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I.  RESUMEN

El siRNA se usa en terapia génica y/o para mejorar la respuesta terapéutica a la quimio o
radioterapia. En este trabajo, se evalud la posibilidad de utilizar SNEDDS cargados con
siRNA-RAD51, como pre-tratamiento para evaluar y comparar la sensibilizacion inducida
por siRNA-RAD51 cuando se combina con un tratamiento quimiofotodinamico (irradiacion
de Doxorrubicina con 450 nm). Se evalud la viabilidad celular mediante ensayo con XTT,

la capacidad clonogénica mediante ensayo de proliferacion y la produccion de ROS.

La transfeccion de siRNA-RAD51 dada por los SNEDDS, disminuyé la viabilidad y
capacidad de proliferacion celular cuando este se combina con la irradiacion de DOX con
450 nm. Los resultados demuestran que los SNEDDS son un vehiculo eficaz para sensibilizar
a las células de cancer mediante la liberacion de siRNA-RAD5L1. Se concluye que el efecto
del silenciamiento génico de siRNA RAD51 mediante SNEDDS mejora el efecto de la
terapia fotodindmica basada en la excitacion de DOX con laser de 450 nm por lo que

representa una alternativa para ser utilizado como tratamiento contra el cancer.



II.  INTRODUCCION
Las células de cancer presentan cierta resistencia ante los tratamientos administrados, esto se
da debido a los maltiples mecanismos que tienen las células para contrarrestar tales efectos
(1). Se han utilizado tratamientos combinados, los cuales se dirigen a diferentes vias para
generar una actividad anticancerigena favorable (2). El agente quimioterapéutico
doxorrubicina (DOX) presenta cierto grado de cardiotoxicidad, una de las alternativas para
reducirla es disminuir la dosis de doxorrubicina, sin embargo, el efecto terapéutico se
compromete (3). En un estudio realizado por Quintos-Meneses et al., (2020) se demostr6 que
la fotoactivacion de DOX, disminuye la viabilidad de las células significativamente en

comparacion con las células que se trataron unicamente con DOX (3).

La terapia génica consiste en introducir ADN o ARN al interior de la célula con el propdsito
de modular la expresion de ciertos genes (4). EI ARN pequefio (siRNA) se utiliza para
silenciar genes de manera transitoria mediante la degradacion del ARNm (5). Sin embargo,
el paso de siRNA a través de lamembrana es un reto para una liberacion intracelular eficiente.
Para facilitar el ingreso de siRNA a las células se utilizan vectores. (6). Las nanoparticulas
se utilizan como vehiculos de farmacos, las cuales se clasifican en 1) NP lipidicas, 2) NP
constituidas por emulsiones, 3) NP constituidas en vesiculas, 4) NP conformadas por

estructuras miscelaneas, y 5) nanofibras (7).

Dentro de las nanoparticulas constituidas por vesiculas se encuentran los liposomas
cationicos, estos se han convertido en la herramienta més utilizada para transfeccion. Estan
constituidos por lipidos cationicos los cuales interactdan con las cargas negativas del ADN o
ARN y lo condesan para formar complejos llamados lipoplex o lipoplejos (8). Estos se unen
a las proteinas de membrana plasmaética mediante enlaces electrostaticos, facilitando el paso

de siRNA a través de la membrana (9).

Por otro lado, los sistemas de administracion de farmacos auto-nanoemulsionantes
(SNEDDS) son mezclas de aceite, farmaco, tensoactivo y co-tensioactivo, que forman
nanoemulsiones cuando entran en contacto con el agua y cuando existe una agitacion suave
como los movimientos peristalticos del intestino. Se prefiere su uso por la mejora de entrega

de siRNA en la célula y su alta capacidad de carga de farmacos (10).



Las terapias utilizadas en el tratamiento de cancer provocan dafio en el ADN, como rupturas
de cadena sencilla y de doble cadena. Las rupturas de cadena sencilla son reparadas por las
vias de reparacion por escision de nucleétidos (REN) y por reparacion de bases (REB). En
cambio, las roturas de doble cadena se reparan mediante extremos no homologos (NHEJ) y
por recombinacion homéloga (RH) (11). La proteina RAD51 se activa para iniciar la RH 'y
asi reparar las roturas de doble cadena. Este es uno de los mecanismos que utilizan las células
de céncer para evitar la muerte celular. Es por ello que la inhibicion de la accion de RAD51

se ha utilizado como estrategia para mejorar el efecto terapéutico (12).

La proteina SIRT3 regula la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) manteniendo
a la célula sin estrés oxidativo, mediante enzimas como isocitrato deshidrogenasa o
manganeso superoxido dismutasa. En algunos estudios se considera como una proteina
supresora de tumores ya que favorece la muerte celular en condiciones de estrés oxidativo
(13).

Considerando la efectividad de los liposomas catidnicos y los SNEDDS para la entrega de
SiRNA, en este proyecto se utilizaran a los SNEDDS cargados con siRNA-RAD51 como
pretratamiento para evaluar la sensibilizacién inducida por siRNA-RAD51 cuando se
combina con un tratamiento quimiofotodinamico basado en la fotoactivacion de DOX con
450 nm.



I1l. ANTECEDENTES

En las Gltimas décadas se han desarrollado nuevos métodos para el tratamiento del cancer.
Sin embargo, debido a la toxicidad asociada a la dosis, la resistencia que presentan las células
a los farmacos y la farmacocinética aun hay desafios que superar para mejorar el efecto
terapéutico. El desarrollar un nuevo farmaco supone costos y mayor tiempo de investigacion,
por lo que; se ha optado por combinar las terapias existentes, con el objetivo de afectar a
varias rutas celulares y al mismo tiempo; manejar dosis de farmacos seguras que resultan en
menores costos (14). Las terapias combinadas asistidas por nanotecnologia pueden disefiarse
para controlar la liberacion de farmacos, para dirigirse selectivamente a los tejidos diana, asi

como para responder a un estimulo externo o interno (14).

El efecto fotodinamico fue descrito en 1900 por Raab y en 1966 Lipson informo por primera
vez una respuesta terapéutica en cancer de mama (15). La terapia fotodindmica esta aprobada
por la Federal Food and Drug Administration (FDA) desde 1995 en los Estados Unidos para

el tratamiento paliativo de canceres de es6fago y en lesiones bronquiales desde 1998 (16).

En un estudio realizado por Quintos Meneses, et al (2020) se observé que al fotoactivar un
agente quimioterapéutico (DOX) con luz laser de 450 nm o radiacion Cherenkov se

producian especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales favorecian el efecto terapéutico
@A).

El silenciamiento génico por ARNI es una nueva estrategia para silenciar genes especificos
a nivel postranscripcional con el objetivo de reducir o bloquear la expresion de genes
alterados o sobre expresados (17). Este mecanismo fue observado en 1990 cuando intentaban
sobre expresar a la enzima que produce el color purpura de las petunias y para ello
introdujeron varias copias del gen que codificaba para esa enzima, sin embargo, obtuvieron
flores sin color (18). Esto debido a que los niveles de la enzima eran 50 veces menores en
comparacion con las flores originales, concluyendo que tanto los genes que introdujeron

como el gen natural no se expresaban (19).

En 1998 Andrew Fire y Craig Mello observaron que al inyectar dSRNA (ARN de doble
cadena) se producia un silenciamiento de la expresion de genes que era especifico de

secuencia (20). Mas adelante, en el 2001 se demostro que si el dSRNA era de 21-25



nucleotidos (siRNA) inducia un silenciamiento especifico en células de mamiferos, por lo

que; hubo interés particular por esta metodologia como herramienta terapéutica (21).

La aplicacion terapéutica de siRNA para silenciamiento de genes, es prometedora. Sin
embargo, para que sea eficaz es necesario superar barreras intracelulares y extracelulares,
como por ejemplo la presencia de enzimas que pueden degradar el sSiIRNA. La vida media de
los siRNA oscila entre varios minutos y una hora (22). Para ser eficaces, los SiIRNA deben
Ilegar a las células diana que expresan el gen de interés, y una vez situados en la célula diana,

aun deben enfrentar barreras para que el gen sea silenciado (23).

Debido a esto, los avances en nanotecnologia han dado lugar a innovaciones en el campo de
la nanomedicina mejorando los tratamientos mediante el desarrollo de nanoparticulas que
contienen agentes de diagnostico o tratamiento y proporcionan una estrategia de

nanomedicina con un gran potencial (24).

En un estudio realizado por Chen-Hua, et al (2015) utilizaron nanoparticulas de lipidos,
calcio y fosfato para administrar el siRNA HIFla (factor 1-alfa inducible por hipoxia) al
citoplasma de células de carcinoma escamoso de cabezay cuello (SCC4 y SAS) que expresan
el receptor sigma, las cuales también se sometieron a terapia fotodinamica. Las
nanoparticulas de siRNA HIFla redujeron la expresion de HIF1o, aumentaron la muerte
celular e inhibieron el crecimiento celular mediante la terapia fotodindmica. En este estudio
se concluyo que el siRNA HIF1la formulado en nanoparticulas en combinacion con terapia
fotodinamica tiene el potencial de emerger como un tratamiento eficaz para el cancer de

cabezay cuello (25).

Por otro lado, Chuan Ma, et al (2017) utiliz6 nanoparticulas de polietilenglicol-
polietilenimina-clorina e6 (PEG-PEI-Ce6) para administrar SiRNA de Wnt-1 al citoplasma
de células KB (carcinoma de células escamosas orales) que se sometieron a terapia
fotodinamica. El siRNA de Wnt-1 redujo la expresion de Wnt-1y en combinacion con terapia
fotodinamica inhibio el crecimiento celular y mejoro el efecto de eliminacién de células de

cancer (26).

Asi mismo, Lecaros Rumwald combino terapia fotodindmica con nanoparticulas de fosfato
de calcio y lipidos (LCP NP) para administrar siRNA especifico de VEGF-A (factor de



crecimiento endotelial vascular) a modelos de xenoinjerto de carcinoma de células escamosas
de cabezay cuello humano donde la terapia combinada mostré una disminucidn significativa
del volumen tumoral a ~70% y ~120%, concluyendo que esta combinacion tiene el potencial

de mejorar la eficacia terapeutica de la terapia fotodinamica (27).

Los liposomas representan la primera generacion que revolucionaron la administracion
parenteral de farmacos. La palabra liposoma deriva de dos palabras griegas: lipos (grasa) y
soma (cuerpo o estructura), estos estan conformados por una 0 mas bicapas lipidicas que
rodean las unidades acuosas, lo cual los hace ideales para la administracion de farmacos tanto
lipofilos como hidrofilos (28). Las formulaciones de liposomas que se usan actualmente
tienen tiempos de circulacion prolongados, estos se alteran mediante: modificaciones en la
composicion lipidica de la membrana liposomal, adicion de lipidos cargados positiva o

negativamente y union de proteinas (29).

