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Resumen

El cancer es un grave problema de salud debido, entre otras causas, a que un gran porcentaje
de los pacientes muere por radioresistencia, recurrencia del tumor o metastasis. Esto se debe a
la sobreexpresion de la proteina RAD51 que contribuye en gran medida, a la resistencia de las
células tumorales. Una estrategia terapéutica potencial para una variedad de enfermedades es el
silenciamiento de genes especificos mediante ARN de interferencia pequefio (siRNA). Estos siRNA
pueden reducir o bloquear la expresién de un gen alterado o sobreexpresado en las células por lo
que constituyen una herramienta efectiva en la terapia génica. Sin embargo, su uso requiere de un
sistema de transporte y entrega pues los siRNA se degradan rapidamente en su camino al sitio de
interés. Existen diversos sistemas de transporte y entrega de siRNA como lo son las lipoproteinas
de alta densidad reconstruidas (rHDL) que se utilizan ampliamente para la entrega de farmacos. La
via de entrega de farmacos mas conveniente y preferida es la oral, ya que es un método comodo y
no invasivo para el paciente. Los sistemas de administracion autonanoemulsificantes (SNEDDS)
han demostrado ser capaces de trasportar proteinas y material genético, pero hasta ahora no se
han utilizado para el trasporte y liberaciéon de siRNA en tumores. El objetivo de este trabajo
es comparar la radiosensibilizaciéon inducida por siRNA transportado en SNEDDS y rHDL. Se
realizo la preparacion y caracterizacion de mrHDL y SNEDDS cargados con siRNA-Cy3 y se evalud
la transfecciéon utilizando como referencia Lipofectamina 2000. Sin embargo, se encontré que la
formulacion de mrHDL utilizada no es capaz de encapsular de forma eficiente el siRNA por lo
que se requiere continuar las investigaciones en este sentido. Por ultimo, se realiz6 un ensayo de
viabilidad y un ensayo clonogénico utilizando 17" Lu para evaluar la radiosensibilizaciéon inducida
por siRNA transportado en el SNEDDS. Los resultados demuestran que el siRNA transportado por
el SNEDDS radiosensibiliza las células T47D en mayor proporcion que el siRNa transportado en

los liposomas.



6 INDICE GENERAL

Abstract

Cancer is a serious health problem due, among other causes, to the fact that a large percentage of
patients die from radioresistance, tumor recurrence or metastasis. This is due to the overexpression
of the RADS51 protein, which is a major contributor to tumor cell resistance. A potential therapeutic
strategy for a variety of diseases is the silencing of specific genes by small interfering RNA (siRNA).
These siRNAs can reduce or block the expression of an altered or overexpressed gene in cells,
making them an effective tool in gene therapy. However, their use requires a transport and delivery
system as siRNAs are rapidly degraded on their way to the site of interest. There are several
siRNA transport and delivery systems such as reconstructed high density lipoproteins (rHDL)
that are widely used for drug delivery. The most convenient and preferred route of drug delivery
is oral, as it is a convenient and non-invasive method for the patient. Self-emulsifying delivery
systems (SNEDDS) have been shown to be capable of transporting proteins and genetic material,
but so far have not been used for the transport and release of siRNA in tumors. The aim of this
work is to compare the radiosensitization induced by siRNA transported in SNEDDS and rHDL.
Preparation and characterization of mrHDL and SNEDDS loaded with siRNA-Cy3 was performed
and transfection was evaluated using Lipofectamine 2000 as a reference. However, it was found that
the mrHDL formulation used is not able to efficiently encapsulate siRNA so further research in
this direction is required. Finally, a viability assay and a clonogenic assay were performed using
177 L to evaluate the radiosensitization induced by siRNA transported in SNEDDS. The results
demonstrate that SNEDDS-transported siRNA radiosensitizes T47D cells to a greater extent than
liposome-transported siRNAa.
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Capitulo 1

