantizar la reproducibilidad experimental.
Protamina Sigma-Aldrich Protamina de sulfato, disuelta en tampén Imidazol-KCI A
(Cat. No. P3369) partir de esta disolucién se prepararon soluciones stock y

diluciones ajustadas segun la relacion de cargas (N/P)
requerida para los experimentos de compactacion.

Espermina Sigma-Aldrich Espermina trihidrocloruro, disuelta en tampdn Imidazol-KCI.
(Cat. No. S3256) Utilizada como agente policatiénico alternativo a la
protamina para inducir la compactacién del ADN mediante
interacciones electrostaticas.

Buffer Tris-EDTA (TE) Sigma-Aldrich Tampén Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)
preparado en agua ultrapura, utilizado para mantener
estable el pH y proteger el ADN frente a posibles dafos
causados por iones metalicos presentes en la disolucion.

Buffer imidazol-KCI Sigma-Aldrich Buffer compuesto por 10 mM imidazol y 150 mM KCI,
preparado en agua ultrapura, utilizado para mantener la
solubilidad y estabilidad electrostatica de la protamina
durante la interaccion con el ADN

ADN gendémico de Sigma-Aldrich Fragmento de ADN gendmico de salmén, de

salmén (Cat. No. 31149) aproximadamente 154 pb. Utilizado como modelo de ADN
de baja longitud. Se preparé una solucién stock a 20 uM por
pesada y se diluyé a 10 nM para su uso en compactacion
con protamina y espermina.

ADN PLASMIDICO Grupo Externo Plasmido circular de doble cadena de 7342 pb de tamano.
PVAXHK70 Disuelto en agua ultrapura y utilizado tras dilucién a 10 nM.

Usado para evaluar la versatilidad del protocolo de

compactaciéon en moléculas de topologia cerrada.
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2.1.2 Preparacion del ADN

Como se mencioné anteriormente, el ADN utilizado en los experimentos corresponde al ADN
bacteriéfago lambda (ADN A), una molécula lineal de 48.5 kilobases ampliamente caracterizada
y empleada como sistema modelo en estudios de compactacion. Este ADN se adquirié en
solucién comercial a una concentracion de 10 nM y se utilizé directamente sin dilucién para

garantizar la reproducibilidad y estabilidad durante el proceso experimental.

Para garantizar su estabilidad estructural y protegerlo frente a posibles procesos de degradacion,

el ADN fue manejado en condiciones de baja temperatura (4 °C) y mantenido en agua ultrapura.

Dado que el objetivo experimental era estudiar la compactacion del ADN en funcion de la relacion
carga/carga entre el polianion (ADN) y los agentes policationicos (protamina o espermina), no se
ajustaron diferentes concentraciones de ADN, sino que se mantuvo constante a lo largo del
protocolo. Las condiciones experimentales se modificaron exclusivamente variando la
concentracion del agente de compactacién, permitiendo asi el analisis directo del efecto de

diferentes proporciones estequiométricas sobre el empaquetamiento del ADN.

2.1.3 Protocolo de compactacién

La compactacion del ADN A en este estudio se llevd a cabo mediante la formacion de complejos
polielectroliticos con protamina o espermina, dos agentes de carga positiva capaces de
neutralizar la elevada densidad de carga negativa del ADN. Este proceso se basa en
interacciones electrostaticas entre los grupos fosfato del esqueleto del ADN y los grupos
cargados de los agentes compactantes, lo que permite la reorganizacion del material genético
en estados estructuralmente mas condensados. El disefio experimental se centré en controlar
de manera precisa la relacion carga/carga (N/P ratio) entre el ADN y el agente de compactacion,
manteniendo constante la concentracion de ADN a lo largo de todos los ensayos y modulando
exclusivamente la cantidad del polication para evaluar su efecto sobre la formacion y estabilidad
de los complejos.

Desde un punto de vista estrictamente estequiométrico, se consideré la carga neta asociada a
cada molécula de ADN A y a cada molécula de agente compactante, con el fin de establecer una
relacién directa entre el nimero de cargas negativas disponibles en el ADN y el nUmero de cargas
positivas aportadas por la protamina o la espermina. El ADN A es una molécula lineal de doble
cadena de 48.5 kilobases, lo que implica la presencia de aproximadamente 48500 pares de
bases. Dado que cada nucledtido aporta un grupo fosfato con carga negativa (—-1), y que se trata
de una molécula bicatenaria, la carga neta total por molécula de ADN A se aproxima a
97000-100000 cargas negativas.

En contraste, una molécula de protamina contiene aproximadamente 20 residuos de arginina,
todos ellos cargados positivamente a pH fisioldgico, lo que le confiere una carga neta de +20 por

molécula. La espermina, por su parte, es una poliamina de menor tamano estructural, con cuatro
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grupos amino protonables, y por tanto una carga neta de +4 por molécula. A partir de estos

valores, se estimé la relacion carga/carga (N/P ratio) mediante la siguiente expresion:

N cargas negativas (grupos fosfato del ADN 1) 100000 ]
— = — - = = 5000 (Protamina)
P cargas positivas (residuos cargados del agente) 20

N 100000 )
— = ——— = 25000 (Espermina)

P 4

Es decir, en condiciones de neutralizacion estequiométrica completa, se requeririan
aproximadamente 5000 moléculas de protamina o 25000 de espermina para neutralizar la carga

de una unica molécula de ADN A.

Estas relaciones definen el punto de equivalencia estequiométrica en términos de carga, y
constituyen el marco teérico sobre el cual se disefiaron las condiciones experimentales. En lugar
de establecer simplemente relaciones molares genéricas, se adoptd un enfoque basado en la
proporcién precisa entre las cargas positivas y negativas reales presentes en cada especie
molecular, lo que permitié un control mas riguroso sobre el sistema. De este modo, se definieron
distintas relaciones N/P ajustadas sobre la base del niUmero efectivo de cargas, lo que garantiza

una aproximacion mas exacta a los fendmenos fisicoquimicos implicados en la compactacion.

2.1.4 Desarrollo y optimizacion experimental

Una vez establecida la relacidon de cargas entre los componentes del sistema, basada en la
estequiometria entre los grupos fosfato del ADN A y los grupos amino de los agentes
compactantes, se procedié a definir experimentalmente los volimenes y concentraciones
necesarios para llevar a cabo la formacidon de complejos. El objetivo fue traducir las relaciones
tedricas (5000:1 para protamina y 25000:1 para espermina) en condiciones experimentales

practicas, que permitieran generar mezclas reproducibles y cuantificables a escala de laboratorio.

Las primeras pruebas se llevaron a cabo empleando exclusivamente protamina, con el fin de
poner a punto el procedimiento experimental: preparacién de diluciones, mezcla con ADN,
condiciones de incubacion y manipulacidon de las muestras. Como punto de partida se utilizé
directamente la disolucidon comercial de ADN A, a una concentracion de 10 nM, sin realizar
diluciones previas. Para respetar la proporcion de cargas establecida y evitar modificar la
concentracion del ADN, se determiné que la concentracién de protamina debia ser de 50 uM,
resultado de multiplicar la concentracion del ADN (10 nM) por el factor de carga 5000. Con el fin
de minimizar errores derivados de la preparacion por pesada de nuevas disoluciones
concentradas, se empled una solucion de protamina ya disponible en el laboratorio, previamente
preparada a2 mM en tampén Imidazol-KCI. A partir de esta disolucidn se genero la concentracion

deseada de 50 uM aplicando la ecuacion de dilucion estandar:
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C1 - V1 = CZ'VZ

Siendo:
C; =2 mM (concentracion inicial de protamina),
C, =50 uM (concentracién final deseada),

V, =1 mL (volumen final deseado).

Despejando:

C, V, 50uM -1000 uL
=TT o000 M

Por tanto, se afiadieron 25 pL de la disolucién de protamina a 2 mM y se completé con 975 L

de tampoén Imidazol-KCl hasta un volumen total de 1 mL, obteniéndose asi una solucién a 50 uM.

Una vez definidas las concentraciones molares de trabajo, tanto para el ADN A (10 nM) como
para la protamina (50 pyM), se procedié a establecer los volumenes necesarios para llevar a cabo
la compactacion. Dado que esta fase del trabajo representaba el primer intento experimental de
formar complejos ADN—protamina bajo estas condiciones, se disefaron ensayos paralelos con

el objetivo de evaluar la viabilidad del proceso en distintos volimenes totales de reaccion.

Concretamente, se plantearon dos pruebas iniciales con volumenes finales de 25 pyL y 50 pL,
respectivamente. Ante la incertidumbre sobre cual seria la proporcidon volumétrica mas adecuada
entre los dos componentes, se opté por una distribucion equimolar en términos de volumen, como
punto de partida Idgico y simétrico. Es decir, para el ensayo de 25 L totales, se mezclaron 12.5
uL de ADN A con 12.5 L de la disolucion de protamina a 50 uM, mientras que en el ensayo de
50 L totales, se utilizaron 25 yL de ADN A y 25 uL de protamina a 50 yM.

Este enfoque inicial, basado en proporciones iguales, permitié evaluar de manera preliminar la
formacién de complejos sin introducir sesgos derivados de la manipulaciéon de voliumenes

desbalanceados, especialmente en un sistema aun no optimizado.