Por otro lado, las formulaciones basadas en lipidos mejoran la absorcion y, por lo tanto, la
biodisponibilidad oral de los farmacos lipofilicos (30). Dentro de esta categoria los SNEDDS
ofrecen una fuerte alternativa a las formulaciones orales, ya que la liberacién del farmaco es
mas rapida en todo el tracto gastrointestinal (GI) (31). Estos han surgido como una estrategia

vital para la administracion de farmacos con poca solubilidad acuosa (32).

Recientemente, Morales-Becerril desarrollé y optimizé una formulacién basada en SNEDDS
con estabilidad termodinamica suficiente para el transporte de siRNA, con un adecuado

tamafio nanométrico y hemocompatibilidad (33).



IV. MARCO TEORICO

1. Terapia génica
La terapia génica consiste en introducir material genético en la célula, ADN o ARN para
modificar sus funciones. El efecto puede ser la activacion o la supresion de alguna funcion
que se esté produciendo incorrectamente o para introducir modificaciones que puedan
resultar benéficas en el tratamiento de enfermedades (34).

La terapia génica con relacién al cancer propone reemplazar o alterar la expresion de ciertos
genes que participan en la progresion tumoral. Para llevar a cabo esta terapia se requiere de
un gen terapéutico, un método para introducirlo a las células y la expresion de este en las

células blanco (35).

Existen muchas maneras de regular la expresion de los genes en las células, una de ellas es
mediante el silenciamiento génico, el cual consiste en inhibir la expresion de estos. Tiene
lugar en el nucleo y en el citoplasma de la célula y es capaz de participar regulando la

transcripcion y la traduccién (36).

2. Silenciamiento génico mediante ARN de interferencia (ARNI).
Recientemente para el tratamiento de cancer se han aplicado ARN de interferencia (ARNI),
estos constituyen un mecanismo de silenciamiento génico en el que moléculas de ARN de
doble cadena (ARNdc) regulan la expresion de un gen especifico. EI ARNi ejerce su accion
a distintos niveles: inhibicién de la traduccién, remodelacién de la cromatina y degradacién
e inhibicion del ARNm (37).

Los ARNi consisten en pequefios ARN reguladores llamados microARN (miRNA) y
pequefios ARN de interferencia (SiRNA) que actdan silenciando los ARN mensajeros

(ARNmM) diana mediante una secuencia especifica (5).

2.1 miRNA (microRNA)
Los microARN son pequefios ARN no codificados para proteina. Los genes que codifican

para microARN se transcriben en forma de precursores largos en el interior del ndcleo,



Ilamados miRNAs primarios (38). EI miRNA primario es cortado en una o mas moléculas
con forma de horquilla por las ribonucleasas Drosha y Pasha/DGCR8 formando pre-miRNAS

de 60-70 nucledtidos (39).

Los pre-miRNAs son procesados y llevados al citoplasma, los cuales se convierten en
miRNAs maduros y asi realizan su funcion. Una vez en el citoplasma los miRNAs se integran
en un complejo denominado RISC, formado por la proteina Dicer, la proteina quinasa
activadora dependiente de ARN (PRKRA) y la proteina Ago2. Este complejo genera dos

cadenas, una cadena madura de miRNA y su complementaria (40).

La cadena complementaria es eliminada y la cadena madura se une al complejo RISC.
Posteriormente, el complejo se une a la secuencia del ARNm (ARN mensajero) diana, el cual
contiene la secuencia complementaria al componente miRNA y corta el ARNm, induciendo

su degradacion e inhibiendo asi la traduccion a proteina (41).
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Figura 1. Biogénesis del micro-ARN. Figura obtenida de (39).

2.2 siIRNA (pequeiios ARN de interferencia)
Los siRNAs se originan de un ARN de doble cadena (ARNdc) que se produce de manera
enddgena o exdgena. Una enzima ARNasa de tipo 111 denominada Dicer los reconoce y los

transforma en siRNA de aproximadamente 21-23 nucleétidos (42).



Una vez formados los siRNA son reconocidos por un complejo enzimatico llamado complejo
RISC. El complejo RISC esta formado por proteinas argonautas 1 y 2 (Agol y Ago2) y
dominios PIWI denominadas proteinas slicer dada su actividad endonucleasa (17).

Una vez que el siRNA se ensambla con el complejo RISC la actividad helicasa asociada al
complejo desenrolla la doble hélice del siRNA, una de esas hebras se denomina hebra guia y

la otra hebra pasajera (43).

La hebra guia es la que permanece asociada al complejo mientras que la hebra pasajera es
degradada por la proteina Ago 2 la cual tiene actividad endonucleasa. La hebra guia se
distingue de la hebra pasajera por ser termodindmicamente mas inestable lo que facilita su

unién al complejo RISC (17).

El complejo RISC reconoce al ARN mensajero (ARNm) diana que contiene la secuencia
complementaria del siRNA y guia el corte del ARNm, suprimiendo de esta manera la

expresion del gen (44).
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Cabe mencionar que los siRNA son altamente susceptibles a la degradacion enzimatica que
se encuentra en el suero y los tejidos. La vida media de los siRNA en el suero oscila entre

varios minutos y una hora (22).

Los siRNA deben sobrevivir en el suero para llegar a las células diana y aun ahi deben
enfrentar una serie de obstaculos para silenciar el gen de interés (46).

Es por ello que se han desarrollado sistemas de administracion no virales, formulaciones de
liposomas, nanoparticulas, fracciones de direccionamiento e incluso la modificacion de
quimica directa del sSiRNA (46).

3. Liposomas
Los liposomas facilitan la internalizacion eficiente del siRNA mediante la fusion de la
membrana con la célula huésped (47).

Los liposomas son vesiculas esféricas constituidas por bicapas de fosfolipidos que encierran
un compartimento acuoso. Estos se caracterizan por presentar una region polar de caracter
hidrofilico (afinidad por el agua) y una regién apolar hidrofébica (repele moléculas de agua)

formada por cadenas hidrocarbonadas alifaticas (48).
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Figura 3. a) Fosfolipido, b) Liposoma esférico en medio acuoso. Figura tomada de (49).

Los liposomas pueden fusionarse con las membranas celulares y mejorar la administracion
de farmacos a las células (50). El liposoma protege a los &cidos nucleicos de la degradacion
enzimatica y administra acidos nucleicos en las células al interactuar con la membrana

celular, la cual posee carga negativa (51).

Existen dos tipos de liposomas: material lipidico neutro y cationico (52).
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3.1 Liposomas cationicos
Los liposomas cationicos se han convertido en la herramienta mas utilizada para transferir el
ADN in vitro, estan constituidos por lipidos cationicos, los cuales interaccionan con el
material genético a transferir y con las membranas celulares que atravesaran para que el gen

transfectado se exprese (8).

Los lipidos catiénicos interaccionan con las cargas negativas de los grupos fosfato del ADN
y lo condensan. Esta interaccion ocurre por las cargas negativas de los grupos fosfato del
ADN vy la carga positiva de los lipidos catidnicos, de esta manera los lipidos catidnicos
condensan el ADN y en forma de complejos llamados lipoplex o lipoplejos, se unen a las
proteinas de la membrana plasmatica mediante enlaces electrostaticos (9).Los complejos con
carga positiva utilizan las proteinas de la membrana plasmatica para fijarse en la célula

facilitando su introduccion por endocitosis (9).

En la endocitosis, en la mayoria de los casos se forma un endosoma el cual dirige el complejo
hacia los lisosomas (vesiculas) los cuales contienen enzimas hidroliticas que tienen la
capacidad de degradar al ADN, es por ello que es conveniente que el complejo permanezca
poco tiempo en el endosoma y se libere en el citoplasma. La liberacién puede ocurrir
mediante dos mecanismos: fusién con la membrana endosémica o por la desestabilizacion
de esta (53).
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Figura 4. Transfeccion y endocitosis mediada por lipoplex. Figura obtenida de (54).

Asi, la primera barrera que debe atravesar el complejo ADN-liposoma es la membrana

plasmatica, posteriormente debe atravesar las membranas de los lisosomas para que el ADN
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Ilegue al citoplasma y por dltimo para llegar al nucleo tiene que atravesar la membrana

nuclear (8).

3.2 Lipofectamina

La lipofectamina 2000 es un reactivo basado en liposomas cati6nicos que proporciona una

alta eficiencia de transfeccion y altos niveles de expresion transgénica en varios tipos de

células in vitro. Funciona formando complejos con moléculas de &cido nucleico, lo que les

permite superar la repulsion electrostatica de la membrana celular y ser absorbidos por la

célula (55).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los liposomas.

Ventajas
La estabilidad aumenta si el liposoma se
prepara mediante encapsulacion.
Los liposomas aumentan la eficacia y el
indice terapéutico del farmaco
(actinomicina-D)
Los liposomas reducen la toxicidad del
agente encapsulado (anfotericina B, Taxol)
Los liposomas ayudan a reducir la
exposicion de tejidos sensibles a farmacos
toxicos.
Efecto de evitacion del sitio
Los liposomas son flexibles, no toxicos,
biocompatibles, completamente
biodegradables y no inmunogénicos para
administraciones sistémicas y no
sistémicas.
Flexibilidad para acoplarse con ligandos
especificos del sitio para lograr una

focalizacion activa

Desventajas

Vida media corta

Baja solubilidad

Fugas y fusion de farmacos / moléculas
encapsulados

El costo de produccion es alto

Menor estabilidad
En ocasiones, los fosfolipidos pasan por
una reaccion similar a la oxidacion y la

hidrolisis.

Rapida absorcion por las células de RES(

sistema reticuloendotelial)

Datos tomados de Sharma, D. 2018 (56)
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4. Nuevas perspectivas para la entrega de siRNA
La via oral es la ruta preferida para la administracion de farmacos ya que presentan
comodidad de administracion, flexibilidad en el ajuste de dosis y condiciones de seguridad,
etc. (57). Las formulaciones basadas en lipidos han mostrado un aumento en la
biodisponibilidad oral de farmacos poco solubles por lo que se ha prestado especial interés
en ellos (58). Estas formulaciones consisten en mezclas de aceites, tensioactivos y en
ocasiones cosolventes, entre las que se encuentran emulsiones, microemulsiones,
dispersiones solidas, nanoparticulas lipidicas soélidas, liposomas y los sistemas

autoemulsificables (59).

5. Sistemas auto-nanoemulsionantes de liberacion de farmacos (SNEDDS)
Son mezclas isotropicas en las que los farmacos se disuelven en la fase oleosa en presencia
de tensioactivos y cotensioactivos que, al diluirse con agua o fluido gastrointestinal, forman
finas emulsiones o microemulsiones. Este proceso de emulsificacion requiere poca agitacion,
la cual es proporcionada por la motilidad del estomago y el intestino delgado (60). Este
sistema evita la disolucion vy, tras la dispersion, forma globulos de aceite de tamafio
micro/nano, permitiendo una rapida absorcion, mejorando asi la biodisponibilidad del

farmaco (30).