Introduccion

El dafio al ADN causado por la radiacion ionizante (IR) y la capacidad de reparacion del ADN de
las células de cancer, son factores importantes que determinan el resultado terapéutico|l]. Existen
diversos métodos de reparacion del ADN en las células, uno de los cuales es la recombinacién
homologa que ocurre cuando se producen dobles rompimientos en el ADN. Las proteinas reguladoras
como RADS51 son esenciales para iniciar la recombinacion homoéloga. La mayoria de las células de
cancer tienen una sobreexpresion de RAD51, que se relaciona con la agresividad [2, [3]. Ademaés,
se ha demostrado que RADb51 tiene la capacidad de apoyar la division celular y eliminar el
estrés replicativo del ADN, lo que conduce a la quimio o radioresistencia. Debido a que RAD51
tiene un papel crucial en la progresion del cancer, las terapias dirigidas a su inhibicién, como el
silenciamiento génico, se han utilizado para reducir el crecimiento tumoral y sensibilizar las células

de cancer a la quimio o la radioterapia |4} |5].

El ARN de interferencia (RNAi) es una molécula de ARN que suprime la expresion de
genes especificos por lo que se utiliza como estrategia terapéutica. Particularmente, el ARN de
interferencia pequeno (siRNA) se ha aplicado en el campo de la terapia génica, pues suprime
selectivamente la expresion de genes como RAD51 |6l 7]. Uno de los obstéaculos en el uso de siRNA
consiste en que son moléculas inestables en los fluidos biologicos y presentan una captacion celular
deficiente [8]. Para que una terapia basada en siRNA sea efectiva se necesita de un sistema que
transporte que proteja y libere al siRNA en el sito de interés. Tal sistema debe ser biocompatible,
biodegradable, no inmunogénico y tener especificidad por las células blanco [9]. Existen diversos
sistemas transportadores de siRNA, entre los que se encuentran nanoparticulas organicas como
liposomas cationicos (LC), lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL) o miméticas
(mHDL) y sistemas de administraciéon autonanoemulsificantes (SNEDDS).

Los liposomas catidnicos que transportan siRNA, se pueden categorizar, de acuerdo con
su estructu ra, en: lipoplexos, particulas estables de 4cido nucleico y lipidos (SNALPS), lipopoli-
plexos. En los lipoplexos, los lipidos catiénicos forman una estructura multilamelar en la que los
siRNA estan embebidos. Varias formulaciones de liposomas cationicos comerciales (Lipofectina,
Lipofectamina y LipoRNAIMAX) forman lipoplexos con alta eficiencia de transfeccion (capacidad

de transferir ADN a las células seguido de expresion) in vitro. A pesar de que los liposomas
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catidnicos se consideran el vector génico estandar, su eficiencia de transfeccion in vivo es baja con
respecto a los vectores virales, por lo que en la actualidad se desarrollan investigaciones destinadas

a mejorar su transfeccion [10} 11}, [12].

Las lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL) aprovechan el funcionamiento
de las HDL endégenas como sistema de transporte para diversas biomoléculas. La entrega de la
carga util de las rHDL a la célula se hace a través del receptor SR-B1, el cual esta altamente
expresado en células de cancer. La interaccion de las rHDL con el SR-B1 combinado con su
biocompatibilidad las convierten en un fuerte candidato para la entrega segura y dirigida de
siRNA en el citosol de células blanco [13| [14]. Para optimizar el costo de preparacion de las
HDL, asi como su actividad biologica, han surgido los péptidos miméticos de apoA-I. Estos
péptidos miméticos son mas accesibles y pueden mejorar la capacidad de las nanoparticulas
de interactuar con los lipidos. Existen al menos dos péptidos miméticos de apoA-I que se han
probado en ensayos clinicos. Uno de ellos es el D-4, que es un péptido de 18 aminoacidos con
secuencia Ac-D-W-F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-K-E-A-F-NH,, con una estructura helicoidal
similar a la apoA-I. El uso de péptido D-4F en lipoproteinas de alta densidad ha demostrado que
las liproproteinas interacttian y liberan especificamente a través del receptor SR-BI. A la fecha,
sin embargo, poco se ha explorado acerca de la preparacion de HDL/siRNA con y sin péptido

mimético |15} [16].