A partir de las diferentes pruebas de caracterizacion realizadas posteriormente sobre la muestra
generada con un volumen total de 50 yL, se constatd la necesidad de introducir ajustes en el
procedimiento con el fin de optimizar la calidad de los sistemas compactados. Concretamente,
se concluyd que era conveniente incrementar el volumen de la solucién de protamina, diluyendo
asi la muestra y favoreciendo un entorno mas adecuado para la formacion de complejos estables

y reproducibles.

19



En este nuevo planteamiento experimental se mantuvo constante el volumen de ADN A a 25 L,
pero se modificé la proporcion de los demas componentes. Previamente a la adicién del agente
de compactacién, se incorporaron 15 yL de tampdn Tris-HCI (10 mM, pH 7.5), utilizado para
estabilizar el ADN y mantener el pH del medio en condiciones dptimas durante el proceso de
compactacion. Este tampdn actua como regulador acido-base, evitando desviaciones bruscas
del pH que podrian afectar tanto la integridad del ADN como la eficiencia de interaccién con la

protamina.

Tras la adicidn del tampédn, se incorporaron 160 yL de protamina (a la misma concentracion de
50 pM) diluida a la concentracion previamente establecida, completando asi un volumen final de
200 pL por muestra. Esta estrategia (Figura 5) permitié trabajar en un sistema mas diluido, lo que
se tradujo en condiciones experimentales mas estables y en una mejora sustancial en la

formaciéon de complejos, tal como se evidenciaria posteriormente en las técnicas de

caracterizacion.
25 pL A-DNA 15 pL Buffer Tris-HCI 160 pL de Solucién de
(10 nM) (10 mM, pH=7.6) Protamina + Buffer Imidazol-KCl
(10mM, pH=8)
—_— —_—
Anadir i Anadir
1 2 3

Figura 5. Esquema representativo de la preparacion inicial con la
adicion secuencial de ADN A, tampén Tris-HCI y protamina en
tubos Eppendorf.

Una vez preparadas las mezclas con las cantidades indicadas de ADN A, tampdn Tris-HCI y
protamina, las muestras se incubaron en un termoagitador a velocidad constante de 10000
revoluciones por minuto (rpm) y temperatura ambiente controlada de aproximadamente 22.5 °C.
La incubacion tuvo una duracién fija de 30 minutos, condiciones que se mantuvieron tanto para
los volumenes totales de 50 yL como de 200 uL. Este paso (Figura 6) es fundamental para
favorecer la interaccion electrostatica entre el ADN y la protamina, promoviendo la formacion de

complejos compactados homogéneos y estables.

Agitar 30 minutos a 1000 rpm y
o temperatura ambiente (22.5 °C)
Mezcla ADN A + Polication
( Protamina/Espermina)

Figura 6. Incubacion en termoagitador para favorecer
la formacién de complejos compactados.

20



A partir de esta ultima modificacién en el protocolo, que incluia el aumento del volumen total y la
incorporacion previa de tampdn Tris-HCI, se obtuvo una mejora notable en la estabilidad y
homogeneidad de las muestras. Esta formulacion ajustada se aplicé inicialmente en una uUnica
preparacién, que mostré6 un comportamiento significativamente mas favorable que las

condiciones anteriores.

Con el fin de comprobar la reproducibilidad y robustez del procedimiento, este ultimo protocolo
fue replicado en tres ensayos adicionales bajo las mismas condiciones experimentales. En todos
los casos se obtuvieron resultados consistentes y comparables con los de la primera preparacion,
lo que permitié validar el método como una estrategia fiable y efectiva para la compactacion del
ADN A. Esta version optimizada del protocolo fue, por tanto, la que se adopté como referencia

para todas las caracterizaciones posteriores.

Este conjunto de pruebas permitio refinar progresivamente el procedimiento de compactacion
hasta establecer una metodologia reproducible y eficiente. La tabla siguiente (Tabla 3) recoge de
forma resumida las condiciones experimentales empleadas en las tres configuraciones
principales evaluadas durante el desarrollo del protocolo, incluyendo los volumenes,

concentraciones y componentes utilizados en cada caso.

Tabla 3. Condiciones experimentales utilizadas en el proceso de compactacion del ADN A con protamina.

CONDICIONES DE A-DNA EN EL CONDICIONES DE PROTAMINA EN EL
EXPERIMENTO EXPERIMENTO
Experimento | Concentracién | Vol. Stock A-DNA Vol. Tris-HCI Concentracién Dilucién para Vol. Stock Volumen Total de
Stock () (10 nM) (1) Stock obtener [SOpuM] | [50 pM] (i) Muestra (i)

1 10nM 12.5 - 2 mM 25 pl Prot. Stock + 12.5 25
975 pl Imidazol-KCl

2 10nM 25 = 2mM 25 pl Prot. Stock + 25 50
975 pL Imidazol-KCl

3 10 nM 25 15 2 mM 25 pl Prot. Stock + 160 200
975 pL Imidazol-KCl

Aunque el procedimiento descrito y representado en la Figura 5 hace referencia al caso
especifico de la protamina, el mismo protocolo fue aplicado sin modificaciones estructurales para
la compactacion con espermina, variando Unicamente la relacién de cargas positiva/negativa
correspondiente. La puesta a punto del método se realizd inicialmente utilizando protamina como
agente modelo, debido a su mayor carga neta, y posteriormente se adaptd de forma directa al

uso con espermina para evaluar la versatilidad del protocolo.

2.2 Caracterizacion de los complejos ADN A-policationes

Una vez establecidas las condiciones optimas para la compactacion del ADN A mediante
protamina y espermina, se procedié a la caracterizacién de los complejos generados con el
objetivo de evaluar su morfologia, estabilidad y grado de condensacion. Para ello, se emplearon

distintas técnicas complementarias de analisis, que permitieron abordar la caracterizacion desde
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una perspectiva tanto cualitativa como cuantitativa. Entre ellas se incluyeron métodos de
microscopia con distintos niveles de resolucién, asi como técnicas de analisis fisico basadas en
la dispersion de la luz. A continuacion, se describen las metodologias empleadas para cada una

de las técnicas aplicadas al estudio de los sistemas formados.

2.2.1  Evaluacion preliminar mediante microscopia de fluorescencia (ZOE™)

Dado que esta era la primera vez que se realizaban ensayos de compactacion con este sistema
en el laboratorio, existia incertidumbre respecto a si las condiciones iniciales empleadas
generarian estructuras compactadas detectables, o si, por el contrario, las muestras mantendrian
el ADN en estado libre o completamente disperso. En este contexto, y sin disponer adn de
informacién sobre la eficiencia del proceso, se optd por realizar una primera evaluacién de las

muestras mediante tincidn fluorescente y visualizacion en el sistema de imagen ZOE™.,

Para ello, se tomaron 3 yL de cada una de las muestras preparadas (complejos ADN-polication),
y se afiadié 1 L de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). EI DAPI es un fluoréforo que se intercala
especificamente en las regiones ricas en adenina y timina del ADN bicatenario, permitiendo su
deteccion por fluorescencia. Al excitarse con luz ultravioleta, emite una sefial intensa en el canal

de fluorescencia azul, lo que permite confirmar la presencia de ADN en la muestra.

Estas muestras tefidas se depositaron sobre portaobjetos y se analizaron utilizando el sistema
ZOE™ Fluorescent Cell Imager, observando especificamente la emision en el canal azul. Aunque
este sistema no proporciona informacion estructural detallada ni permite evaluar la compactacion
con precision, resultd Util como primera aproximacion para verificar la presencia de ADN tras la
mezcla con protamina. Se consideré un criterio basico de validacién el hecho de que la
fluorescencia se detectara Unicamente en el canal azul, sin sefiales significativas en los canales

rojo o verde, lo cual indicaria la ausencia de residuos no especificos o contaminacion externa.

Este analisis preliminar sirvi6 como paso de control para confirmar que las muestras contenian
ADN detectable tras el tratamiento, permitiendo asi continuar con técnicas de caracterizacion

mas especificas y resolutivas.

Cabe destacar que, el protocolo de tincion de muestras fue idéntico para todos los casos,
independientemente del tipo de ADN o agente de compactacion empleado. Ademas, aunque
inicialmente se prepararon complejos en volumenes finales de 25uL y 50 uL, solo se
caracterizaron mediante ZOE las muestras de 50 pL, ya que las de menor volumen no ofrecian
una sefal de fluorescencia visible ni una morfologia interpretable en el plano focal. Esta limitacién
se atribuye probablemente a una menor densidad de complejos sobre el portaobjetos,

dificultando la visualizacion y justifica su exclusion de los analisis posteriores.

2.2.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es una técnica de
caracterizacion estructural que permite observar directamente la morfologia, tamafo y

organizacion de nanoestructuras con una resolucion muy superior a la de las técnicas Opticas
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convencionales. Su principio se basa en el paso de un haz de electrones a través de una muestra
ultrafina, lo que permite formar imagenes a escala hanométrica basadas en las diferencias de

densidad electrénica de los componentes.