Recientemente, Morales-Becerril desarroll6 y optimizo6 una formulacion basada en SNEDDS
con estabilidad termodinamica suficiente para el transporte de siRNA, con un adecuado

tamafio nanométrico y hemocompatibilidad (33).
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Figura 6. Diagrama de flujo esquematico de la preparacion de la formulacion SNEDDS con la

posterior formacién de nanoemulsion (61).
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Los SNEDDS muestran mejores propiedades farmacéuticas frente a los demas sistemas de
administracion de farmacos, debido a sus caracteristicas para penetrar la mucosa intestinal.
Tras formar auto-nanoemulsiones en el tracto gastrointestinal, sufren un mecanismo de
lipolisis inducida por enzimas (lipasas), descomponiendo los lipidos y surfactantes de la

formulacién para poder ser absorbidos principalmente por la via linfatica intestinal (16).

6. Componentes de los SNEDDS

7.1 Fase de aceite
Se utilizan aceites que contienen triglicéridos de cadena media y larga, los cuales presentan
diversos grados de saturacion. Los aceites con la mayor capacidad de solubilizacién
presentan mayor capacidad de carga de la formulacion y absorcién del farmaco (30). Los
triglicéridos de cadena media modificados y los de cadena larga se emplean para mejorar la
solubilidad del farmaco en la formulacion (62).

7.2 Surfactantes

Debido a sus propiedades anfifilicas los surfactantes se encuentran en la interfase aceite-agua
y ayudan a estabilizar la nanoemulsion al reducir la tension superficial. Los tensioactivos se
clasifican de acuerdo a la carga y valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB). En cuanto
a su carga se clasifican en tensioactivos idnicos (aniénicos, cationicos y zwitterionicos) y no
i6nicos. Los tensioactivos idnicos se utilizan méas debido a que presentan menor toxicidad y
capacidad para estabilizar la emulsion en un rango mas amplio de pH y fuerza i6nica de
nanoemulsién. En cuanto a su valor HLB se clasifican en tensioactivos lipofilicos (HLB <
10) e hidrofilicos (HLB > 10) (63). Para seleccionar el tensioactivo para los SNEDDS se
debe tomar en cuenta: la capacidad de emulsion del tensioactivo, su valor de HLB y la
maxima solubilidad del farmaco (30).

7.3 Cosurfactantes / Codisolventes
Para tener una tension interfacial baja es necesaria la adicion de otro tensioactivo
(cotensioactivo) o codisolvente. La combinacion de los tensioactivos mejora la solubilidad
del farmaco y la dispersabilidad del tensioactivo en el aceite, promoviendo la estabilidad y

homogeneidad de las nanoemulsiones (64).

Se ha informado que la proporcién en peso de surfactante/codisolvente impacta en la

distribucion del tamafio y la extension del area de la nanoemulsion (65). El codisolvente

14



migra facilmente hacia la fase acuosa después de la dispersion acuosa, lo que lleva a la
precipitacion del farmaco (66). Cabe mencionar que se pueden agregar antioxidantes,
potenciadores de la viscosidad, e ingredientes para la liberaciéon modificada de farmacos (67).

7. Resistencia de las células a los tratamientos
La mayoria de las terapias para el tratamiento del cancer presentan cierta resistencia por parte
de las células, lo cual limita el efecto terapéutico. La resistencia permite la progresion tumoral
y la reaparicion del cancer. Ha sido de gran interés el estudio de la resistencia en la
quimioterapia y radioterapia, en cambio existe un escaso estudio en la terapia fotodinamica.

Sin embargo, las causas de resistencia se asocian a las implicadas en los farmacos en general
(1).

La capacidad que tienen las células tumorales para reparar los dafios al ADN genera el
desarrollo de resistencia y tumores mas agresivos. Para proteger la estabilidad del genoma,

las células activan varios mecanismos para reparar el dafio al ADN (68).

Algunos tipos de dafio al ADN causan rupturas de cadena sencilla, asi como de doble cadena.
Las rupturas de cadena sencilla son reparadas por las vias de reparacién por escision de
nucleotidos (REN) y por reparacion de bases (REB). En cambio, las roturas de doble cadena
son reparadas mediante reparacion de extremos no homélogos (NHEJ) y por recombinacién
homéloga (RH) (69).

8.1 Reparacion por escision de nucleo6tidos
Repara los dafios causados en el ADN por la radiacion UV, agentes mutagénicos,
quimioterapia, entre otros. En este mecanismo participan proteinas como UvrA, UvrB, UvrC
y UvrD en procariotas y en mamiferos mas de 30 (70).

UvrA se une y reconoce el dafio en el ADN, el cual no es especifico, ya que identifica una
distorsion en la molécula del ADN y no la secuencia errénea de nucle6tidos, por lo que
corrige varios dafios (71). La lesion es reconocida por un complejo de heterodimeros (UvrB
y UvrA>) que causa la desnaturalizacion local de la lesion. Posteriormente, UvrB se adhiere
a la lesion y se desconecta de UvrAz (72). UvrC se une a la cadena que presenta el dafio y
realiza dos escisiones en ella (71). Finalmente, UvrD remueve el segmento de

oligonucleotidos lesionados y la ADN polimerasa | sintetiza los correctos (73).
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Figura 7. Reparacién por escision de nucleotidos. Figura tomada de (74)

8.2 Reparacion de bases
Es utilizada para la proteccion contra dafios y pérdidas de bases generando sitios apurinicos
apirimidinicos (sitios AP) (75), los cuales pueden ser mutagénicos y citotoxicos si no son
reparados, convirtiéndose en una amenaza para la viabilidad celular y para la estabilidad

gendmica, ya que pueden bloquear la replicacion o la transcripcién (76).

Consiste en retirar la base alterada del ADN mediante enzimas llamadas glicosilasas, que
reconocen el dafio y remueven la escision de bases (77). Posteriormente, el sitio AP es
reconocido por una AP-endonucleasa, la cual elimina el resto del nucle6tido produciendo un
corte (78). Finalmente, una exonucleasa degrada el corte dejando un espacio en la cadena, el
cual es reparado por la ADN polimerasa y sellado por la ligasa, restaurando asi la integridad

de la molécula (79).

8.3 Reparacion de extremos no homdlogos
8.31 Fase de reconocimiento de dafio
Inicia con la union del complejo KU70/KU8O en los extremos rotos de la cadena, al unirse
al ADN recluta y activa a la proteina ADN-PKcs (80). Posteriormente el complejo
KU70/KUB80 se desliza al interior de la hebra permitiendo la union ADN-PKcs con la cadena

de ADN y forma un puente molecular entre las dos cadenas rotas (81).
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8.32 Fase de procesamiento
Una nucleasa Ilamada ADN-PKcs-Artemis se recluta al sitio de dafio e interactia con ADN-
PKcs asegurando que los extremos queden alineados (82). Una vez procesados los extremos

pueden generar huecos que tienen que rellenarse con la accion de la ADN polimerasa (83).

8.33 Fase de finalizacion
El complejo XRCC4/ligasa/ 1V/ XLF se encarga de unir los extremos. XRCC4 estabiliza la

actividad de LiglV, ya que sirve como andamiaje e interactta con el complejo KU (84).

8.4 Reparacion por recombinacién homologa (RH)
Este mecanismo repara dafios generados por agentes quimicos, fisicos y radicales libres
derivados de un rompimiento de doble cadena (DSB) especialmente en la fase G2 del ciclo
celular (85). Es indispensable para mantener la integridad del genoma, ya que para reparar
el dafio utiliza una cadena con homologia a la que se dafid, evitando asi la pérdida de
nucleotidos y aumentando la fidelidad y exactitud del proceso. Se basa en el uso de una

cadena de ADN molde para realizar la sintesis y con ello la reparacion del ADN (86).

En este sistema estan involucrados los siguientes genes RAD50, RAD51, RAD52, RAD54,
RAD55, RAD57, RAD59, MRE11-RAD50-NBS, NBS1/XRS2, RAD59 y RDH54/TIDI, asi
como DNA nucleasas (Exol, Sae2, Rad1-Rad10), helicasas (Sgsl, Srs2), topoisomerasas
(Top3), polimerasas (Pol32) y ligasas, las cuales son necesarias para unir la region recién
sintetizada con la region que no fue modificada durante la HR (87).

En levaduras los DSB son reconocidos por un complejo proteico llamado MRN
(RAD50/MRE11/NBS1) (88), este actua junto a la nucleasa Mrell el cual degrada el ADN
produciendo cadenas sencillas (89). Posteriormente RAD52 se une a los extremos de las
cadenas protegiendo al ADN de las exonucleasas. La proteina RAD51 en presencia de ATP
sintetiza un filamento nucleoproteico, el cual busca la secuencia homdloga y cataliza el
intercambio y apareamiento de las cadenas en conjunto con RAD52 (90). En esta etapa
RAD54 estimula a RAD51 alineando las cadenas y de esta manera se sintetiza la cadena,
empleando como molde la secuencia homologa que repara la informacion que se pierde en
el DSB (91).
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Por ultimo, se forma una estructura de cadenas entrecruzadas conocida como intermediario
de Holliday, este liga el proceso de reparacion evitando rearreglos cromosomales (92).

(Figura 8).
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Figura 8. Reparacién por recombinacién homéloga - HR (Homologous

Recombinarian). Figura tomada de (74).

8. RAD51
El complejo RAD51 esta formado por cinco proteinas (RAD51B, RAD51C, RAD51D,

XRCC2 y XRCC3) las cuales envuelven las hebras de ADN en los puntos de ruptura,

convirtiéndose en transductor de la sefializacion del dafio celular (93).

Los niveles de expresion del gen juegan un papel central en la regulacion de la recombinacion
homologa. Las mutaciones que reducen la actividad de RAD51, aumentan la sensibilidad al

dafio del ADN, reduciendo las tasas de reparacion y aumentando la inestabilidad genémica
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(94). De igual manera se han descrito alteraciones en la concentracién de RAD51 debido a

la resistencia a la quimioterapia en los tumores de ovario de alto grado (12).

9. SIRTUINAS
Las sirtuinas son proteinas que necesitan como cofactor metabdlico al dinuclettido de
nicotinamida y adenina (NAD™) para regular la funcién de proteinas mitocondriales. Entre
las funciones que desempefian se encuentran la regulacion de vias de sefializacion
relacionadas con la longevidad, diferenciacion celular, proliferacion, metabolismo,
reparacion del ADN, estabilidad cromosomica, modulacion de la expresion de genes 'y cancer
(95).