Los nanotransportadores a base de lipidos, como los sistemas de administraciéon autonano-
emulsificantes (SNEDDS), son opciéon para mejorar la permeabilidad celular y la entrega del
farmaco en células de cancer |17} [18]. Recientemente, Morales-Becerril (2021), desarrollé y optimizo
una formulacién basada en SNEDDS con estabilidad termodinamica suficiente para el transporte

de siRNA, asi como un tamano nanométrico adecuado y hemocompatibilidad.

Los nanotransportadores a base de lipidos, como los sistemas de administracién autonano-
emulsificantes (SNEDDS), constituyen una opcién para mejorar la permeabilidad celular
y la entrega del farmaco en células de cancer |17, [18]. Recientemente, Morales-Becerril
[19] desarrolld y optimizd una formulacién basada en SNEDDS con estabilidad termodinamica

suficiente para el transporte de siRNA, con un adecuado tamano nanométrico y hemocompatibilidad.

Considerando que las HDL y los SNEDDS son sistemas que han mostrado capacidad pa-
ra transportar siRNA. En este proyecto se utilizaran HDL-miméticas (mHDL) y SNEDDS cargados
con siRNA-RADS51, como pretratamiento para evaluar y comparar la sensibilizacion inducida por
siRNA-RAD51 cuando se combina con un emisor beta negativo 177Lu (radiacion de bajo LET).

Considerando que las rHDL y los SNEDDS son sistemas que han mostrado capacidad pa-
ra transportar siRNA, en este proyecto se evalua la posibilidad de utilizar rHDL-miméticas
(mrHDL) y SNEDDS cargados con siRNA-RAD51, como pretratamiento para evaluar y comparar
la sensibilizacion inducida por siRNA-RAD51 cuando se combina con un emisor beta negativo
de baja transferencia lineal de energia (LET) como el 7" Lu. Para ello, se prepararon mrHDL

y SNEDDS cargados con siRNA-Cy3 y se evaluaron sus propiedades. La capacidad de carga
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del siRNA-Cy3 en la mrHDL fue baja, por lo que la evaluaciéon de la sensibilidad inducida por
siRNA-RAD 51 se realiz6 solamente con el SNEDDS.

1.1. Planteamiento del problema

La resistencia intrinseca de las células de cancer a diferentes terapias ha conducido al desarrollo de
estrategias que modulen la respuesta celular con el fin de aumentar el dano o la muerte celular.
Fl silenciamiento génico mediado por siRNA ha mostrado ser una estrategia viable para inducir
la sensibilizacion de las células de cancer. La liberacion de siRNA en sitios especificos requiere
disponer de sistemas de transporte y entrega en el sitio deseado. Los sistemas de transporte de
farmacos basados en lipidos, como los SNEDDS y las rHDL, son nanosistemas con capacidad de
liberacion citosélica. Sin embargo, hasta la fecha son limitados los estudios que los han utilizado
para el transporte de siRNA-RAD51, o como estrategia para sensibilizar células en radioterapia con
radioniiclidos de baja LET, o en terapia fotodindmica. Considerando que las rHDL y los SNEDDS
son sistemas que tienen capacidad para transportar siRNA, en este proyecto se evalua la posibilidad
de utilizar rHDL-miméticas (mrHDL) y SNEDDS cargados con siRNA-RAD51 como pretratamiento
para evaluar y comparar la sensibilizaciéon inducida por el silenciamiento de RAD51 cuando se
combina con un emisor beta negativo de baja LET como el 7 Lu.

1.2. Hipétesis

La diferente composicién y mecanismo de liberacion de siRNA de sistemas de transporte basados

en SNEDDS y en mrHDL provoca diferencias significativas en la radiosensibilizacion celular.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Comparar la radiosensibilizacion inducida por la liberacion de siRNA-RAD51 transportado en
mrHDL y en SNEDDS.

1.3.2. Objetivos especificos

s Preparar y caracterizar fisicoquimicamente los sistemas mrHDL/siRNA-Cy3, vy
SNEDDS /siRNA-Cy3.

= Comparar la transfeccion de siRNA-Cy3 inducida por mrHDL y SNEDDS utilizando liposomas

cationicos como referencia.

» Evaluar la radiosensibilidad inducida por mrHDL/siRNA-RAD-51 y SNEDDS /siRNA-RAD51.