En el contexto de este trabajo, el TEM se emple6 como técnica esencial para analizar la
estructura real de los complejos formados entre el ADN A y los agentes de compactacion, asi
como su estado de agregacion o dispersién. A diferencia de otras técnicas complementarias, el
TEM ofrece una visualizacion directa del sistema, lo que lo convierte en una herramienta critica
para confirmar la presencia de estructuras compactadas, su tamafo individual, su distribucién y
su nivel de organizacion. Si bien otras metodologias pueden sugerir la formacién de agregados
o particulas por inferencia (fluorescencia, DLS, etc.), el TEM proporciona evidencia visual
inequivoca, lo que le confiere un valor especialmente relevante en estudios de compactacién de

material genético.

La preparacion de las muestras para TEM se realizé siguiendo un protocolo especifico
optimizado para sistemas basados en ADN. En primer lugar, se empled una placa de tincion
multipocillo como superficie de trabajo, sobre la que se colocé un fragmento de parafilm recortado
circularmente. Sobre este se dispuso una rejilla metalica (grid) recubierta con una pelicula de
carbono, que constituye la cara activa para la retencion de la muestra y sobre la cual se realiza

la observacion.

En un tubo Eppendorf aparte se mezclaron 9 pL de etanol absoluto con 1 yL de muestra, y de
esa disolucion se depositaron 7 pL sobre la superficie de la rejilla. Esta deposicion se realizé
siempre sobre la cara recubierta con carbono del grid, que es la que proporciona soporte
adecuado para la observacion electrénica y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24

horas.

Dado que el ADN presenta bajo contraste electronico de forma natural, se aplicé una tincion
negativa con acetato de uranilo preparada previamente en el laboratorio, lo que permite aumentar
el contraste de las estructuras bioldgicas sin alterar su morfologia. Para ello, se colocaron sobre
un nuevo fragmento de parafilm una gota (10 pL) de solucion de uranilo y a continuacion cuatro

gotas consecutivas de agua destilada (también de 10 pyL cada una) para el enjuague secuencial.

La rejilla fue colocada con la cara de carbono hacia abajo, primero sobre la gota de uranilo
durante 1 minuto, y posteriormente trasladada de forma sucesiva sobre cada una de las gotas
de agua destilada, también durante 1 minuto por paso, para eliminar el exceso de agente de
tincién. Finalizado este proceso, la rejilla se dejé secar otras 24 horas a temperatura ambiente,
con la superficie activa hacia arriba, hasta su completa deshidratacion. Las muestras asi

preparadas quedaron listas para su analisis mediante TEM.

Como parte del disefio experimental, se incluyeron controles negativos consistentes en ADN A

sin compactar (disuelto en tampon Tris-EDTA) y protamina sola (disuelta en tampén Imidazol-
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KCI), los cuales también fueron analizados mediante TEM para comparar su morfologia individual

frente a los complejos obtenidos tras la compactacion.

2.2.3 Microscopia confocal

La microscopia confocal es una técnica de imagen avanzada que permite obtener imagenes con
alta resolucion espacial y excelente contraste, gracias a la eliminacion del desenfoque
procedente de planos fuera del foco. A diferencia de la microscopia de fluorescencia
convencional, el sistema confocal utiliza un ldser como fuente de excitacion y un pinhole
(pequefia apertura) que bloquea la luz proveniente de otras profundidades del espécimen,

generando asi imagenes Opticamente seccionadas de una muestra tridimensional.

En el presente estudio, la microscopia confocal se empleé como herramienta complementaria
para visualizar la distribucion y organizacién del ADN A compactado, utilizando la sefal
fluorescente generada tras la tincion con DAPI. Esta técnica permitié obtener informacién sobre
la presencia, localizacion y morfologia de las estructuras fluorescentes asociadas al ADN en un
unico plano focal, reduciendo el ruido de fondo y mejorando la calidad de la imagen. Ademas,
ofrece la posibilidad de realizar reconstrucciones tridimensionales mediante apilamiento de
secciones oOpticas, aunque en este caso el objetivo principal fue la visualizacion clara de los

complejos fluorescentes.

Para la preparacion de las muestras, se siguié un protocolo estandar adaptado a muestras
tefiidas con DAPI. Como se menciond anteriormente, la tincion con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) permite la deteccién especifica de ADN bicatenario, dado que el fluoréforo se intercala
en regiones ricas en adenina y timina y emite fluorescencia intensa en el canal azul tras

excitacion con luz ultravioleta.

La muestra tefida se depositd sobre un portaobjetos de vidrio estéril, y se fijo afadiendo 3 uL de
medio de montaje, que estabiliza la preparacién y previene el secado. A continuacioén, se coloco
cuidadosamente un cubreobjetos sobre la gota, evitando la formacién de burbujas de aire y

asegurando el contacto uniforme entre la muestra y la superficie del cubreobjetos.

Las imagenes fueron adquiridas mediante un microscopio confocal laser, seleccionando el canal
de fluorescencia azul correspondiente al espectro de emision del DAPI. Esta metodologia
permitié confirmar la presencia de ADN en las muestras compactadas y analizar la distribucion
espacial de los complejos, aportando una perspectiva complementaria a las técnicas electrénicas

y de dispersion 6ptica empleadas en este trabajo.

2.2.4 Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dindamica (DLS) es una técnica ampliamente utilizada para la caracterizacion
de particulas en suspensién, especialmente en el rango de tamafo nanométrico. Su principio se

basa en la medicién de las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada cuando un haz laser
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incide sobre una muestra con particulas en movimiento browniano. A partir del analisis de estas
fluctuaciones, el sistema permite determinar el tamafio hidrodindmico medio de las particulas y

su distribucién en el medio dispersante.

En el contexto de este trabajo, la DLS se empled como técnica complementaria para evaluar la
homogeneidad y estabilidad coloidal de los complejos formados entre el ADN Ay los agentes de
compactacion. Esta técnica permite obtener dos parametros clave para el analisis del sistema:
el Z-Average y el indice de polidispersidad (P, del inglés polydispersity index). El Z-Average
representa el tamafio medio hidrodinamico de las particulas en suspensién (en nanémetros),
mientras que el PI proporciona informacion sobre el grado de dispersion de tamarfios en la
muestra. Un valor de Pl préximo a 0.1-0.3 indica una poblacion relativamente monodispersa,
mientras que valores mas altos (> 0.5) reflejan una mayor heterogeneidad, generalmente

asociada a fendmenos de agregacion o inestabilidad del sistema.

Para llevar a cabo las mediciones, se preparé cada muestra en una cubeta especifica para DLS,
afiadiendo 1000 pL de agua ultrapura previamente filtrada mediante filtro de 0.22 ym, a lo que
se incorporé 1 uL de la muestra compactada. Esta dilucion permite reducir el indice de refraccion
del sistema y minimizar la interferencia por multiples eventos de dispersiéon. La cubeta se
introdujo en el equipo de andlisis, donde se ajustaron los pardmetros instrumentales en funcion

de las condiciones fisicoquimicas del disolvente y de la naturaleza del analito.

El software del sistema proporciona como salida principal una grafica de distribucion de tamafio
de particulas, junto con una tabla resumen que incluye el valor de Z-Average (en nm) y el Pl
Estos datos fueron empleados para evaluar la calidad de las formulaciones y detectar la
presencia de agregados, asi como para comparar la uniformidad de los distintos complejos ADN-

policationes generados bajo diferentes condiciones experimentales.

2.3 Compactacion de otras moléculas de ADN
Con el fin de evaluar la versatilidad y reproducibilidad del protocolo optimizado de compactacion,
se decidié extender su aplicacion a otras moléculas de ADN con tamafios moleculares distintos
al ADN A. Esta estrategia experimental permiti6 comprobar si el método era eficaz no solo para
ADN de gran tamafio, sino también para moléculas de tamafo intermedio y pequefio. Para ello,
se seleccionaron dos nuevos modelos: un plasmido circular de tamano intermedio (~ 7 kb) y
fragmentos de ADN gendmico de salmon, de tamafio significativamente menor (154 pb). Ambos
fueron sometidos al mismo procedimiento de compactacién desarrollado previamente,
manteniendo las condiciones experimentales y el andlisis mediante las técnicas de

caracterizacion estructural mas resolutivas.

2.3.1 Compactacion de ADN plasmidico
Con el objetivo de evaluar la aplicabilidad del protocolo de compactacién desarrollado con ADN

A a otros tipos de material genético, se utiliz6 como modelo un plasmido circular doble hebra
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denominado pVAXHK70. Este plasmido, de 7342 pares de bases, fue disefiado y sintetizado por
un grupo colaborador del Departamento de Nanomedicina, y su secuencia completa no ha sido
publicada. No obstante, su estructura y topologia son representativas de los plasmidos utilizados
habitualmente en estrategias de transferencia génica y vacunacion ADN, por lo que constituye

un modelo molecular relevante para validar la versatilidad del método.

Dado que se trata de una molécula de doble cadena, el nimero total de grupos fosfato —y, por
tanto, de cargas negativas— asciende a 14684, que se redondearon a 15000 para los calculos
estequiométricos. Al igual que en los experimentos realizados con ADN A, se utilizd este valor

para establecer la relacion de cargas entre el ADN y la protamina.