El estudio de las sirtuinas en la tumorigénesis y la terapia del cancer es un area prometedora
en la investigacion del cancer. SIRT3 es de particular interés, ya que regula tanto la muerte
como la supervivencia celular, por lo que es considerada como una proteina supresora

tumoral y promotora tumoral (96).

10.1 SIRT3
La sirtuina 3 desacetilasa es una proteina que en humanos esté codificada por el gen SIRT3.
Esta sirtuina es la principal desacetilasa de la mitocondria, participa en la regulacion de su
metabolismo, asi como en la modulacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) limitando el dafio que provoca en los demas compartimentos. Ademéas de otras
funciones regula la oxidacion de acidos grasos e hipertrofia cardiaca (97).

Una de las principales funciones de la mitocondria es la obtencion de energia en forma de
ATP, esto lo hace mediante el proceso de fosforilacion oxidativa, el cual conlleva a la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS estimulan la proliferacion
celular cuando se encuentran en un nivel controlado, pero en niveles elevados puede causar
estrés oxidativo en la célula y dafiar al ADN dando lugar a la carcinogénesis y a la disfuncion
mitocondrial (98). Para que la célula se proteja de este estado de estrés oxidativo y mantenga
el equilibrio, la célula utiliza sistemas antioxidantes. SIRT3 activa enzimas antioxidantes
como la enzima manganeso superédxido dismutasa (MnSOD) v la isocitrato deshidrogenasa
(IDH) para regular la cantidad de ROS (97).
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La MnSOD ejerce su accion como antioxidante convirtiendo el ion superoxido en peroxido
de hidrdgeno, el cual a su vez se convierte en agua por la catalasa para evitar el dafio oxidativo
(98). La isocitrato deshidrogenasa cataliza la descarboxilacién del isocitrato en 2-
oxoglutarato a través de la generacion de Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato
(NADPH) (99).

Estudios recientes muestran como el silenciamiento de la SIRT3 puede contribuir a reducir
la proliferacion celular y aumentar la eficacia de la quimioterapia en distintos tipos de cancer
(96) (100)(101). Por lo tanto, la modulacién de la actividad de la SIRT3 en algunos tumores
podria ser una diana terapéutica, en especial para combatir la resistencia adquirida a las

terapias antitumorales (13).

NAD*
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Figura 9. Bajo condiciones de estrés, la SIRT3 es translocada a las mitocondrias
y es escindida, dando lugar a la forma activa capaz de desacetilar numerosas
proteinas dianas con el NAD+ como cofactor. Figura tomada de (13).

10. Tratamientos combinados
Una de las alternativas que se han utilizado para disminuir la resistencia de las células ante
los tratamientos es la aplicacion de terapias combinadas. Las terapias combinadas han sido
utilizadas con el objetivo de afectar a varias rutas celulares, dificultando que las células de

cancer se adapten al tratamiento y generen resistencia a la muerte celular (2).
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Reportes indican que la combinacién de quimioterapia y terapia fotodinamica produce una
mejor respuesta que las terapias individuales, los autores sugirieron que esta mejora se debe
a un aumento de la actividad de la doxorrubicina, un farmaco utilizado como agente
quimioterapéutico debido a una reaccién fotoquimica de este durante la terapia fotodinamica
(102).

11. Terapia fotodinamica
La terapia fotodinamica (PDT) es un tratamiento que involucra la administracion de agentes
fotosensibilizadores (PS), la presencia de luz y oxigeno molecular con el proposito de
desencadenar la muerte de células especificas mediante la generacion de especies reactivas
de oxigeno, por lo que; se requiere la combinacion de estos tres componentes para lograr el

efecto terapéutico deseado (103)

Una de las principales ventajas que ofrece esta terapia en comparacion con las demas
modalidades es la alta selectividad, ya que los fotosensibilizadores se acumulan
preferentemente en el tumor de las células, es decir, aun cuando el fArmaco se incorpore a
celulas sanas, solo el area irradiada sera afectada, reduciendo de esta manera los efectos

secundarios (104).

Luz

Agente

o Oxigeno molecular
fotosensibilizador g

Terapia

fotodinamica

La terapia fotodinamica consiste en la administracion de un agente fotosensibilizador, el cual
se acumula en las células a tratar, después de un periodo de incubacion se irradia la zona con
luz cuya longitud de onda debe estar dentro del espectro de absorcion del agente

fotosensibilizador para ser activado. Una vez que interacciona con oxigeno molecular se
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generan especies reactivas de oxigeno (ROS) como el superoxido (O2), el hidroxilo (OHY) y

el peroxido de hidrogeno y radicales libres, los cuales llevan al dafio celular (105).

12.1 Radicales libres
En los atomos, los electrones se encuentran ubicados en los orbitales y cada orbital puede
albergar un méximo de dos electrones. Un radical libre contiene uno o més electrones no
apareados, lo que significa que un electron se encuentra solo en el orbital. Dicho esto, los
electrones son mas estables cuando se encuentran apareados en los orbitales, en cambio los

radicales libres son reactivos frente a otras especies (106).

Para lograr la estabilidad un radical puede donar su electrén a otra molécula o puede robar
un electron de otra molécula para formar un par electronico, sin embargo, si esto pasa, la otra
molécula se convierte en un radical libre. Es por ello que los radicales libres tienden a causar

reacciones en cadena, es decir, un radical genera otra radical y asi sucesivamente (107).

Existen diversas sustancias reactivas que reaccionan con diferentes moléculas celulares, las
cuales son: especies reactivas del oxigeno (ROS), especies reactivas del nitrégeno (RNS) y
las especies reactivas del cloruro. Una especie reactiva puede ser radical o no serlo (108).

12.2 Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Las especies reactivas de oxigeno (ROS) incluyen radicales de oxigeno, como superéxido
(02), hidroxilo (OH"), perdxilo (RO2) e hidroperoxilo (HO2) y agentes oxidantes no
radicales como perdxido de hidrogeno (H20z), acido hipocloroso (HOCL) y ozono (Os) los

cuales se pueden convertir en radicales (109).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen por el metabolismo fisiologico
aerobico normal. Las fuentes donde se producen las ROS principalmente son: peroxisomas,
NADPH oxidasas, oxido nitrico sintasa desacoplada (NOS), cadena de transporte de

electrones en las mitocondrias y el sistema del citocromo P450 (108).

12.3 Agentes fotosensibilizadores
El agente fotosensibilizador (PS) es un componente de la terapia fotodinamica, se caracteriza
por no presentar actividad citotdxica. Al ser excitados con luz de longitud de onda apropiada
desencadenan una serie de reacciones intracelulares que producen especies reactivas de

oxigeno (ROS) ocasionando la muerte de las células (103).
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Un FS ideal debe presentar lo siguiente (110) (111):

e Caracterizarse por altos coeficientes de absortividad entre 600-800 nm, ya que en este
intervalo la luz tiene buena capacidad de penetracion en los tejidos y energia
suficiente para excitar el O».

e Ser de composicion quimica conocida, elevada estabilidad tanto quimica como
fotoquimica y presentar alto grado de pureza.

e Minima citotoxicidad en la oscuridad y elevada fototoxicidad.

e Altareactividad fotoquimica con rendimientos de formacion del estado triplete siendo
capaz de producir 'O, y rendimiento sustancia de ROS.

e Localizacion y retencion selectiva en las células blanco

e Penetracion profunda en el tejido diana

e Elevada solubilidad en tejidos bioldgicos

e Adecuada lipofilicidad que permita la difusion a través de membranas biologicas

12.31 Fotosensibilizadores de primera, segunda y tercera generacion
Los agentes fotosensibilizadores de primera generacion son compuestos que manifiestan
eficacia como agentes fotodinamicos, tienen estructuras basadas en la porfirina y entre sus
ventajas se encuentran la destruccion efectiva del tumor, despreciable toxicidad en un
ambiente oscuro y puede ser formulado en preparaciones acuosas para su administracion
intravenosa (111). Uno de los primeros fotosensibilizadores fue Fotofrin, el cual fue
aprobado por la FDA vy utilizado en la terapia fotodinamica por Canada, Holanda, Japén,

Francia, Italia y Estados Unidos para el tratamiento del cancer de eso6fago y pulmén (112).
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Figura 11. Estructura del Photofrin. Figura tomada de (112)

Los fotosensibilizadores de primera generacion presentaban baja intensidad de absorcion en
la ventana terapéutica y una fotosensibilidad cutanea prolongada, lo que conllevaba a una
baja eficacia del tratamiento, por lo que se pretendia encontrar fotosensibilizadores mas
potentes, eficaces, con mayor penetracion y absorcién para una mayor efectividad y menores

efectos adversos (113).

Fue asi como surgieron los fotosensibilizadores de segunda generacion, en ellos se incluyen
porfirinas, clorinas, feoforbides y ftalocianinas. Estos PS son compuestos puros y de
estructura quimica conocida, presentan maxima absorcién a longitudes de onda superiores a
630 nm, contribuyen a la formacion de oxigeno singlete (102) y refieren selectividad por las
células anormales. A pesar de ello, la mayoria de ellos son altamente lipofilicos lo cual
dificulta su biodisponibilidad e implica un desafio para la elaboracién de una forma de

administracion endovenosa (114).

Con la finalidad de superar las deficiencias se desarrollo el &cido 5-aminolevulinico (ALA)
y su derivado 5-aminolevulinato de metilo (MAL) ambos dan origen a la protoporfirina que
se acumula en los tejidos tumorales y se metabolizan en un periodo méas corto que los PS de
primera generacion conduciendo a una menor fotosensibilidad cutanea después del
tratamiento (115).
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La mayoria de los fotosensibilizadores de primera y segunda generacion son de naturaleza
hidréfoba, por lo que tienen limitada solubilidad en agua. Existen fotosensibilizadores
hidrofilicos, sin embargo, estos no son selectivos entre las células blanco y las normales
(116). Es por ello que surgen los agentes fotosensibilizadores de tercera generacion, los
cuales utilizan nanoparticulas como sistemas transportadores tales como liposomas, micelas

o0 particulas poliméricas que aumentan la captacion del PS por el tejido blanco (117).

12. Doxorrubicina
La doxorrubicina (DOX) es un agente quimioterapéutico de la familia de las antraciclinas
utilizado para el tratamiento de diversas neoplasias entre las que se incluyen el cancer de

mama, cancer de pulmon, cancer de ovario, leucemia y linfoma (118).

La DOX estd conformada por restos aglicona y una azlcar Ilamada daunosamina. La
aglicona, responsable del color rojo de las antraciclinas, consta de un anillo tetraciclico con
grupos quinona-hidroquinona adyacentes en los anillos C-B, un sustituyente metoxi en C-4
en el anillo D y una cadena lateral corta en C-9 con un grupo carbonilo en C-13. El azlcar
daunosamina, se une mediante un enlace glucosidico al C-7 del anillo A mediante un enlace
glucosidico (119).
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Figura 12. Estructura quimica de DOX. Figura tomada de (119).