Capitulo 2

Marco tedrico

2.1. Mecanismos de reparacion de las células

Para preservar la integridad génica y el funcionamiento de las células, existen estrategias de
reparacion del ADN que detectan el tipo de dano e inician la via de reparacién apropiada. Si el
dafio es irreparable, inducen la detencion del ciclo celular o la apoptosis [20]. Las roturas de doble
hebra del ADN (DSBs), que son las lesiones méas graves del ADN, pueden surgir espontdneamente
como resultado de horquillas de replicaciéon colapsadas, o por eventos programados durante la
recombinaciéon meidtica y la recombinacion. Los agentes ex6genos como las radiaciones ionizantes
(IR) y los agentes quimicos generan las DSBs en el genoma [1},21].Las células de los mamiferos tienen
dos mecanismos principales para reparar estas roturas: 1) recombinaciéon no homologa de ADN
(NHR): Los DSBs se reparan en todas las etapas del ciclo celular, es una via propensa a errores debido
a inserciones o deleciones de pocos nucledtidos en el punto de ruptura y 2) recombinaciéon homologa
(HR): Usa secuencias intactas en la croméatida hermana o el cromosoma homologo como plantilla
para reparar el ADN roto |22]. La HR es considerada como una via libre de errores para la reparacion
de los DSB y para dar mantenimiento a la integridad del genoma. Sin embargo, también puede ser
perjudicial si el extremo del ADN roto copia informacion de secuencias erroneas que estan presentes
en los cromosomas no homologos, o de secuencias repetitivas que estan presentes en abundancia en
el genoma [23]. Tal HR aberrante o desregulada puede inducir reordenaciones del genoma como
translocaciones cromosdmicas, deleciones, amplificaciones o pérdida de heterocigosidad, produciendo

células cancerosas |24].

2.1.1. RADs51

Diversos tipos de cancer como los de ovario o de mama, presentan una deficiencia en la reparacion
de HR, debido a alteraciones genéticas y epigenéticas en los genes que regulan la reparaciéon por
HR. Los canceres deficientes en HR mejor caracterizados presentan mutaciones en los genes BRCA1
y BRCA2. Por tanto, utilizan vias de reparacion alternativas que dependen de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP). Se han disefiado distintos tipos de inhibidores de la PARP para regular la
deficiencia de HR y proporcionar una terapia eficaz mediante la induccion de la letalidad sintética.

Existen varios inhibidores de PARP como Olaparib, Rucaparib y Niraparib. Sin embargo, en
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pacientes tratados durante un largo periodo de tiempo se ha observado resistencia a los inhibidores
de PARP. Esta resistencia se adquiere de diferentes maneras como restauracion de la HR en las
células. Debido a que RAD51 también esté implicado en la resistencia de las células cancerosas a
los inhibidores de PARP, la modulacion de RAD51 es de gran interés en la busqueda de nuevas
terapias contra el cancer |20, [25]. La proteina RAD51 tiene un papel importante en la HR y es
crucial para la estabilidad del genoma y el ciclo celular normal. RADS51 se polimeriza en extremos
de ADN resecados para formar un filamento de nucleoproteina y promueve el intercambio de hebras
entre daplex de ADN homologos [26].

DNA damage

VAVAYAY
AN

Physiological expression of ; —

RADS51 Overexpression of RAD51

Normal repair of DNA by lllegitimate/hyperrecombination
homologous recombination l
Normal cells Activation of ~ Inactivation of Genome
oncogenes L instability
suppressor
genes
\ J
!

_———__/

Cancer cells

Figura 2.1: Funcién del RAD51 en células normales y de céncer en respuesta a danos en el ADN.
La expresion de RAD51 en células normales conduce a la reparacion de las lesiones de ADN mediante
recombinacién, mientras que la sobreexpresién provoca la activacién de oncogenes, inactivacion de genes
supresores de tumores e inestabilidad del genoma, favoreciendo la progresion del cancer y las metéastasis
127].