A partir de este valor, se calcularon las relaciones de carga con los policationes empleados en el
estudio. En primer lugar, se utilizé protamina, considerando una carga neta de +20 por molécula,

lo que define una relacion inicial de cargas negativas/positivas segun la siguiente expresion:

15000 cargas negativas del ADN

— y — = 750:1
20 cargas positivas por molécula de protamina

Posteriormente, se procedioé a calcular la molaridad de la solucion de ADN plasmidico disponible,

cuya concentracion era de 2.6 ug/uL. Aplicando la férmula:

Concentraciéon (g/L)

Molaridad (M) = Masa Molecular (g/mol)

26g/L

4.77 - 10% g/mol = 545nM

Molaridad =

Donde se estima la masa molecular del plasmido en 4.82 x 10® g/mol (basado en un peso medio

de 660 g/mol por par de bases multiplicado por 7342 pb).

Esta concentracion tan elevada representa un entorno altamente denso de ADN, lo que podria
dificultar la compactacién efectiva debido a la proximidad entre cadenas y la posible repulsion
estérica. Por ello, se procedid a diluir el plasmido hasta una concentracién similar a la utilizada
previamente con ADN A (10 nM), con el objetivo de trabajar bajo condiciones experimentales
equivalentes. La nueva concentracion seleccionada fue de 50 ng/uL, y la molaridad

correspondiente se recalculé como:

50-10% g/L

277 106 gjmol — 10-5™M

Molaridad (M) =
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Para preparar una solucién de trabajo con esta concentracion a partir de un stock disponible de

protamina a 50 uM, se utilizé la formula de dilucion:

Cl * Vl == Cz.Vz

c, 50 uM

v, = = 78.75 uL
Asi, se mezclaron 78.75 L del stock de protamina con 421.25 uL de buffer Imidazol-KCI para
obtener un volumen final de 500 yL a una concentraciéon de 7.8 uM, que permitia mantener la

relacion de cargas deseada frente al ADN plasmidico.

El procedimiento de compactacion seguido con el plasmido pVAXHK70 fue analogo al descrito
previamente para el ADN A (apartado 2.1.4), con adaptacion especifica de las concentraciones
para mantener la relacion de cargas establecida. Se respetaron los mismos tiempos de

incubacion, condiciones de mezcla y volumen de reaccién.

Del mismo modo, la caracterizacion de los complejos formados se llevd a cabo mediante
microscopia electronica de transmision y dispersion de luz dinamica. Asimismo, la preparacion
de las muestras para ambas técnicas analiticas fue idéntica a la utilizada con el ADN A, conforme
a lo descrito en los apartados 2.2.2 y 2.2.4, respectivamente. Esta homogeneidad metodolégica

permite una comparacion directa entre los distintos modelos de ADN analizados en este estudio.

2.3.2 Compactacion de ADN de salmén
Como modelo de ADN de bajo tamafio molecular se utilizé ADN gendémico fragmentado de
salmon, de longitud media estimada en 154 pares de bases. Al tratarse de una molécula de doble
cadena, el numero total de grupos fosfato, y por tanto de cargas negativas, es de 308 por

molécula.

A partir de este valor, se calcularon las relaciones tedricas de carga frente a los agentes
policatidnicos utilizados. En el caso de la protamina (20 cargas positivas por molécula), la relacion
inicial es:

308 cargas negativas del ADN 16:1

20 cargas positivas por molécula de protamina

Para la espermina (4 cargas positivas por molécula), la relacion estequiométrica es:

308 cargas negativas del ADN
4 cargas positivas por molécula de espermina

=77:1
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Una vez establecidas las relaciones de carga, se procedié a la preparacion de un stock
concentrado de ADN de salmoén. Se disefid una solucion madre de 20 uM, que serviria como
punto de partida para futuras diluciones. Dado que el stock debia prepararse por pesada, se

aplico la férmula general de la molaridad:

Masa (g)

Molaridad (M) = Volumen (L) - Peso Molecular (g/mol)

Despejando la masa:
Masa (g) = Molaridad - Volumen - Peso Molecular

Considerando un peso molecular medio de 101640 g/mol para 154 pb (154 x 660 g/mol), se
obtiene una masa de 30 mg. Asi, se pesaron 30 mg de ADN de salmén y se afiadieron a un tubo
Eppendorf con 18 mL de buffer Tris-HCI-EDTA. La mezcla se agitd6 suavemente hasta su

completa disolucion, y posteriormente se ajusté el volumen a 20 mL con el mismo buffer.

Para asegurar la comparabilidad con los modelos anteriores, el ADN se diluyé a una
concentraciéon de trabajo de 10 nM, mediante una dilucién 1:2000 a partir del stock de 20 uM.

Esta concentracion se mantuvo constante en todos los ensayos de compactacion.

A partir de esta concentracion de ADN (10 nM) y las relaciones de carga previamente definidas,
se calcularon las concentraciones necesarias de protamina y espermina para inducir la
compactacion. En el caso de la protamina, se trabajé con una concentracién final de 0.154 pM,
preparada a partir de un stock de 20 uM. Para la espermina, la concentraciéon necesaria fue de
0.77 yM, también diluida desde un stock de 20 uM. En ambos casos, los volimenes de dilucion
se ajustaron para preparar soluciones de 1 mL totales, de acuerdo con los requerimientos del

protocolo general de compactacion.

El procedimiento de compactaciéon aplicado al ADN de salmén siguié exactamente el mismo
protocolo descrito previamente para el plasmido pVAXHK70 y el ADN A (apartado 2.1.4),
manteniendo constantes tanto los tiempos de incubacion como las condiciones experimentales.
Asimismo, la caracterizacion de los complejos obtenidos se realizd6 mediante microscopia
electrénica de transmision y dispersiéon de luz dinamica. La preparaciéon de las muestras para
ambas técnicas analiticas también fue idéntica a la descrita en los apartados 2.2.2 y 2.2.4,

respectivamente.

28



3. Resultados

En este apartado se presentan los resultados obtenidos tras la compactacién del ADN
bacteriéfago lambda (ADN A) mediante los agentes policatiénicos protamina y espermina,

empleando distintas técnicas de caracterizacion.

3.1 Evaluacion preliminar de la compactacién con protamina en condiciones iniciales

Como se describié en el apartado metodolégico, esta fue la primera condicion experimental
ensayada para evaluar la capacidad de compactacion del ADN A mediante protamina. Esta
prueba preliminar, realizada con un volumen total de 50 yL, permitid identificar limitaciones

importantes y sirvi6 como base para el posterior ajuste y optimizacién del protocolo definitivo.

3.1.1  Microscopia de fluorescencia (ZOE™)

La primera aproximacion a la caracterizacion de la muestra se realizd6 mediante microscopia de
fluorescencia utilizando el sistema ZOE™, con el objetivo de confirmar la presencia de ADN tras
el proceso de compactaciéon. Como se describid en el apartado metodolégico, las muestras
fueron tefidas con DAPI, un fluorocromo que se une de forma especifica a regiones ricas en A-

T del ADN bicatenario y emite fluorescencia en el canal azul al ser excitado con luz ultravioleta.

Esta técnica, aunque limitada en resolucién, resulté util para verificar de forma rapida y preliminar
si el ADN seguia presente en la muestra tras la formacion de complejos con protamina. En el
caso de la muestra correspondiente al protocolo de 50 pL totales, la imagen obtenida mostraba
una distribucion abundante y homogénea de sefiales fluorescentes en el canal azul. Esta
visualizacion (Figura 7) permitié confirmar la presencia de material genético tras el proceso de

compactacion.

Figura 7. Imagen de microscopia de fluorescencia (ZOE™) del ADN A
compactado con protamina en condiciones preliminares (volumen
total 50 L), tefido con DAPI y visualizado en el canal azul.
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3.1.2 Microscopia confocal

La caracterizacion mediante microscopia confocal se realizé para complementar la evaluacion
preliminar de la compactaciéon del ADN A con protamina en la condicién inicial de 50 yL. Aunque
esta técnica ofrece mayor resolucion y permite observar la distribucion espacial del ADN tefiido
con DAPI, las imagenes obtenidas evidenciaron una muestra con notable presencia de suciedad

y falta de uniformidad.

La imagen representativa obtenida mediante microscopia confocal, acompafada de la
correspondiente grafica de tamano de particula, se muestra en la Figura 8. En esta, se observan
estructuras compactadas visibles, identificadas como puntos fluorescentes, cuyo tamafio medio
aproximado fue estimado en torno a 1 ym. Sin embargo, también se aprecia una presencia
significativa de particulas no especificas y la formacién ocasional de estructuras anulares dentro

del campo visual.

Intensity

4000+

0 1.0 20 30
[um]

Figura 8. Imagen obtenida por microscopia confocal de los complejos del ADN
A compactado con protamina y tefiido con DAPI. El grafico muestra el tamario
(aproximadamente 1 um) y la intensidad de fluorescencia de la particula
atravesada por la flecha en la imagen confocal (en el box).
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3.1.3  Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Como se menciond previamente, la microscopia electronica de transmision constituye una
técnica fundamental para la caracterizacion estructural de los complejos formados entre el ADN
A y los agentes compactantes. A diferencia de las técnicas opticas, el TEM permite obtener
imagenes con una resolucidon nanométrica, lo que facilita la observacién detallada de la

morfologia, tamafno y organizacién de las particulas en la muestra.