13.1 Mecanismo de accion de DOX
La configuracién planar de las antraciclinas les permite intercalarse entre las hebras de ADN,
accion que se consideré como determinante de su efecto inhibidor de la sintesis de ADN
(120).

Las antraciclinas tienen cuatro mecanismos de accion (121).
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6.

Intercalacion en el ADN con alteracion de la replicacion, la transcripcion del ARN e
inhibicion de la sintesis de proteinas

Formacion de radicales libres, induccién de la peroxidacion lipidica y de las ROS
Alquilacion, reticulacién e interferencia con el ADN

Anulacién y separacion de la cadena ADN por parte de la helicasa

Dafio directo de la membrana con una interrupcion de la estructura de la bicapa,
debido a la oxidacion de los lipidos

Iniciacion de dafio en el ADN a través de la inhibicidn de la topoisomerasa Il

De estos, los principales mecanismos son la formacion de ROS y la accion sobre la

topoisomerasa Il (122).

Intercalacion entre los pares de bases de las cadenas de ADN. La doxorrubicina se
intercala entre las bases del ADN inhibiendo la accion de la enzima topoisomerasa Il
interrumpiendo asi la sintesis de ADN y ARN mediante el bloqueo de los procesos
de replicacion y transcripcion e interrupcion de la reparacion de ADN mediada por
topoisomerasa Il [Figura 6].

Generacidn de radicales libres. La estructura quinona de DOX participa en reacciones
redox como aceptor de electrones, debido a esto se convierte en un metabolito
inestable el cual puede provocar lesiones en el ADN por si mismo o puede volver a
su forma de quinona produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como

superdxido, radicales hidroxilo o peréxido (120).
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Antraciclina induce insuficiencia cardiaca: hipétesis de ROS La inhibicion de la Top 28 es un mecanismo que provoca insuficiencia cardiaca

O OH 0 La Top 28 esta presente en todas las células incluyendo los miocitos

y su inhibicion provoca ruptura del ADN y muerte celular,
O‘O‘ ‘OH activando la via apoptética.
La unién de las antraciclinas a la Top 28 gatilla la cardiotoxicidad.
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Figura 13. Mecanismo de accion de DOX con el ADN. Figura tomada de (123).

13.2 Cardiotoxicidad de DOX
Aungue la DOX es reconocida como un potente agente antineoplasico, presenta efectos
cardiotdxicos por lo que se administra con dosis limitada. Las manifestaciones clinicas de la
cardiotoxidad se clasifican en agudas y crénicas. Se ha informado que los efectos agudos en
el corazon pueden controlarse y con frecuencia son reversibles y ocurren ~11% de los
pacientes después de la terapia. Entre los efectos agudos se encuentran: arritmias, hipotension
y diversas alteraciones electrocardiograficas que desaparecen al concluir el tratamiento. Por
otro lado, los efectos cronicos inducidos por DOX dependen de la dosis y los pacientes suelen

presentar insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) (124).

13. Doxorrubicina como agente fotosensibilizador
Una alternativa para disminuir los efectos secundarios de DOX es aplicar una dosis mas baja
de esta, sin embargo, la respuesta antitumoral se veria comprometida. Una alternativa es el

uso de terapia adyuvante, como la terapia fotodindmica (TFD) (3). Cabe mencionar que los
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espectros de emision y excitacion de DOX han permitido su aplicacion como PS para PDT
(125).

La DOX tiene un maximo de absorcion de 480 nm y dado que las moléculas excitadas pueden
ser muy reactivas, la fotoactivacion de este farmaco puede aumentar la citotoxicidad.
Recientemente, Quintos-Meneses et al., (2020) encontrd que al fotoactivar doxorrubicina con
luz laser de 450 nmy con radiacion Cerenkov se producian ROS. La mayoria de ROS que se

produjeron en ambos casos fue oxigeno singlete (*O2) (3).

14. Fuentes de luz empleadas en la terapia fotodinamica
Las fuentes de luz utilizadas en la terapia fotodinamica deben presentar ciertas caracteristicas
que logren el efecto terapéutico deseado. La longitud de luz a utilizar depende de la longitud
de onda de maxima absorcion del agente fotosensibilizador (PS), la cual logrard la
produccion adecuada de especies reactivas de oxigeno (ROS) que actuaran para producir un

efecto citotdxico en las células de cancer (126).
La fuente de luz ideal debe ser capaz de lograr lo siguiente (105):

e Capacidad de absorcion por el agente fotosensibilizador.

e Capacidad de penetracion en la piel para alcanzar los tejidos diana

e Ser capaz de generar reacciones citotoxicas en la célula.

e Administrarse en un periodo de tiempo breve para conseguir el efecto terapéutico.

e Producir efectos secundarios minimos.

Las primeras fuentes de luz aplicadas en TFD fueron de luz no coherentes, como lamparas
de filamento de tungsteno, halégeno de cuarzo, arco de xenon, haluro metélico y lamparas
de sodio revestidas de fosforo. Estos sistemas son adecuados para el tratamiento de grandes

areas, siendo seguros, faciles de utilizar y de menor costo (127).

Los diodos emisores de luz (LED) son sistemas emergentes para la aplicacion de luz en
terapia fotodinamica. Se caracterizan por ser sistemas compactos, livianos, no emiten calor
y requieren poca energia para producir irradiaciones a diferentes longitudes de onda,
dependiendo de la profundidad de la patologia a tratar pueden implantarse en el extremo de

diferentes catéteres formando pantallas para irradiar grandes superficies (128).
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Las fuentes mas utilizadas en los tratamientos fotodinamicos son los laseres, estos producen
luz monocromaética de alta energia, a una longitud de onda especifica para cada agente
fotosensibilizador. La luz laser puede transmitirse a traveés de una fibra dptica para

suministrarse directamente al sitio de accién (129).

15. Mecanismo de accion de la terapia fotodinamica
Los dos aspectos mas importantes de la terapia fotodinamica (PDT) son los procesos de
transferencia de energia y absorcion de luz. Cuando el agente fotosensibilizador (PS) se
encuentra en su estado basal tiene dos electrones con espines opuestos en un orbital molecular
de baja energia (estado singlete). Después de la absorcién de luz en forma de fotones pueden

producirse dos posibles estados excitados (126).

e Uno de estos estados sucede cuando uno de los electrones es excitado y pasa a un
orbital de mayor energia manteniendo su espin dando lugar al primer estado excitado
del fotosensibilizador (PS?), este estado es inestable y por tanto de corta duracion con
una vida media entre 10 a 10° segundos.

e El segundo estado posible es cuando existe un cambio de espin del electron excitado,
el cual es nombrado estado triplete. Este estado tiene mayor tiempo de duracién lo
que favorece la interaccion con otras moléculas del entorno y ademas incrementa el

potencial del agente fotosensibilizador (129).
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Figura 14. Estados singlete y triplete. Figura tomada de (129).

Cabe mencionar que estos estados pueden volver a su estado fundamental mediante procesos
de desactivacion radiactivos como la fluorescencia y fosforescencia, asi como por procesos

de desactivacion no radiactivos entre los que se encuentran la relajacion vibracional,
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conversion interna y el cruzamiento intersistema (130). Estos procesos de desactivacion son

representados en el diagrama de Jablonski [Figura 9].

En el fendmeno de fluorescencia, la luz absorbida incita a que los electrones pasen a un estado
mas excitado, los electrones antes de liberar la energia en forma de luz pierden un poco de
energia dandose el fendmeno de la fluorescencia. La fosforescencia tiene un tiempo de vida
de 10s, el cual es un tiempo mayor en comparacion con el proceso de fluorescencia como

consecuencia del cambio de spin del electron excitado (131).

El proceso de relajacion vibracional se da cuando existe una colision entre las moléculas
excitadas y las moléculas del disolvente. Durante estas colisiones se produce un exceso de
energia vibracional que se transfiere a las moléculas del disolvente para regresar al estado
basal. En la conversion interna la energia de emision se convierte en calor y no hay presencia
de fotones liberados, esto se da cuando la molécula pasa a un estado electrénico de igual
multiplicidad, pero de menor energia. Por Gltimo, el cruzamiento intersistema se presenta
cuando se invierte el espin de un electron excitado y ocurre la transformacion de un estado

singlete a triplete o viceversa (132).
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1. Absorcitn de la luz; 2. Auorescencia; 3. Conversidn interna; 4. Cruzamiento intersistema;
5. Fosforescencia; é. Produccion de axigeno singulete (fotoproceso tipo l) 7. Transferencia
electrdnica (fotoproceso fipo )

Figura 15. Diagrama de Jablonski. Figura tomada de (112)

El estado triplete excitado (PS®) puede dar lugar a dos tipos de reacciones: una reaccion de
tipo 1 0 una reaccion de tipo Il. La reaccion de tipo I involucra una reacciéon quimica en la
que se producen radicales libres por la interaccion del fotosensibilizador con el sustrato, los

radicales al reaccionar con el oxigeno forman anion superéxido (O2) que por muchos
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mecanismos oxida al sustrato. Por otro lado, en una reaccion de tipo Il el fotosensibilizador
transfiere su energia directamente al oxigeno para formar oxigeno singlete (*O.) el principal

causante del dafio durante la terapia fotodinamica (133).

El oxigeno singlete (*O2) presenta alta reactividad quimica y participa en los procesos de
fotooxidacion bioldgicos y quimicos, dafia biomoléculas tales como lipidos, proteinas y ADN
que pueden desencadenar la muerte celular. Los lipidos son alquenos que contienen
hidrogenos alilicos y reaccionan produciendo hidroperdxidos lipidicos lo que ocasiona
severas consecuencias en la membrana celular. Cabe mencionar que debido a que el oxigeno
singlete tiene una vida media corta solo se ven afectadas las areas donde se localiza el
fotosensibilizador para la muerte celular. Pueden ocurrir las dos reacciones simultdneamente,
pero esto depende del tipo de fotosensibilizador utilizado y de las concentraciones de sustrato

y oxigeno empleadas (134).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cifras de morbilidad y mortalidad por afio y habitante en cancer han ido en continuo
crecimiento a nivel mundial, la falta de respuesta al tratamiento y la resistencia de las células
tumorales inicialmente sensibles a la quimioterapia son causa de un nimero importante de

muertes en pacientes con cancer (135).

Las células tumorales son capaces de generar cierta resistencia a la terapia debido a la
existencia de factores tanto extrinsecos como intrinsecos. Las causas de la resistencia que
presentan las células estan siendo estudiadas, pero al ser multifactoriales el problema adin no
se resuelve completamente (136). La resistencia intrinseca ha conducido al desarrollo de
estrategias que permitan modular la respuesta celular con la finalidad de aumentar el dafio o

la muerte celular.