La expresion de RAD51 aumenta en las fases S y G2 del ciclo celular, lo que se correlaciona con la
actividad predominante de HR observada en estas etapas. En varios tipos de cancer se ha observado
una sobreexpresion de RAD51. Tal sobreexpresion manifiesta una mayor supervivencia celular,
hiper-recombinacion, resistencia a la radiaciéon y a varios tipos de farmacos, que inducen DSBs.
Por estas razones se ha propuesto que el RAD51 puede ser un objetivo potencial para desarrollar
estrategias terapéuticas que supriman la quimio y la radio resistencia en el tratamiento de cancer
(27, [28].
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2.2. ARN de Interferencia pequenos (siRNA)

El ARN de interferencia (RNAi) es una herramienta de silenciamiento cuyo objetivo es un ARN
mensajero especifico (MRNA). Los siRNA son moléculas de ARN de doble hebra de 20-25 nucledtidos
perfectamente complementarias, que se generan, de forma natural, a partir de un ARN largo de doble
hebra (dsRNA). [29]. Los siRNA tienen la ventaja de trabajar exclusivamente a nivel citopldsmico
produciendo una unién complementaria completa a un mRNA especifico. Cada molécula de siRNA
puede silenciar multiples blancos de mRNA, por lo que constituye un farmaco muy especifico y

potente. Estos siRNA también se pueden producir sintéticamente para iniciar RNAi.
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Figura 2.2: Mecanismo de accion biologica del siRNA. El siRNA se asocia con el complejo RISC y la hebra
sentido es degradada por la proteina Argo-2 en el RISC. La hebra anti sentido que queda sirve como guia

para reconocer el mRNA correspondiente, después de lo cual Argo-2 corta y degrada el mRNA objetivo

(Adaptada de .

Los siRNA bloquean la expresion especifica de genes endogenos en varias lineas celulares de
mamiferos. Ademas, se puede lograr el silenciamiento génico a largo plazo sin interrumpir las vias
de microRNA endégenos a través de multiples administraciones de siRNA sintéticos . El alto
potencial de los siRNA para la terapia se debe a su capacidad para inducir RNAi que interfiere sélo
con la traducciéon y no con la transcripcion del ADN. Debido a que el siRNA no interactia con el
ADN cromosoémico, reduce la posibilidad de alteraciones genéticas adversas, que se producen en la
terapia génica basada en ADN .
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2.3. Sistemas de trasporte de farmacos

Los ARN de interferencia (RNA1i) son una herramienta potencialmente eficaz para la terapia contra
el cancer. Esto se debe a la capacidad de los RNAi (por ejemplo, siRNA) para silenciar genes que
son dificiles de atacar con enfoques convencionales, como anticuerpos o inhibidores de moléculas
pequenias [33]. Para lograr efecto terapéutico usando siRNA, éste debe administrarse de manera
selectiva y eficaz en el tejido blanco y alcanzar el citoplasma a través de las membranas celulares de
las células blanco. El problema es que los siRNA cuando se inyectan por via intravenosa se degradan
en la sangre por nucleasas endogenas y se eliminan rapidamente de la circulacion [34]. Para superar
estos inconvenientes se han desarrollado sistemas para depositar siRNA en tejidos blanco [35].
A pesar de que se han estudiado varios métodos de administracion utilizando liposomas u otras
nanoparticulas, sus aplicaciones terapéuticas pueden verse limitadas debido a toxicidades y otras
complicaciones. Por lo tanto, se necesitan métodos nuevos y mas especificos para la administracion
sistémica de siRNA [36].

2.3.1. Liposomas

Los liposomas son un tipo de nanotransportadores organicos que se componen de fosfolipidos en
forma de vesiculas lipidicas (bicapa o multicapa) que al ensamblarse son capaces de encapsular
agentes terapéuticos, ya sea atrapando moléculas hidrofilicas en su nucleo acuoso o moléculas
hidrof6bicas en las capas lipidicas [37]. E1 componente principal de los liposomas son los fosfolipidos
que, como se metabolizan facilmente por el sistema reticuloendotelial, hace que sean biodegradables
y biocompatibles. Los liposomas se clasifican dependiendo de la carga de fosfolipidos que contienen,

pueden ser neutros, cargados positiva o negativamente |38}, [39].
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Figura 2.3: Estructura general de los liposomas (Adaptada de [40]).