Tras la observacion de la muestra compactada con protamina, se evidencié una distribucién
notablemente heterogénea de particulas, con tamarfos y formas variadas a lo largo del campo
visual. Como se muestra en la Figura 9, estas estructuras compactadas presentan un rango

amplio de tamafios que abarca desde aproximadamente 30 nm hasta 90 nm, reflejando una

compactacion irregular y poco uniforme bajo estas condiciones experimentales.

Figura 9. Imagen de microscopia electrénica de transmision (TEM)
mostrando la distribucién heterogénea de tamarios de particulas de
ADN A compactado con protamina.

Uno de los hallazgos mas relevantes y destacables en la observacion mediante TEM fue la

formacion recurrente de estructuras anulares, conocidas como toroides (Figura 10).

Figura 10. Micrografia TEM que evidencia la formacion de
estructuras toroides.
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Estas estructuras, con un diametro total cercano a 130 nm y un anillo de aproximadamente 29

nm de grosor.

3.1.4 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Para completar la caracterizacién de la muestra, se recurrié a la técnica de dispersion de luz
dinamica, que permite analizar las propiedades hidrodinamicas de las particulas en suspension
basandose en la medicion de fluctuaciones temporales en la intensidad de la luz dispersada

causadas por el movimiento browniano.

Esta técnica proporciona dos parametros fundamentales para la evaluacién de la muestra: el
tamafio medio de particula o Z-Average, que representa el diametro hidrodinamico promedio
ponderado por intensidad, y el indice de polidispersidad, un indicador cuantitativo de la

distribucién de tamafos dentro de la poblacion de particulas.

En este caso, el Z-Average resulto ser de 5534 nm, un valor considerablemente alto que indica
la presencia de particulas o agregados de gran tamafio. Este resultado es consistente con la
observacion microscépica de estructuras heterogéneas y no uniformes. Ademas, el Pl obtenido
fue de 1.53, un valor muy elevado que confirma la amplia variabilidad en el tamafio de las

particulas y la presencia de multiples poblaciones en la muestra.
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Figura 11. Distribucion de tamafio por intensidad obtenida
mediante DLS para el ADN A compactado con protamina
(protocolo inicial).

Como se menciona anteriormente, la presencia de dos poblaciones distintas, una de menor
tamafio y otra claramente mayor, confirma la coexistencia de particulas pequefias y agregados

o complejos compactados de mayor tamafio en la muestra.
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3.2 Optimizacion del protocolo de compactacion y caracterizacion avanzada

Los resultados preliminares evidenciaron heterogeneidad en tamario y estructura, lo que motivo
la optimizacion del protocolo. Como se describe en el apartado de metodologia, se aumento el
volumen total a 200 uL y se ajustaron las proporciones de reactivos para mejorar la formacién de
complejos. Esta metodologia optimizada permitié una mejora notable en la calidad y uniformidad

de las estructuras formadas, cuyos resultados se presentan a continuacion.
3.2.1 Compactacion con protamina

3.2.1.1 Caracterizacion inicial y validacion del protocolo optimizado

Como parte del proceso de validacién del protocolo optimizado, se repitid la caracterizacion
mediante microscopia de fluorescencia (ZOE™) para confirmar la presencia de ADN A tras la
compactacion con protamina. Al igual que en la condicién preliminar, las muestras fueron tefidas

con DAPI y observadas en el canal de fluorescencia azul.

La imagen obtenida mostré una distribucion clara de sefales fluorescentes puntuales, indicativas
de la presencia de ADN compactado. Estas estructuras, visibles exclusivamente en el canal azul,
confirmaron que el proceso de compactacion mantenia la integridad del material genético y daba

lugar a complejos bien definidos.

La imagen representativa se muestra en la Figura 12, correspondiente a la muestra

caracterizada tras aplicar el protocolo optimizado de 200 pL.

Figura 12. Imagen de microscopia de fluorescencia de ADN
A compactado con protamina segun el protocolo optimizado.

La muestra fue también analizada mediante microscopia confocal con el objetivo de observar la
distribucién espacial tras la aplicacién del protocolo optimizado. En comparacion con la condicién
preliminar, la imagen obtenida evidencié una mejora notable en la definicion de las estructuras
observadas, sin presencia de elementos de fondo inespecificos ni sefiales dispersas. La

visualizacion se limité exclusivamente a entidades compactadas claramente identificables.
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En la Figura 13 se muestran dos de estas estructuras fluorescentes, correspondientes a
complejos de ADN compactado, con tamafios medidos de 1.32 ym y 2.43 ym, respectivamente.
Estos resultados refuerzan la eficacia del nuevo protocolo en términos de especificidad y

organizacion estructural.

= Length=2.43 pm
Length '1,_32 pm g H o

Figura 13. Imagen de microscopia confocal de ADN A compactado
con protamina (protocolo optimizado) tefiido con DAPI.

La observacion mediante microscopia electronica de transmision resulté especialmente relevante
para evaluar la calidad estructural de los complejos formados en condiciones optimizadas. A
diferencia de lo observado en la muestra correspondiente a la fase preliminar, la muestra
analizada tras la aplicacion del protocolo optimizado presentd una alta homogeneidad en
términos de tamafio y morfologia de las particulas. En un amplio campo visual, se observé una
gran cantidad de estructuras compactadas con una distribucion uniforme y tamafnos consistentes,

con un diametro medio aproximado de 100 nm.

Una de las observaciones mas destacadas fue, otra vez, la alta presencia de estructuras anulares
o toroides distribuidas de forma recurrente a lo largo de toda la muestra. En la Figura 14 se

muestra una micrografia panoramica donde se aprecia la homogeneidad en tamafo y la

abundancia de complejos compactados.
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Figura 14. Micrografia TEM panoramica de la muestra compactada con
protamina, mostrando una alta homogeneidad en el tamafo y distribucién de
las particulas.
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Por su parte, la Figura 15 recoge un toroide representativo, cuyo diametro externo es de
aproximadamente 111 nm, mientras que el grosor del anillo se estima en 20 nm, dimensiones
coherentes con los valores descritos en la literatura para estructuras de ADN altamente
empaquetadas.

. Acquisition date: 3/12/2025 Njcaieq magnification: SOKKSe

Figura 15. Imagen TEM representativa de un toroide de ADN A
compactado con protamina.
La técnica DLS se empled nuevamente como herramienta final de caracterizaciéon para
cuantificar el tamafo hidrodinamico y la homogeneidad de las particulas formadas tras la
compactacion optimizada del ADN A con protamina. A diferencia del andlisis realizado en la
condicion preliminar, en este caso la muestra ya presentaba, segun todas las técnicas previas —
especialmente la microscopia electréonica—, una morfologia notablemente mas uniforme, por lo

que se esperaba una mejora clara en los parametros obtenidos mediante DLS.

La muestra fue analizada en cinco mediciones independientes, y los valores aqui reportados
corresponden a la media de esas cinco repeticiones. El Z-Average obtenido fue de 650 nm, una
reduccién significativa respecto al valor extremo observado en la primera prueba de
compactacion (5534 nm). Por otro lado, el PI fue de 0.5, un valor considerablemente inferior al
de la condicion preliminar (1.53), este valor indica una distribucion de tamafos mucho mas
concentrada y con menor presencia de agregados.
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Figura 16. Distribucién de tamario por intensidad obtenida mediante DLS para el ADN
A compactado con protamina (protocolo optimizado).
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Ademas, la grafica de intensidad obtenida durante el analisis mostré una Unica poblacién

dominante, en contraste con la doble poblacion detectada en el experimento previo.

3.2.1.2 Repetibilidad y reproducibilidad del protocolo

Tal como se ha detallado en el apartado anterior, la aplicacion del protocolo optimizado permitié
una mejora sustancial en la compactacion del ADN A, generando nanoparticulas homogéneas y
estructuralmente definidas. No obstante, la validaciéon de un procedimiento experimental no
puede sustentarse Unicamente en un resultado puntual, por muy prometedor que sea, sino que
requiere su repeticion en condiciones idénticas para garantizar su fiabilidad y reproducibilidad.

Con este objetivo, el protocolo optimizado fue repetido en tres ocasiones adicionales,
manteniendo constantes todas las condiciones experimentales —incluyendo voliumenes,
concentraciones y proporciones de reactivos— empleadas en la muestra de referencia. Para la
caracterizacion de estas repeticiones se seleccionaron Unicamente las técnicas de microscopia
electrénica de transmision y dispersion de luz dinamica, al tratarse de los métodos que
proporcionan la informacion mas robusta y representativa sobre la morfologia, el tamafo

hidrodinamico y la distribucion de las particulas formadas.

Como se puede observar en las Figuras 17 y 18, correspondientes a dos de las repeticiones
realizadas, las micrografias TEM muestran resultados altamente consistentes con los obtenidos
en la muestra inicial. En la Figura 17, se aprecia un campo amplio con una distribucién uniforme
de estructuras compactadas de ADN A. En la Figura 18, se muestra un toroide representativo
detectado en una de las repeticiones, con dimensiones comparables a las observadas

previamente.
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Figura 17. Micrografia TEM panoramica de una de las
repeticiones del protocolo optimizado.
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Figura 18. Imagen TEM representativa de un toroide
observado en una repeticién del protocolo optimizado,
confirmando la persistencia de esta morfologia estructurada.