El silenciamiento génico mediado por siRNA ha mostrado ser una estrategia viable para
sensibilizar a las células de cancer. Para la liberacion de siRNA en el sitio diana se requiere
la utilizacion de sistemas de transporte y entrega en el sitio deseado. Los sistemas de
transporte de farmacos como los liposomas y los SNEDDS son nanosistemas con capacidad
de liberacion citosolica. Sin embargo, hasta la fecha son limitados los estudios que los han
utilizado para el transporte de sSiRNA-RAD51 o para sensibilizar a las células en terapia

fotodinamica.

Considerando que RAD51 y SIRT3 participan en la reparacion de roturas de doble cadena
mediante RH o en la activacion de sistemas de defensa antioxidantes, respectivamente; son
considerados como blancos para el tratamiento. En este proyecto se analiza la posibilidad de
utilizar SNEDDS cargados con siRNA-RAD51 y/o SIRT3 como pre-tratamiento para evaluar
y comparar la sensibilizacion inducida por el silenciamiento de RAD51 y/o SIRT3 en un

tratamiento quimiofotodindmico.
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VI. JUSTIFICACION

De acuerdo al Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Cancer de Mama, Instituto de Salud
del Estado de México, el cancer es la tercera causa de muerte, fallecen por esta enfermedad
14 de cada 100 mexicanos y la expectativa de vida de quienes la padecen es de alrededor de
63 afos. Los tumores malignos mas frecuentes son: el cancer de mama, con 20 mil casos,
cancer de prostata con 14 mil y cervicouterino, de colon y pulmén con 8 mil casos. La
tendencia de la mortalidad es ascendente debido a una mayor incidencia de la enfermedad y
la poca capacidad de respuesta por partes de los sistemas de salud (137).

En el Estado de México la tasa de mortalidad por cancer de mama en el afio 2007 fue de 7.63
mujeres por cada 100 mil habitantes. La tasa de mortalidad més alta divida por regiones, se
encontr6 en la zona de Valle de Bravo con 17.99, Coatepec Harinas con 15.93, Toluca con

11.46, Atlacomulco con 9.36. Zumpango con 8.09 y Texcoco con 4.80 (138).

Las terapias que actualmente se emplean individualmente para el tratamiento de cancer
presentan diversas limitaciones como resultado de algunos mecanismos de resistencia por
parte de las células cancer, tales como la alta inactivacion de especies reactivas de oxigeno
mediante enzimas antioxidantes y mayor reparacion del dafio inducido a membranas,
proteinas y ADN (139) (13). La presente investigacion surge de la necesidad de combatir

dicha resistencia que desarrollan las células de cancer a la terapia fotodinamica.

Estudios demuestran que SIRT3 reduce el estrés celular generado por ROS, al activar
sistemas antioxidantes para mantener los niveles de ROS por debajo de un umbral critico y
producir resistencia al estrés oxidativo, incluyendo el inducido por la quimioterapia y/o
terapia fotodindmica. Esto conduce a una menor produccién de ROS y mayor supervivencia
celular (140).

Se ha observado que los niveles de Mn-SOD, enzima antioxidante, disminuyen de un 50 a
un 90% lo que provoca el aumento de ROS, esto a su vez se relaciona con la disminucién de
la actividad de SIRT3 proteina necesaria para la activacion de Mn-SOD (141). Ademas, se
ha encontrado que la proteina RAD51 participa reparando las roturas de doble cadena

mediante recombinacién homdloga, uno de los mecanismos que utilizan las células de cancer
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para evitar la muerte celular. Es por ello que la inhibicion de la accién de RAD51 se ha

utilizado como una estrategia para mejorar el efecto terapéutico deseado (139).

La presente investigacion busca inhibir la expresion de RAD51 y/o SIRT3 mediante sSiRNA
transportado en SNEDDS con el objetivo de desarrollar una estrategia para mejorar la
respuesta terapéutica ante las células de cancer cuando son sometidas a un tratamiento

quimiofotodinamico, particularmente cuando se fotoactiva a DOX con luz laser.
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VIl. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El silenciamiento génico de RAD51 y/o SIRT3 mediante siRNA transportado en SNEDDS

mejora el efecto fotodindmico?

VII.  HIPOTESIS
Dado que RAD51 y/o SIRT3 participan en la reparacion de dafio al ADN, silenciar
génicamente estas proteinas a través de SNEDDS/siRNA mejoraria el efecto de la terapia
fotodindmica basada en la excitacién de DOX con 450 nm.
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IX. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del silenciamiento génico inducido por SNEDDS/ siRNA en un tratamiento

quimiofotodinamico basado en la excitacion de DOX con 450 nm.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la viabilidad celular después de la irradiacion de la doxorrubicina con luz
laser de 450 nm en células pre-incubadas con siRNA-SIRT3 y siRNA-RAD51

2. Evaluar la produccion intracelular de ROS después de la irradiacion de la
doxorrubicina con luz laser de 450 nm en células pre-incubadas con siRNA-SIRT3y
SiRNA-RAD51.

3. Evaluar las curvas de sobrevivencia después de la irradiacion de la doxorrubicina con
luz laser de 450 nm en células pre-incubadas con siRNA-SIRT3 y siRNA-RAD51.
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X. METODOLOGIA

1. Reactivos y preparacion de soluciones

e Doxorrubicina 98.0-102.0% (HPLC)

e SiRNA-SIRT3

e SiRNA-RAD51

e Lipofectamina 2000

e Opti-Mem Reduced Serum Medium

e Soluciones: Doxorrubicina tenia una concentracion de 1 puM respectivamente,
SiRNA-SIRT3 una concentracion de 50 uM, siRNA-RADS51 una concentracion de 50
pM.

1.1 Preparacion de Opti-Mem
Se prepararon 30ml de Opti-Mem diluyendo 0.4077 g de Opti-Mem y 0.072 g de NaHCO3
en 1 ml de agua destilada. Se ajustd el pH a 7.3 agregando gota a gota NaOH y HCI con
agitacion constante monitoreando el pH. Una vez que el pH final fue de 7.3+ 0.1 se completo

el volumen final de 30 ml con agua destilada.

1.2 Preparacion de Doxorrubicina
Se tomaron de Doxo HCL 0.001g vy se diluyeron en 1 ml de agua destilada para alcanzar una
concentracion de 1.034 mM. Posteriormente se tomaron 9.67ul de la doxorrubicina
concentrada y se diluy6 en 10 ml para obtener una concentracion 1 uM (1000 nM).

1.3 Preparacion 1: SNEDDS/siRNA-Cy3 y SNEDDS/siRNA-RAD51
Para la incorporacion del siRNA en los SNEDDS primeramente se preparo el poliplejo de
siRNA/quitosano (siRNA-CS) con 2500 pmoles de siRNA re-suspendidos en 25 pL de agua
libre de RNasa en una proporcion 5:4. La solucion se agitdé por 5 min y se mantuvo en
agitacion a 120 rpm por 30 min. La mezcla se centrifugd a 1500 rpm por 30 min y 4 °C. El
poliplejo siRNA-CS se formé después de 30 min ¢de reposo o de agitacion? a temperatura
ambiente. Una vez formado el poliplejo siRNA/CS, se prepararon los SNEDDS al afadir
SiIRNA-CS a una mezcla formada con 80 uL del cosolvente PC90 (A: 21%), 148 uL del
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excipiente lipidico Labrafil (B: 39 %) y 152 pL del surfactante Cremophor RH 40 (C: 40 %).
Se agitd durante 2 min para obtener la fase oleosa del SNEDDS y a continuacion se afiadieron
10 mL de agua libre de RNasa. EI SNEDDS se obtuvo luego de agitar a temperatura

ambiente.

1.4 Preparacion 2: poliplejo liposomas/siRNA (lipofectamina 2000)
Para formar el poliplejo liposomas /SiRNA (siRNA-RAD51 o siRNA-SIRT3 0 siRNA-Cy3)
se prepararon dos mezclas. La primera se prepar6 con 1pl (1 picomol) de siRNA diluido en
25 uL. de Medio Opti-MEM e incubando por 5 min a temperatura ambiente. La segunda
mezcla se prepar6d con 0.25 pL de Lipofectamina 2000 diluidos en 25 puL de medio Opti-
MEM. Ambas preparaciones se mezclaron suavemente e incubaron por 20 min a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se agrego a los pozos y se complet6é con un volumen final
a 101.25 puL medio Opti-MEM. Esta mezcla se incub0 por 24 horas antes del tratamiento

fotodinamico con Doxo +luz laser de 450 nm.

2. Cultivo celular
Se utilizaron células T4TD las cuales son una linea celular de cancer de mama, estas se
cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma-Adrich Co)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de anfotericina B y antibidticos
(estreptomicina y penicilina). Los cultivos celulares se incubaron a 37°C y 5% de COa.
Las células se trabajaron con los mismos tiempos y a las mismas concentraciones segin
correspondia en cada tratamiento administrado. Estas concentraciones se propusieron de

acuerdo con el protocolo Lipofectamine 2000.

3. Ensayo de viabilidad celular.
Para este ensayo se sembraron células T47D (8 x 10° células/pozo) en una placa de 96 pozos
e incubaron a 37°C en CO2 al 5% (n = 4) con 100 pL de medio RPMI suplementado con 10%
de FBS y 1% de antibioticos (100 U/ mL penicilina, 100 pg / mL estreptomicina) por 24 h.
Posteriormente, se agregaron los nanosistemas SNEDDS/siRNA-RADS51 (Preparacion 1) y
liposomas/siRNA-RAD51 (Preparacion 2) considerando 1pmol de siRNA en cada pozo.
Como control negativo se usé 1 pmol de liposomas/siRNA-Cy3 o siRNA-Cy3. El siRNA-
Cy3 es una secuencia que no tiene homologia con genes de células de mamiferos y esta

marcada con el fluoroforo Cy3. Después de la transfeccion con SNEDDS/siRNA-RADS51 o
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liposomas/siRNA-RAD51, se agregd doxorrubicina (DOX) a una concentracion 10 nM e
incubo durante 30 min a 37°C y 5% de CO2. Seguidamente, se irradi6 con luz laser de 450
nm por 5 min (diodo laser de 1 400 mW). Como grupos control se usaron: DOX (10 nM),
irradiacion con 450 nm, DOX+450 nm, siRNA-RAD51, liposomas, liposomas/siRNA-
RAD51; liposomas/siRNA-RAD51+DOX, liposomas+Dox+450nm, SiRNA-
RAD51+DOX+450 nm, SNEDDS/siRNA-Cy3, SNEDDS/siRNA-Cy3+450nm,
SNEDDS/siIRNA-Cy3+DOX+450nm, SNEDDS/siRNA-RAD51, SNEDDS/siRNA-
RAD51+DOX, SNEDDS/siRNA-RAD51+450nm. Después de la irradiacion con laser se
retird el medio y se lavo dos veces con PBS 1x estéril. Se colocaron 100 puL de PBS 1x en
cada pozoy se agregaron 50 pL de la mezcla de reaccion XTT (50 pL de XTT + 1 L electrén
coupling). Por altimo, después de 24 h, se midio la viabilidad celular por absorbancia (450
nm y 690 nm) en el espectrofotdmetro Epoch 2 (BioTek Instruments). Para obtener el
porcentaje de viabilidad celular se tom6 como referencia la absorbancia del grupo sin
tratamiento (grupo control). Los resultados se representaron como promedio y desviacion
estandar en los diferentes grupos. Se realizaron pruebas t student para muestras
independientes para comparar si habia diferencias estadisticamente significativas entre los

diferentes grupos de tratamiento.