Los liposomas cationicos (fosfolipidos con carga positiva) forman complejos mediante interacciones
electrostaticas con los 4cidos nucleicos (DNA, RNA o siRNA), lo que permite el encapsulamiento
de éstos de forma eficaz [41]. A pesar de que en varios estudios se ha demostrado que los liposomas
son un adecuado sistema de trasporte de acidos nucleicos como el siRNA, existen diversos retos que
complican su aplicacién en la clinica como son la hepatotoxicidad y la inflamacion pulmonar que se

produce a causa de la liberacion de especies reactivas de oxigeno y los aumentos en los niveles de
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calcio intracelular [42|. Ademas, se pueden presentar interacciones de los liposomas cationicos con

agentes enddgenos cargados negativamente produciendo hemolisis 44).

La Lipofectamina 2000 es un liposoma catiénico comtunmente utilizado para la entrega de
siRNA. Al interaccionar con la estructura siRNA, con carga negativa, crea un complejo que mejora
la captacion del oligonucleotido. Al ser eficiente y aplicable a una amplia gama de oligonucleotidos,
la entrega con Lipofectamina 2000 se ha utilizado comtnmente como estandar para comparar la
eficacia de otros vehiculos de entrega de siRNA. Sin embargo, con excepcion de la citotoxicidad,
resulta limitado el nimero de estudios que evaltian otras respuestas celulares inadvertidas causadas
por los complejos Lipofectamina 2000-siRNA .

2.3.2. Lipoproteinas de alta densidad reconstruidas (rHDL)

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son nanoparticulas que se encuentran de forma natural en
el organismo. Sirven, entre otras funciones, para el trasporte inverso de colesterol. La carga de las
HDL circulantes de deposita a través de un mecanismo mediado por receptores a través del receptor
eliminador de clase B tipo 1 (SR-B1) que est4 expresado de forma natural en el higado para la
eliminacién del colesterol de las células . Se ha observado una sobreexpresion de SR-B1 en varios
tipos de células de cancer. Factores como el tamano pequeno, el ntucleo hidréfobo protegido y la
posibilidad de captacién mediada por receptores por las células tumorales blanco, convierte a las
HDL en portadores ideales de farmacos. Para aprovechar las ventajas de las HDL, éstas se pueden
reconstruir (rHDL) a partir de los componentes de las HDL endogenas. Como las rHDL tienen una
composiciéon similar a las HDL enddgenas, son completamente biodegradables y, hasta el momento,

no se conoce que provoquen respuestas inmunolégicas [47].

Colesterol no : .
ster de colesterol esterificado siRNA

E

esterificado

Figura 2.4: Composicion de las lipoproteinas de alta densidad. A) Estructura de las HDL endégenos, la
carga viral es el colesterol y B) Una rHDL donde se aprovecha el mecanismo de entre de las HDL endégenas

para entregar un farmaco de interés, en este caso siRNA. Adaptada de \ .

Las rHDL son pequenas particulas con un didmetro aproximado de 12 a 18 nm compuestas por
fosfolipidos, apoliproteina A-1, colesterol y ésteres de colesterol muy utilizadas en la actualidad
como vehiculo de transporte de farmacos. Para la administracion dirigida de siRNA utilizando rHDL
se han examinado varios receptores de células tumorales, en particular el receptor SR-B1. Este
receptor se expresa principalmente en el higado y, en menor medida, en las glandulas suprarrenales

y en los tejidos ovéricos normales. Se expresa también en una gran variedad de células de cancer.
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Se ha demostrado que la HDL puede alterar la homeostasis de las células cancerosas y ejercer
un efecto inmunomodulador beneficioso [49 [50]. Las células tumorales muestran una alta
captacion de ésteres de colesterol provenientes de la HDL debido a su alta expresion de SR-B1,
lo que convierte a las rtHDL en un medio especifico de entrega de farmacos antitumorales y
macromoléculas terapéuticas como el siRNA [49], cuyo uso para el silenciamiento terapéutico es
particularmente atractivo para genes que son dificiles de apuntar con otros enfoques normales
[51]. Como las rHDL pueden reconstruirse a partir de los componentes de la HDL enddgena, son
biocompatibles y no toxicas. Ademas, tienen la capacidad de trasportar cargas hidrofobicas como
los siRNA [52]. De ahi que las rHDL constituyen un sistema de trasporte muy efectivo para los siRNA.