En cuanto al analisis por DLS, los valores obtenidos en las repeticiones fueron muy similares a
los de la muestra de referencia, con Z-Average y Pl practicamente constantes en todas las

mediciones.

3.2.1.3 Estudio de la relacion de cargas (N/P ratio)

Una vez validado el protocolo 6ptimo de compactacion del ADN A con protamina, disefiado en
base a una relacién de cargas 5000:1, se plante6 la necesidad de evaluar como pequefas
variaciones en dicha proporcion afectarian al proceso. Dado que el método utilizado estaba
formulado para lograr una neutralizacién de cargas lo mas precisa posible, surgié la duda de si
ese equilibrio era estrictamente necesario o si existia cierto margen operativo por encima o por

debajo del valor tedrico.

Para abordar esta cuestion, se disefié un pequeno estudio experimental manteniendo constante
la concentracion de ADN A (10 nM) y variando ligeramente la concentracién de protamina, lo que
implicé modificar también la relacion N/P. El objetivo era observar si, bajo estas nuevas
condiciones, seguia produciéndose la compactacién o si esta dependia de forma critica del

equilibrio de cargas exacto.

Las condiciones ensayadas y los resultados observados se resumen en la siguiente tabla (Tabla

4), que recoge las imagenes TEM representativas obtenidas para cada proporcion.
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Tabla 4. Condiciones experimentales empleadas para el estudio de la relacion de cargas (N/P) entre
protamina y ADN A, incluyendo las concentraciones utilizadas y las micrografias TEM obtenidas para cada

ensayo.
Muestra | Concentracin | Tamafio de A- | Concentracion Ratio de Cargas Resultados DLS indice de Resultados TEM
A-DMA (nM1) DMA (pares de Protamina (Protamina: DNA) | (Tamafio Promedio de | Polidispersidad
de bases) (un) Particulas, nm) (P1)
1 10 48502 50 (5000:1) 650.6 0.8
2 10 438502 40 (4000:1) 386 0.32
3 10 48502 45 (4500:1) 561 0.56
4 10 48502 55 (5500:1) 796 0.54 A R
¢
p . { i
] 10 48502 60 (B000:1) - -
i
w
PO A

Las imagenes TEM indican que esta condicion es la Unica que genera particulas compactadas
con morfologia definida y distribucion homogénea. Al incrementar o disminuir ligeramente la
relacién de cargas, se observa una pérdida significativa en la calidad de la compactacién: en las
imagenes TEM correspondientes, las estructuras aparecen dispersas, de morfologia irregular o
incluso inexistentes. En el caso concreto de la condicién 6000:1, ni siquiera fue posible obtener
una lectura correcta mediante DLS.

3.2.2 Compactacion del ADN A con espermina

Una vez establecido y validado el protocolo de compactacion del ADN A con protamina, se
procedié a evaluar la aplicabilidad de este utilizando otro policatién natural: la espermina. El
objetivo era comprobar si, manteniendo el enfoque experimental ya optimizado, podian

obtenerse resultados comparables en cuanto a eficiencia de compactacion y homogeneidad
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estructural. De este modo, se extendi6 el estudio a una segunda molécula con caracteristicas
fisicoquimicas distintas, con el fin de valorar su capacidad para inducir una compactacion efectiva

del ADN en condiciones similares.

3.2.2.1 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La muestra compactada con espermina fue analizada mediante microscopia electrénica de
transmision con el objetivo de evaluar la morfologia y uniformidad de las estructuras formadas
bajo las condiciones experimentales definidas para esta poliamina. Como se observa en la Figura
19, se detectd una alta densidad de particulas compactadas distribuidas de forma regular en el
campo visual. Las estructuras presentaban una morfologia bien definida, con un tamafio medio

en torno a 200 nm, y una dispersion muy reducida.

En comparacion con los complejos formados con protamina, se aprecié una mayor uniformidad

en la geometria de las particulas y una disposicion mas clara de las entidades compactadas.
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Figura 19. M/crografla TEM representativa de la
compactacion de ADN A con espermina.

3.2.2.2 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La caracterizacion de las muestras compactadas con espermina se completé mediante analisis
de dispersion de luz dindmica (Figura 20), con el objetivo de cuantificar el tamafio hidrodinamico
medio de las particulas formadas y evaluar la homogeneidad del sistema. Esta técnica aporta
informacién esencial para validar la eficiencia de compactacion y la estabilidad coloidal de los

complejos formados entre el ADN A y la espermina.

El andlisis arroj6 un tamafo medio de particula de 227 nm, lo que indica la formaciéon de
estructuras de tamano nanométrico bien definido. Este valor es coherente con las observaciones

realizadas por TEM.

El indice de polidispersidad obtenido fue de 0.17, un valor bajo que refleja una distribuciéon de

tamafios estrecha y una alta homogeneidad en la muestra. En términos fisicoquimicos, este nivel
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de dispersion indica que la compactacion inducida por la espermina da lugar a un sistema

estable, con baja presencia de agregados o subpoblaciones heterogéneas.

g 15—

c

©

w

@

&

5 104

-]

=

s

=

FE-

=

3]

b

"]

$

1= 0 T T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000

Tamaiio hidrodinamico de particula (nm)

Figura 20. Distribucion de tamario por intensidad obtenida
mediante DLS para el ADN A compactado con espermina.

Estos resultados refuerzan la capacidad de la espermina para compactar el ADN A de forma

ordenada y reproducible, formando nanoparticulas con propiedades estructurales bien definidas.

3.2.2.3 Estudio de la relacién de cargas (N/P ratio)

Tras confirmar que la espermina era capaz de compactar de forma eficiente el ADN A utilizando
la relacion de cargas tedrica de (25000:1), se decidio realizar un estudio de sensibilidad
experimental para evaluar el comportamiento del sistema ante pequefias variaciones en dicha
proporcioén. Al igual que en el caso de la protamina, el objetivo era determinar si la eficiencia de
compactacion se mantenia en un rango cercano al valor dptimo o si, por el contrario, el sistema

era estrictamente dependiente de la neutralizacion precisa de cargas.

Para ello, se mantuvo constante la concentracion de ADN A (10 nM) y se realizaron ligeros ajustes
en la concentracion de espermina, generando asi relaciones N/P ligeramente inferiores y
superiores a la tedrica. Las condiciones empleadas se recogen en la tabla siguiente, junto con

las imagenes TEM representativas obtenidas para cada caso.

De forma especialmente relevante, se observo que las relaciones 24000:1 y 25500:1 generaban
estructuras compactadas con morfologias altamente definidas y homogéneas, muy similares a
las obtenidas con la relacién tedrica de 25000:1. Aunque los analisis por DLS ofrecieron buenos
resultados en todas las condiciones ensayadas, fue la microscopia electrénica la que permitié

discriminar las diferencias mas sutiles a nivel estructural.
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Tabla 5. Condiciones experimentales empleadas para evaluar el efecto de la relacién de cargas (N/P) en

la compactacion del ADN A con espermina. Se muestran las concentraciones utilizadas y micrografias

TEM representativas para cada proporcion.

Muestra | Concentracion | TamaifiodeA- | Concentracion Ratio de Cargas Resultados DLS indice de Resultados TEM
A-DNA (nM) DMA (pares de | de Espermina (Espermina: DMA) (Tamafio Promedio Polidispersidad
bases) (1) de Particulas, nm) (P1)
1 10 48502 250 (25000:1) 2274 0.17
2 10 48502 240 (24000:1) 351 0.36
3 10 48502 245 (24500:1) A07 0.32
4 10 48502 255 (25500:1) 628 0.58
5 10 48502 260 (26000:1) 353 0.4

En el caso de la relacion 26000:1, correspondiente al extremo superior del rango evaluado, las

imagenes TEM revelaron una pérdida progresiva en la definicion de las nanoparticulas

compactadas. Las estructuras comenzaron a observarse de forma mas difusa y menos nitida.

3.3 Compactacioén de diferentes modelos de ADN

Con el objetivo de evaluar la versatilidad del protocolo de compactacion desarrollado, se aplico

la misma estrategia experimental a otros dos tipos de ADN distintos al ADN A: un plasmido circular

de tamano intermedio (pVAXHK?70) y fragmentos de ADN gendmico de salmén de baja longitud.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion de los

complejos formados mediante microscopia electronica de transmisién y dispersién de luz

dinamica.
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3.3.1  ADN plasmidico (pVAXHK70)
Como primer paso en la caracterizacion, se realizd el analisis por microscopia electronica de
transmision. En la Figura 21 se muestran dos imagenes representativas: una vista panoramica
donde se aprecia una distribucién abundante de estructuras compactadas en la muestra, y una
imagen ampliada enfocada en la visualizacion del tamafo y la morfologia individual de los

complejos. Estas estructuras presentan un tamano medio en torno a 200 nm y exhiben una

morfologia densa y simétrica, indicativa de un empaquetamiento eficiente con protamina.

Figura 21. Imagen TEM del ADN plasmidico pVAXHKT7O: vista panoréamica y detalle
morfolégico.

De forma destacable, en varias zonas de la muestra se identificaron estructuras toroidales bien

definidas (Figura 22), también con diametros proximos a los 200 nm.

A s anbicnh mantshsions i
Figura 22. Visualizacion de estructuras toroidales tras
la compactacion del plasmido.