4. Evaluacion intracelular de ROS
Para este ensayo se sembraron células T47D (8 x 103 células/pozo) en una placa de 96 pozos
e incubaron a 370C en CO2 al 5% (n = 4) con 100 pL de medio RPMI suplementado con
10% de FBS y 1% de antibidticos (100 U/ mL penicilina, 100 pg / mL estreptomicina) por
24 h. Posteriormente, se agregaron los nanosistemas SNEDDS/siRNA-RAD51 (Preparacion
1) y liposomas/siRNA-RADS51 (Preparacion 2) considerando 1pmol de siRNA en cada pozo.
Después de la transfeccién con SNEDDS/siRNA-RAD51 o liposomas/siRNA-RAD51, se
agreg6 doxorrubicina (DOX) a una concentracién 10 nM e incub6 durante 30 min a 37°C y
5% de CO2. Seguidamente, se irradio con luz laser de 450 nm por 5 min (diodo laser de 1
400 mW). Como grupos control se usaron: células sin tratamiento, liposomas/siRNA-
RADS51;  liposomas+DOX, liposomas+450nm, SiIRNA-RAD51+DOX+450 nm,
SNEDDS/siRNA-Cy3, SNEDDS/siRNA-Cy3+450nm, SNEDDS/siRNA-
Cy3+DOX+450nm, SNEDDS/siRNA-RAD5S1, SNEDDS/siRNA-RAD51+DOX,
SNEDDS/siRNA-RAD51+450nm. Se agregd el CellROX a una concentracién 5uM e
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incubd por 30 minutos a 37°C. Se retiro el medio y lavé dos veces con PBS 1x. Se fijaron las
células con 100 pl de paraformaldehido al 2% por 15 min. Se analiz6 la intensidad de
fluorescencia en el lector de microplacas VICTOR Nivo Multimode Microplate Reader. Los
resultados se representaron como promedio y desviacion estandar en los diferentes grupos.
Se realizaron pruebas t student para muestras independientes para comparar si habia

diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos de tratamiento.

5. Ensayo clonogénico
La apoptosis en las células de cancer se evaluara con el kit Annexin V and Dead Cell Kit
(Merck Millipore; Burlington, MA, USA). Las células se cultivaran con una densidad de
1x108 en placas de 6 pozos. Se agregara el complejo siRNA-SIRT3/lipido en cada pozo e

incubaran por 24 h a 37°C.

Posteriormente, se incubara doxorrubicina a una concentracion de 62.5 pg/mL durante 30
min e irradiara con luz laser de 450 nm por 20 min. Células sin tratamiento se usaran como
grupo control. Las células seran tripsinizadas y re-suspendidas en 100 uL de BSA al 1%
(1x10° células/mL).

Posteriormente, se agregaran 100 pL. de Anexina (Annexin V and Dead Cell reagent) a
células en suspension. Estas se incubaran en la oscuridad por 20 min. La intensidad de
fluorescencia se examinara por citometria de flujo usando el analizador Muse cell (Merck
Millipore; Burlington, MA, USA).
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XI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacion de la viabilidad celular
Las celulas de cancer presentan cierta resistencia ante los tratamientos debido a que en la
célula existen diversos mecanismos de reparacion de dafio en el ADN (68). Uno de los
mecanismos que utilizan las células para reparar tales dafios es la recombinacion homdloga,
la cual actua reparando las roturas de doble hebra causadas en el ADN, en este proceso
participa la proteina RAD51(139). De igual manera se ha reportado que la proteina SIRT3
tiene relacion con la resistencia debido a que activa proteinas antioxidantes que protegen a

las células contra las ROS manteniendo a las células en homeostasis (13).

La terapia génica propone reemplazar o alterar la expresion de ciertos genes que participan
en la progresion tumoral, para ello se han aplicado siRNA ya que silencian genes especificos

mediante la degradacion del ARNm diana (35).

Como estrategia terapéutica se han utilizado las terapias combinadas para reducir tal
resistencia y hacer mas sensibles a las células; Quintos Meneses, et al (2020), demostro que
la Doxorrubicina al ser irradiada con luz l&ser y radiacién Cerenkov produce radicales libres,
demostrando el potencial uso de Doxorrubicina como agente fotosensibilizador; asimismo
demostro que la combinacion de quimioterapia y terapia fotodinamica incrementa la muerte
celular (3). El agente quimioterapéutico DOX actla intercalandose en las bases del ADN,
interrumpiendo la reparacion del ADN mediada por la topoisomerasa II  y la sintesis de

ADN 'y ARN (47).

En el presente estudio se analizd el efecto del silenciamiento génico de RAD51 y SIRT3
inducido por siRNA/nanoparticula en tratamientos quimiofotodindmicos. Se evalu6 tanto la
viabilidad celular, la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS), y la
capacidad clonogénica mediante un ensayo de proliferacidén en una linea celular de cancer de
mama T47D.

Como tratamiento fotodinamico se usé el agente quimioterapéutico doxorrubicina (DOX), el
cual fue irradiado con luz laser de 450 nm. En la figura 1, se observa tal efecto, donde existe

una diferencia significativa (p<0.05) en la viabilidad celular cuando se combiné DOX y laser
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de 450 nm (91.37 + 4.38) % en comparacion con las células tratadas Gnicamente con DOX
(98.2 + 12.6) % o laser de 450 nm (106 + 10) %. Este resultado coincide con el reportado en
el estudio de Quintos Meneses et al., (2020), donde se observd que al irradiar DOX con laser

de 450 nm hubo mayor muerte celular (3).

Se ha demostrado que los liposomas cationicos (lipofectamina) permiten el ingreso de siRNA
a la célula'y ademas reducen la expresion de las proteinas (142). En la figura 1, se observa el
efecto sobre la viabilidad de la transfeccion de siRNA SIRT3 con la lipofectamina (Lipo +
SiRNA SIRT3) obteniendo un 96.2 = 1.2 % en comparacion al grupo control siRNA SIRT3.
Este resultado indica que la transfeccidn en liposomas ayuda a la internalizacién celular de
SIRNA SIRT3.

Estudios previos, han demostrado el beneficio de la terapia combinada de quimioterapia
convencional y terapia génica la cual puede superar la quimioresistencia, reducir los efectos
secundarios y mejorar el efecto terapéutico, lo que garantiza una practica prometedora en la

terapia contra el cancer (143). Es por ello que se combino Lipo + siRNA SIRT3 + DOX.

Este efecto también se muestra en la figura 1 donde la combinacion de Lipo + siRNA SIRT3
+ DOX (94.3 £ 1.2) % present0 una diferencia significativa (p<0.05) en cuanto al porcentaje
de viabilidad celular en comparacion con el grupo Lipo + siRNA SIRT3 (96.2 = 1.2) %,
donde a las células no se les administr6 DOX. Este efecto pudo darse debido a que al ser
silenciada SIRT3 mas el dafio celular inducido por DOX provoc6 mayor muerte celular.

Al igual que en la quimioterapia y radioterapia, en terapia fotodinamica es posible obtener
diferencias en el nivel de resistencia cuando este se expresa en términos de la concentracion
de PS y/o cantidad de luz, algunos autores han aumentado la dosis del farmaco o la exposicién

a la dosis del farmaco (144).

Es por ello, que al combinar Lipo + siRNA SIRT3+DOX+450 nm se observé una reduccion
de la viabilidad celular del 15% (85.7 + 1.7) %, comparado con los grupos DOX+450 nm,
Lipo +siRNA SIRT3, Lipo + siRNA SIRT3 + DOX, Lipo + DOX + 450 nm, y siRNA SIRT3
+ DOX + 450 nm. Este efecto sugiere que hubo una poca probabilidad de activacion de

sistemas de defensa antioxidantes por parte de SIRT3 ya que fue silenciada y al fotoactivar
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a DOX con luz laser de 450 nm las células fueron mas sensibles a dafio celular por lo que

hubo mayor muerte celular.
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Figura 1. Viabilidad celular del efecto del silenciamiento génico del gen SIRT3, (* =P <
0.05).

Sin embargo, debido a que el porcentaje obtenido por el complejo Lipo + SiRNA
SIRT3+DOX+450 nm es mayor al 80%, el efecto de silenciar esta proteina no tiene un
impacto significativo para mejorar la sensibilizacion de las células en el tratamiento
quimiofotodinamico.
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Por otro lado, como se comento anteriormente también se silencié a RAD51, esta proteina
participa en la reparacion de roturas de doble cadena de ADN mediante el mecanismo de
recombinacion homdloga, lo que implica que es un objetivo diana para la terapia contra el
cancer (139).

La via de reparacion por recombinacion homologa (RH) es importante para mantener la
estabilidad del genoma y la funcion de toda la via puede comprometerse por la mutacion de

uno o mas de los genes que participan en este proceso de reparacion (145).

La sobreexpresion de RAD51 ocurre con frecuencia en varios tipos de cancer, se supone que
el aumento de la expresion de RAD51 en las células tumorales mejora la reparacion del ADN
y aumenta la resistencia a los farmacos que dafian el ADN (146). Debido a la relacion que
tiene RAD51 con la resistencia se inhibi6 su expresion con el objetivo de hacer mas sensibles
a las células.

En la figura 2, se observa la eficiencia de sSiRNA RAD51 transportado en liposomas (Lipo +
siRNA RAD51) con menos del 90% en la viabilidad celular (87.58 + 2.92) % comparado con
el grupo control siRNA RAD51 (97.54 £+ 7.023) %, tal efecto indica que siRNA RAD51

transportado en liposomas mejora la internalizacion del siRNA en la célula.

En un estudio realizado por Hannay, et al (2007) se encontré que la inhibicion de la actividad
de RAD51 utilizando siRNA aumentd la quimiosensibilidad a la doxorrubicina en dosis bajas
(147). Este efecto también se muestra en la figura 2, la combinacién de Lipo + sSiRNA RAD51
+ DOX mostré menor porcentaje de viabilidad celular (78 + 3) % en comparacién al
tratamiento sin DOX (Lipo + siRNA RAD51) con un 87.58 + 2.92%, ya que al ser una terapia

combinada provocd mayor sensibilizacion de las células tumorales.