En la Tabla 1 se muestran algunos trabajos relevantes en la investigacion con rHDL. En
[47] se demostr6 que las rHDL facilitan la entrega sistémica in vivo de siRNA con alta eficiencia,
debido al mecanismo de entrega mediada por SR-B1. En [49, [53| las rHDLs muestran eficacia para
silenciar la expresion de dos proteinas que son clave para el crecimiento y la metéstasis del cancer
de ovario y cancer colorrectal. Utilizando modelos de ratéon ortotépicos se ha demostrado que las
rHDL son trasportadores eficientes de siRNA y que podrian servir como base para nuevos enfoques

terapéuticos contra el cancer.

Nanoparticula Células Blanco Terapia | Ref
1. HeyAS8.
1. STAT3-siRNA /rHDL. 2. SK-OV3ipl. STAT3 y FAK | Docetaxel | [47]
2. FAK-sRNA /rHDL. 3. HeyA8-MDR.
4. HCT116 (Colon).
1. KB de carcinoma epidermoide B
CHOL-si-BCL-2 humano. BCL-2 N/A [49]
2. HT1080.
CHOL-siRNA-VEGF L. MCE-T. VEGF N/A 53]
2. HT1080.
siRNA-GAPDH HepG2 GAPDH N/A |

Cuadro 2.1: Antecedentes de estudios de siRNAs con el uso de rHDLs.

Aunque diversos estudios han demostrado que las rHDL son un sistema de trasporte orgénico
prometedor, existen factores que afectan la incorporaciéon de los farmacos en su interior. Los farmacos
con alta hidrofobicidad tienen més compatibilidad con los triglicéridos y ésteres de colesterol del
nicleo interior por lo que pueden encapsularse en el nucleo de la rHDL con mayor facilidad y
con una alta eficiencia de carga, en tanto que las moléculas més hidrofilicas se pueden absorber o
conjugar en la superficie, donde se encuentran los fosfolipidos. Como los fosfolipidos pueden ser
neutros, negativos o positivos tienen facilidad para encapsular cargas de distinta naturaleza. La

introducciéon de una molécula en la tHDL puede realizarse utilizando diferentes métodos |53, 54].

Apolipoproteina A1l (apoA-I)

La apolipoproteina A-I (apoA-I) es uno de los principales componentes de la HDL. Esta proteina

establece su estructura y estabilidad. La apoA-I constituye aproximadamente el 70 % de la masa
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proteica total de las HDL [55].De forma end6gena, en el cuerpo humano, la apoA-I se sintetiza por
el higado y el intestino. Su peso molecular de 28.3 kDa y contiene diez hélices alfa |56].La mayoria
de las hélices son anfipaticas de clase A, que se caracterizan por una gran cara hidrofébica y una
cara polar con residuos de aminoacidos cargados negativamente en el centro y aminoacidos cargados
positivamente en la frontera entre la cara hidrofébica y la cara polar. Esta es la caracteristica
estructural que permite a las apolipoproteinas intercambiables unirse a los lipidos [57].La cara
hidrofobica esta enterrada en las cadenas acilo de los fosfolipidos de la superficie de la particula y
los aminoacidos cargados positivamente, como la lisina y la arginina, forman interacciones iénicas
con los grupos de cabeza de los fosfolipidos, cargados negativamente. Los aminoéacidos con carga

negativa interacttian con el medio acuoso [58].