Para completar la caracterizacion de la muestra compactada, se llevé a cabo un analisis por DLS
(Figura 23). En esta medicion, se obtuvo un valor de Z-Average de aproximadamente 1000 nm,
indicando la formacién de estructuras de gran tamafio, propias de complejos supramoleculares
densamente empaquetados. Este dato es coherente con los resultados observados por TEM,

donde se evidencid una alta densidad estructural y agrupaciones de geometria definida.
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El indice de polidispersidad fue de 0.49, un valor aceptable en el contexto de sistemas basados
en polielectrolitos y complejos ADN-policationes, donde es habitual encontrar una cierta
variabilidad estructural. Destaca la presencia de un unico pico bien definido en la distribucion por
intensidad (Figura 23) que hace referencia a una unica poblacién dominante, sin indicios de

agregacion no especifica ni subestructuras disociadas.
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Figura 23. Distribucion de tamafio por intensidad obtenida
mediante DLS para el ADN plasmidico pVAXHK70
compactado con protamina.

Aunque el tamafio hidrodinamico es superior al de formulaciones mas compactas, se encuentra

dentro del rango esperable para sistemas biolégicos basados en compactacion electrostatica.

3.3.2 ADN gendmico de salmén
La compactacion del ADN gendmico fragmentado de salmén se evalué utilizando los dos agentes
policatiénicos estudiados: protamina y espermina. Se analizaron las muestras resultantes
mediante microscopia electrénica de transmision y dispersion de luz dinamica, con el fin de
valorar la eficiencia de compactacion y las propiedades fisico-quimicas de los complejos
formados.

3.3.2.1 Compactacion con protamina
La compactacién del ADN gendmico fragmentado de salmén se inicid, como en los casos
anteriores, empleando protamina como agente policatiénico. En la imagen TEM obtenida (Figura
24), se observan estructuras condensadas con morfologia redondeada y tamafo bien definido,

con diametros aproximados de 0.34 um y 0.20 ym.

No obstante, se aprecia una cierta variabilidad en las dimensiones de los complejos formados,
con particulas ligeramente dispares entre si. Esta heterogeneidad puede deberse a la reducida
longitud del fragmento de ADN de salmon (~154 pb).
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Figura 24. Imagen TEM de complejos ADN—-protamina
formados a partir de ADN genémico de salmoén.

El analisis mediante DLS arroj6é un valor de Z-Average de 287 nm, significativamente inferior al
obtenido en otros modelos como el ADN plasmidico, y coherente con el tamafio reducido del
ADN gendmico de salmén. El Pl fue de 0.35, valor que indica una dispersion moderada pero

aceptable en sistemas basados en polielectrolitos.

La grafica de distribucion por intensidad (Figura 25) muestra un pico unico, estrecho y simétrico,

centrado en torno a los 287 nm, sin presencia de picos secundarios.
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Figura 25. Distribucion de tamafio por intensidad obtenida
mediante DLS para el ADN de salmén compactado con
protamina.

3.3.2.2 Compactacion con espermina
La caracterizacion morfoldgica inicial se llevd a cabo mediante TEM. A diferencia de lo observado
con la protamina, las estructuras generadas tras la compactacién con espermina presentaron
tamafios significativamente menores, comprendidos entre 0.10 y 0.15 ym (Figura 26). Ademas

del tamafio reducido, las particulas mostraban mayor uniformidad y simetria entre si.
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Figura 26. Imagen TEM de complejos ADN—espermina
formados a partir de ADN genémico de salmén.

El analisis por DLS arrojé un Z-Average de 460 nm y un indice de polidispersidad de 0.50, valores
algo mas elevados que los obtenidos en la compactacién con protamina. Sin embargo, la grafica
de intensidad (Figura 27) muestra un unico pico claramente definido y de distribucién mas ancha,
lo que indica una poblacién principal Unica con una cierta dispersion de tamafos, pero sin
presencia de agregados o subpoblaciones. La amplitud del pico, en lugar de indicar agregacion,
puede estar reflejando una distribucién continua de particulas bien formadas.
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Figura 27. Distribucion de tamafio por intensidad obtenida
mediante DLS para el ADN de salmén compactado con
espermina.

3.4 Controles negativos: analisis individual de ADN A y protamina

Con el objetivo de confirmar que las estructuras observadas en las muestras compactadas eran
consecuencia directa de la interaccién entre el ADN A y el agente policationico, se realizaron

controles negativos en los que se analizaron por TEM los componentes de forma individual.

En la muestra que contenia unicamente ADN A sin compactar, disuelto en tampodn Tris-EDTA, se
observé una estructura de gran tamano (=5.28 um de diametro) y morfologia circular,
correspondiente a la molécula de ADN en su forma plasmidica nativa (Figura 28). Esta estructura
aparecia dispersa, sin sefiales de reorganizacion estructural ni condensacién, confirmando que

el ADN por si solo no forma complejos compactados bajo estas condiciones.

45



ZHm

Acquisition date: 3/2’612025 Indicated magnification: 15kx

Figura 28. Micrografia TEM de ADN A sin compactar
(disuelto en tampon Tris-EDTA).

Por su parte, en la muestra de protamina disuelta en tampén Imidazol-KCl, la imagen TEM
(Figura 29) reveld una distribucién densa y homogénea de contraste oscuro, sin estructuras
discernibles o delimitadas. El aspecto observado se correspondia con una acumulacion amorfa
del policatién en la superficie del grid, posiblemente por secado o saturacion local del agente, lo
que imposibilita la identificacion de particulas definidas. Este resultado demuestra que la
protamina, en ausencia de ADN, no adopta ninguna estructura organizada observable mediante
TEM.

En conjunto, estos controles negativos refuerzan la conclusion de que las nanoparticulas y
estructuras definidas observadas en las muestras compactadas son producto directo de la
interaccion especifica entre el ADN A y los policationes, y no derivan de ninguno de los

componentes individuales.

Figura 29. Micrografia TEM de protamina disuelta en
tampoén Imidazol-KCI.
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4. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo principal el desarrollo y validacién de un protocolo de
compactacion de ADN basado en el uso de policationes naturales —protamina y espermina—,
con especial interés en su aplicabilidad a sistemas de transferencia génica. La capacidad de
compactar eficientemente grandes moléculas de ADN mediante interacciones electrostaticas
resulta critica para su encapsulacion, proteccion y transporte en entornos fisiolégicos,
especialmente considerando las limitaciones asociadas a otros métodos de vehiculizacion como
los vectores virales o lipidicos. En este contexto, se evaluaron distintas condiciones de
compactacion y se aplicaron a tres modelos de ADN con longitudes y estructuras
significativamente diferentes: ADN A (48502 pb), plasmido pVAXHK70 (7342 pb) y fragmentos
de ADN gendmico de salmon (~154 pb).

4.1 Compactacion del ADN A: optimizacioén estructural y formacion de toroides
El ADN A fue seleccionado como sistema modelo para el desarrollo inicial del protocolo de
compactacion debido a su longitud considerable (48502 pb), su estructura lineal de doble cadena
y su alta pureza comercial. Estas caracteristicas lo convierten en una molécula representativa

para evaluar como prueba de concepto.

La primera aproximacion experimental se llevd a cabo empleando protamina como agente
policatiénico y utilizando una relacidon de cargas negativa/positiva (N/P) elevada en un volumen
total reducido (25-50 yL). Bajo estas condiciones, los resultados obtenidos fueron subéptimos:
el analisis por DLS revel6é un Z-Average superior a 5000 nm y un indice de polidispersidad
elevado, indicativo de una poblacion altamente heterogénea y de la presencia de agregados de
gran tamafio. De forma paralela, las imagenes obtenidas por TEM mostraron estructuras
irregulares y desorganizadas, con escasa presencia de morfologias definidas como los toroides
esperados. Estos hallazgos sugerian una interaccién no controlada entre la protamina y el ADN,
posiblemente por una rapida neutralizacion de cargas en un entorno de baja dilucién, que

favorecia la agregacion coloidal.

Para mejorar este proceso, se diseiid una optimizacion experimental basada en el ajuste de la
concentraciéon del ADN y la protamina, manteniendo la misma relacién N/P, pero incrementando
significativamente el volumen total del sistema a 200 yL. Esta dilucion permitié trabajar en
condiciones menos concentradas, facilitando una interaccion mas progresiva entre ambas
moléculas. Bajo este nuevo protocolo, se obtuvieron resultados considerablemente mas
consistentes: el DLS arrojé valores de Z-Average reducidos (entre 600-650 nm) y un indice de
polidispersidad inferior, reflejando una suspensién mas homogénea y estable. Asimismo, el
analisis morfolégico mediante TEM mostré una alta densidad de particulas esféricas bien
distribuidas, con diametros promedio de aproximadamente 100 nm. De forma especialmente
relevante, se observaron estructuras toroidales definidas y repetitivas, lo cual sugiere un

empaquetamiento altamente ordenado del ADN, en linea con lo que ocurre en sistemas
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fisiologicos como la cromatina espermatica, donde las protaminas median la condensacion del

material genético.