Por otro lado, estudios han demostrado que la combinacion del silenciamiento de la expresion
de RAD51 mediado por vectores y el tratamiento con radiacidn ionizante resulta en una
reduccién pronunciada de la supervivencia de las células (148). En un estudio realizado por
Monga Jiang, et al (2022), disefid un fotosensibilizador (CeOla) para dafio del ADN
amplificado por terapia fotodinamica para la inhibicion de PARP (enzima catalitica que
responde rapidamente para iniciar la reparacion del ADN), en el cual se encontrd que el

fotosensibilizador CeOla mostro un efecto inhibitorio sobre las expresiones de PARPL y
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RADS51, lo que confirma que la combinacion de la terapia génica y terapia fotodindmica

mejoran la eficacia del dafio en el ADN (149).

En la figura 2 se muestra la combinacién de Lipo + siRNA RAD51+ DOX + 450 nm, donde
se observé un menor porcentaje de viabilidad celular (71.37% + 9.75) comparado con el
grupo Lipo + siRNA RAD51 + DOX (78 = 3) % donde DOX no fue irradiada (Figura 2).
Este resultado indica una diferencia significativa (p<0.05) entre Lipo + siRNA RAD51 +
DOX + 450 nmy Lipo + siRNA RAD51 + DOX. La razon principal de esto es que RAD51
al ser silenciado no reparo las roturas de doble cadena en el ADN de las células provocadas
por la accion de DOX vy esta al ser irradiada con 450 nm provocd mayor dafio en el ADN y

como consecuencia mayor muerte celular.

Tal efecto nos indica que silenciar génicamente a RADS51 transportado en liposomas en
tratamiento quimiofotodinamico provoca un efecto significativo (p<0.05) de dafio en el ADN

haciendo maés sensibles a las células.
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Figura 2. Viabilidad celular del efecto del silenciamiento génico del gen RAD51, (* =P <
0.05).

En la figura 3, se observa una diferencia significativa (p<0.05) del efecto de silenciamiento
génico sobre el porcentaje de viabilidad celular entre Lipo + SiRNA RAD51 + DOX + 450
nm (71.37 £ 9.75) % en comparacion con Lipo + siRNA SIRT3 + DOX + 450 nm (85.68 +
1.70) %. Tal efecto nos indica que silenciar génicamente a RAD51 transportado en liposomas

hace mas sensibles a las células en tratamientos quimiofotodindmicos.
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Figura 3. Viabilidad celular del efecto del silenciamiento génico de liposomas + siRNA
SIRT3y liposomas + siRNA RAD51, (* = P < 0.05).

Estos resultados sugirieron que era posible cargar SiRNA RAD51 en SNEDDS debido al
impacto que tuvo RADS51 vehiculizado en liposomas sobre la viabilidad celular. Los
SNEDDS son mezclas de aceite, farmaco, tensoactivo y co-tensioactivo, que forman
nanoemulsiones cuando entran en contacto con el agua y cuando existe una agitacion suave

como los movimientos peristalticos del intestino (150).

Los SNEDDS muestran mejores propiedades farmaceéuticas frente a los demas sistemas de
administracion de farmacos, debido a sus caracteristicas para penetrar la mucosa intestinal.
Tras formar auto-nanoemulsiones en el tracto gastrointestinal, sufren un mecanismo de
lipolisis inducida por enzimas (lipasas), descomponiendo los lipidos y surfactantes de la

formulacién para poder ser absorbidos principalmente por la via linfatica intestinal (16).
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Recientemente Morales Becerril (2021), desarrollo una formulacién basada en SNEDDS
para el transporte de siRNA la cual presento estabilidad termodinamica. Derivado de estos
antecedentes, se cargd siRNA RADS51 en SNEDDS con el propdsito de silenciar su

expresion.

Para la comparacion del efecto de silenciamiento de RAD51 transportado en SNEDDS se
utiliz6 SNEDDS Cy3 como control. SIRNA Cy3 es una secuencia de siRNA que no conduce
a la degradacion especifica de ningln mensaje celular. Esta destinado a servir como control
negativo para experimentos que utilizan transfeccion de siRNA dirigida. Ademas, este
siRNA conjugado con Cy3 permite la evaluacion de la eficiencia de la transfeccion mediante

microscopia de fluorescencia.

En la figura 4, se observa que la transfeccion de siRNA RAD51 en SNEDDS (SNEDDS +
siRNA RAD51) disminuyé el porcentaje de viabilidad celular con menos del 50% en
comparacion con el grupo control siRNA RAD51. Esto debido a que los SNEDDS estan
conformados por lipidos homologos a los componentes de las membranas celulares, los

cuales mejoran la estabilidad del sSIRNA y realizan una entrega eficaz y segura de este (151).

Al combinar SNEDDS + siRNA RAD51 + DOX + 450 nm (35.1 £ 3.3) % se obtuvo una
diferencia significativa (p<0.05) en comparacion al grupo de tratamiento sin irradiacion,
SNEDDS + siRNA RAD51 + DOX (46.1 £ 1.9) %.

Este resultado indica que la transfeccion de siIRNA RAD51 con SNEDDS en un tratamiento

fotodinamico provoca mayor muerte celular.
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Figura 4. Viabilidad celular del efecto del silenciamiento génico de SNEDDS/siRNA-
RAD51, (* =P < 0.05).

En la figura 5 se observa un mayor efecto en el porcentaje de viabilidad celular utilizando
SNEDDS como vehiculos para la entrega de siRNA RAD51 en comparacion con los
liposomas cationicos en un tratamiento quimiofotodindmico, ya que Lipo + siRNA RAD51
+ DOX + 450 nm obtuvo un porcentaje de (71.37 £ 9.75) % y SNEDDS + siRNA RAD51 +
DOX + 450 nm (35.1 + 3.3) %.

También se observa en le Figura 5 una diferencia significativa (p < 0.05) entre el grupo donde
se aplicd tratamiento quimiofotodindmico (Lipo + siRNA RAD51 + DOX + 450 nm) en
comparacion al tratamiento solo con el agente quimioterapéutico DOX (Lipo + SIRNA

RAD51 + DOX). Este mismo resultado se repitid cuando se utilizaron SNEDDS como
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vehiculos de siRNA RADS51, donde el tratamiento quimiofotodinamico presento menor

porcentaje de viabilidad celular.

Este resultado indica que siRNA RADS51 vehiculizado en SNEDDS para silenciar la accion
de RAD51 en un tratamiento quimiofotodinamico induce mayor muerte celular, por lo que

este sistema puede ser utilizado para tratamiento contra el cancer.
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Figura 5. Efecto del silenciamiento génico inducido por siRNA RAD51 en liposomas y
SNEDDS.
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2. Evaluacion de produccion de especies reactivas de oxigeno

(ROS)
La terapia fotodindmica estd basada en la administracion de un fotosensibilizador, seguido
de su activacion con luz visible. Esta activacion en presencia de oxigeno intracelular
promueve la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) induciendo la muerte de las
celulas tumorales (152). El dafio en el ADN inducido por ROS entre las que se incluyen las
rupturas de doble cadena pueden causar la inactivacion funcional y la detencion del

crecimiento de las células tumorales (153).

El agente fotosensibilizador al absorber luz pasa de su estado basal a un estado singlete
excitado, el cual es muy inestable y puede regresar al estado fundamental o generalmente
pasa a un estado triplete excitado mas estable. En el estado triplete excitado, el agente
fotosensibilizador reacciona con biomoléculas formandose radicales que interaccionan con
el Oz generdndose ROS como el anién superdxido o el peroxido de hidrégeno (reaccion
fotoquimica tipo 1) o transferir su energia al O, generandose oxigeno singlete (*O,). Cabe
mencionar que el oxigeno singlete es el principal responsable de la muerte celular por terapia
fotodinamica (129).

En la figura 6 se observa que la activacion de DOX con 450 nm gener6 produccion de ROS
(1.1926 + 0.0444) en comparacion con el grupo control (CELL ROX). Este resultado
confirma el estudio realizado por Quintos Meneses, et al (2020), donde se determiné que 450

nm y radiacién Cerenkov producen como ROS al oxigeno singlete en mayor medida (3).

Los resultados también indicaron que el complejo Lipo/siRNA RAD51 en combinacion con
DOX + 450 nm generd un incremento de ROS (1.3576 + 0.3576) en comparacion con los
demés tratamientos (Figura 6), tales como Lipo + 450 nm, Lipo + DOX (), Lipo + siRNA-
RAD51+DOX. En este mismo sentido, para los SNEDDS/siRNA-RAD51 en combinacion
con DOX + 450 nm se observo un incremento en los niveles de ROS en comparacion con
SNEDDS Cy3 + siRNA RAD51 + DOX + 450 nm (Figura 7). Esta tendencia, indica que la
transfeccion de siRNA-RAD51 dada por SNEDDS y/o liposomas tiene un impacto sobre el
estrés oxidativo celular después de un tratamiento quimiofotodinamico. Se sabe que el
silenciamiento génico mediado por siRNA genera un cambio en la homeostasis celular (estrés

celular).
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Figura 6. Produccion de ROS por siRNA RAD51 en liposomas.
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Figura 7. Produccion de ROS por siRNA RAD51 en SNEDDS

3. Ensayo clonogénico

De acuerdo con la forma de la curva de sobrevivencia (Figura 8), las células de cancer de
mama expuestas a una pre-incubacién de 24 h con SNEDDS/siRNA-RAD51 en combinacion
con DOX+450 nm sugiere la reparacion de dafios subletales. Estos dafios son aquellos que
se relacionan con rompimientos sencillos en el ADN, asi como el efecto producido por ROS.
Asi mismo, la combinacién de SNEDDS/siIRNA-RAD51 con DOX+450 nm presenta una
fraccion de sobrevivencia celular menor que la producida por los liposomas/siRNA-RAD51
con DOX+450 nm, indicando que esta estrategia es mas efectiva, debido a la sensibilizacion
inducida por SNEDDS/siRNA-RAD51.
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XIl.  CONCLUSIONES

En el presente trabajo se muestra que los SNEDDS son un vehiculo eficaz para sensibilizar
a las células mediante la liberacion de siRNA-RAD5SL. La transfeccion de siRNA-RAD51
dada por los SNEDDS, disminuy0 la viabilidad y capacidad de proliferacion celular cuando

este se combina con la irradiacion de DOX con 450 nm.

Se concluye que el efecto del silenciamiento génico de siRNA RAD51 mediante SNEDDS
mejora el efecto de la terapia fotodinamica basada en la excitacion de DOX con laser de 450

nm por lo que representa una alternativa para ser utilizado como tratamiento contra el cancer.
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