Una vez establecido el protocolo 6ptimo de compactacion con protamina, se procedié a evaluar
su aplicabilidad a otro polication natural de interés biomédico: la espermina. Este polimero
enddgeno, con cuatro cargas positivas frente a las veinte de la protamina, presenta un perfil
electrostatico menos intenso y una mayor flexibilidad estructural. Al aplicar exactamente las
mismas condiciones experimentales optimizadas, la compactacién con espermina genero
particulas de menor tamafo y distribucién mas estrecha. El DLS registré un Z-Average de 227 nm
y un indice de polidispersidad de 0.17, lo que refleja una alta homogeneidad poblacional. En las
imagenes TEM se observaron complejos de tamafo regular (~200 nm), densamente distribuidos,

con morfologia esférica uniforme y sin presencia de agregados.

Aunque no se identificaron estructuras toroidales en este caso, la morfologia observada fue
consistente con un empaquetamiento eficiente y controlado. Este comportamiento podria
atribuirse a la menor densidad de carga de la espermina, que favoreceria una interaccion mas
gradual y menos disruptiva con la doble hélice del ADN, permitiendo una reorganizacion
progresiva sin colapso estructural. Este tipo de empaquetamiento puede resultar particularmente
ventajoso en entornos fisioldgicos donde se requiere mantener la estabilidad coloidal del sistema
y preservar la reversibilidad del complejo. En conjunto, los resultados posicionan a la espermina
como un agente de compactacion eficaz para ADN lineal, especialmente Util en contextos donde
se prioriza la homogeneidad de tamanio, la ausencia de agregacion y la posibilidad de liberar el

ADN de forma controlada.

4.2 Compactacion del ADN plasmidico: aplicabilidad del protocolo a modelos circulares
La aplicacién del protocolo de compactacion al plasmido pVAXHK70 tuvo como objetivo valorar
su versatilidad frente a moléculas de ADN de menor tamafio y topologia circular. Aunque en este
caso solo se empled protamina como agente policatiénico, los resultados obtenidos confirmaron
que el método es igualmente eficaz en la generacion de estructuras compactadas bien definidas.
La caracterizacion morfolégica mediante TEM mostré estructuras compactadas bien definidas,
con diametros en torno a 200 nm, asi como la presencia clara de toroides, morfolégicamente
comparables a los observados en el ADN A. La deteccion de estas estructuras en una molécula
de ADN circular resulta especialmente significativa, dado que su configuracién cerrada introduce
restricciones topoldgicas que dificultan la reorganizacion ordenada del polimero. Los resultados
sugieren que, bajo condiciones adecuadas de relacion de cargas y concentracién, la protamina
permite superar estas barreras conformacionales y promover un empaquetamiento controlado y

eficiente.

Desde el punto de vista hidrodinamico, el analisis por dispersién de luz dinamica reveld un
tamafio medio de 1000 nm (Z-Average) y un indice de polidispersidad de 0.49. Aunque el valor

del Z-Average es superior al observado en el ADN A, la curva de intensidad mostré un unico pico
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bien definido, lo que indica la formacién de una poblaciéon dominante de complejos sin agregacion
secundaria. Esta combinacion de morfologia organizada y comportamiento coloidal relativamente
homogéneo confirma la capacidad del protocolo para adaptarse a sistemas circulares de ADN,
consolidando su versatilidad como plataforma de compactacion aplicable a diferentes tipos de

vectores génicos.

4.3 Compactacion de fragmentos del ADN gendmico de salmoén: efecto del tamafio y
comparacioén entre agentes

El ADN de salmén representa un modelo de ADN corto y lineal, de apenas 154 pb, utilizado en
este trabajo para comprobar si el protocolo es efectivo incluso en moléculas pequefias, con baja
carga negativa total. A diferencia de los modelos anteriores, en este caso se emplearon ambos

agentes policatidnicos: protamina y espermina.

La compactacion con protamina genero estructuras visibles por TEM con morfologia redondeada,
aunque con mayor dispersion en el tamafio (entre 200 y 340 nm), y sin organizacién toroidal.
Esta variabilidad puede deberse a que, en moléculas de longitud muy reducida, la interaccion
con policationes cargados como la protamina tiende a formar empaquetamientos menos
controlados y mas dependientes de la relacién local de cargas. En DLS, se obtuvo un Z-Average
de 287 nm con un Pl de 0.35, lo cual refleja una poblacion moderadamente homogénea de

particulas.

En cambio, la compactacién con espermina dio lugar a estructuras mas pequenas (100—150 nm)
y morfolégicamente mas uniformes, tal y como se observd en TEM. Esta diferencia puede
explicarse por el menor niumero de cargas positivas de la espermina, lo que favorece una
compactaciéon mas progresiva y controlada. Aunque el valor de Z-Average fue algo superior (460
nm) y el Pl alcanzé un valor de 0.50, la curva de DLS mostraba un unico pico bien definido, sin
agregacion secundaria. Esto sugiere que, a pesar de la mayor dispersion numérica, la
compactacion con espermina es mas estable desde el punto de vista coloidal. En conjunto, estos
datos apuntan a que la espermina permite una mejor compactaciéon en ADN de pequefio tamafio,

al generar estructuras mas pequefas y consistentes morfolégicamente.

4.4 Consideraciones generales y relevancia funcional
A lo largo del trabajo se ha evidenciado que la relacién de cargas negativa/positiva (N/P) es un
factor critico en el proceso de compactacion, influenciando de manera directa tanto la eficiencia
del empaquetamiento como la morfologia de los complejos formados. Los resultados muestran
que la longitud, conformacién y topologia del ADN condicionan la aparicién de estructuras
ordenadas: en el caso del ADN A, se observaron toroides bien definidos y con alta frecuencia; en
el ADN plasmidico, también se identificaron toroides, aunque en menor proporcion, lo que sugiere
que, si bien la topologia circular introduce restricciones estructurales, éstas pueden ser
superadas mediante un balance adecuado de cargas y condiciones fisicoquimicas. Por su parte,
en el ADN gendmico de salmén, se obtuvieron particulas de tamafo reducido, pero con mayor

dispersion morfolégica, especialmente al emplear protamina.
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La comparacién entre protamina y espermina reveld diferencias funcionales relevantes. La
protamina, con una mayor carga neta y densidad basica, gener6 empaquetamientos mas
compactos, pero también mostré una mayor variabilidad en el tamafo de las particulas. En
cambio, la espermina, al poseer una carga inferior y una conformacion mas flexible, favorecio la
formacion de complejos mas homogéneos en términos de tamafio y distribucion, especialmente
en modelos de ADN de menor longitud como el de salmoén. Este comportamiento puede estar
relacionado con la dindmica de interaccion menos agresiva de la espermina, permitiendo una

compactacion mas progresiva y estructurada.

Estos hallazgos estan en concordancia con estudios previos sobre el empaquetamiento del ADN
espermatico, donde ambos policationes participan en distintas fases de la condensacion nuclear,
asi como con observaciones estructurales en sistemas fisioldgicos, en los que se reconoce la
capacidad de la espermina para facilitar una compactacion mas reversible. Precisamente, la
reversibilidad del sistema, especialmente en el caso de la espermina, constituye una ventaja
significativa frente a otros métodos de vehiculizacion genética como vectores virales o lipidicos,
ya que permite la liberacion controlada del material genético en respuesta a estimulos celulares

o0 ambientales.

En conjunto, el hecho de haber validado un mismo protocolo experimental con tres tipos de ADN
—lineal, circular y genémico fragmentado— demuestra la versatilidad del método y su capacidad
para adaptarse a diferentes contextos estructurales. Esta flexibilidad, unida a la posibilidad de
modular el empaquetamiento mediante ajustes en la relacién de cargas o en el agente
policationico empleado, posiciona a este sistema como una herramienta prometedora para

aplicaciones en terapia génica y nanomedicina.

Conclusiones

El presente Trabajo de Fin de Master ha desarrollado y validado un protocolo eficaz y
reproducible para la compactacion de ADN de doble cadena mediante policationes naturales,
con especial énfasis en su aplicacion potencial en contextos biomédicos como la terapia génica.
Utilizando el ADN A como modelo de referencia, se logroé establecer una relacion éptima de
cargas entre el ADN y los agentes compactantes, que permitio la formacion de nanoestructuras
organizadas y morfolégicamente estables, visualizadas mediante técnicas de alta resolucion
como TEM y DLS.

Posteriormente, el protocolo fue aplicado exitosamente a otras moléculas de ADN con diferentes
tamafios y topologias —incluyendo un plasmido circular y fragmentos de ADN gendémico de
salmén—, lo que permiti6 demostrar su versatilidad y adaptabilidad. La comparaciéon entre
protamina y espermina evidencié diferencias clave en la eficiencia de compactacion, morfologia
de los complejos y homogeneidad estructural, siendo la espermina especialmente relevante por

su capacidad para generar estructuras mas uniformes y reversibles.
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En conjunto, los resultados obtenidos no solo validan el protocolo propuesto como herramienta
experimental robusta, sino que también sientan las bases para su futura aplicacion en el disefo
racional de vectores no virales para transferencia génica. La capacidad de modular la
compactacion del ADN en funcién del agente policationico y del tipo de ADN ofrece una
plataforma flexible y adaptable a distintas necesidades terapéuticas, lo que refuerza la relevancia

de este estudio en el campo emergente de la nanomedicina.
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