Péptidos Miméticos de la apoA-I

La busqueda de péptidos méas pequenios que la apoA-I que conserven muchas de las propiedades de
union a lipidos de la apoA-I ha llevado a la sintesis de los llamados péptidos miméticos (MP), que
son mas accesibles y pueden mejorar la capacidad de las nanoparticulas de rHDL de interactuar con
los lipidos [16]. Diversos trabajos han demostrado que los pequeiios MP de apoA-I sintéticos pueden
ser usados para producir particulas similares a HDL funcionales para el trasporte de colesterol. El
uso de MP en terapia ha demostrado tener miltiples ventajas sobre el uso de apoA-I. Existen al
menos dos MP de apoA-I que se han probado en ensayos clinicos |59} 58]. |. Uno de estos péptidos es
el D-4F, contiene 18 aminoécidos con secuencia Ac-D-W-F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-K-E-A-F-NH,
y una estructura helicoidal similar a la apoA-I. Trabajos previos han demostrado que el péptido

D-4F puede formar rHDL capaz de entregar especificamente su carga a través de SR-BI |15} |16].

2.3.3. Sistema de administracién autonanoemulsificantes (SNEDDS)

De todos los métodos de administracion de farmacos la via oral es la més conveniente y preferida,
ya que es comoda y no invasiva para el paciente. Sin embargo, la mayoria de los farmacos que se
administran por via oral tienen una eficacia terapéutica limitada debido a su escasa solubilidad
en agua. Los problemas de la via oral incluyen deficiente biodisponibilidad, erratico perfil de
absorcion, gran variabilidad intra e interindividual, mala permeabilidad e inestabilidad en el entorno
gastrointestinal (GI) |60]. Los sistemas de administracion de farmacos auto-nanoemulsificantes
(SNEDDS) son mezclas isotropicas anhidras de aceite, surfactantes y farmacos que cuando se
introducen en un medio acuoso agitandolos suavemente, forman espontaneamente nanoemulsiones
de aceite y agua. Los SNEDDS también pueden contener co-emulsificantes o co-surfactantes
y/o solventes para facilitar la nanoemulsificacion y mejorar la incorporacion de farmacos. Estas
caracteristicas de los SNEDDS han motivado el interés para la administracion de material genético

por via oral [61]]60].
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Figura 2.5: Mecanismos de los SNEDDS. Al administrar la proteina o material genético de manera directa

o mediante un (HIPC), se produce poca estabilidad y degradacion en el entorno gastrointestinal (GI). Con
el uso de los SNEDDS como sistema de trasporte, el material genético puede llegar hasta el entorno GI y

depositar su carga 1til en este caso en células epiteliales intestinales \\

Hay que senalar, sin embargo, que el contenido de agua de las nanoemulsiones puede promover
la hidrolisis y la anticipaciéon de ciertos medicamentos en el almacenamiento a largo plazo, lo que

podria afectar su utilidad en la administracion oral.

2.4. Medida del efecto de la radiacion

La radioterapia es una de las principales estrategias de tratamiento del cancer. Se utiliza en mas del
50 % de los pacientes. Sin embargo, la exposicion a las radiaciones ionizantes también se asocia con
consecuencias negativas para la salud debido a la inevitable dosis de radiaciéon que se administra
a los tejidos sanos. Los esfuerzos de investigacion se han centrado en desarrollar estrategias para

optimizar la eficacia de la radioterapia.

2.4.1. Supervivencia celular

La técnica mas utilizada en radiobiologia para estudiar la efectividad de un tratamiento es el ensayo
clonogénico (o formacion de colonias). Esta técnica in vitro permite la evaluacion de la citotoxicidad
de la radiaciéon probando la capacidad de una sola célula para crecer en una colonia. La célula
se considera radiobiol6gicamente muerta si ha perdido su viabilidad reproductiva para producir
descendencia. Convencionalmente, los resultados de los ensayos de formacién de colonias se presentan
mediante las llamadas curvas de supervivencia que representan la fraccion de supervivencia SF(D),

es decir, el namero de colonias que se forman después del tratamiento, en funcion de la dosis de
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radiaciéon D. La curva experimental de los datos de supervivencia generalmente se ajusta con un

modelo lineal cuadratico (LQ), que viene dado por [62} [63]:
SF = exp*(c”jJrﬂDQ)7 (2.1)

donde SF(D) es la fraccion de células supervivientes, « y 8 son parametros lineales y cuadraticos
del modelo, respectivamente y D es la dosis de radiacién administrada. Aunque el modelo lineal-
cuadratico es el mas utilizado para describir la curva de supervivencia celular, cabe senalar que

también se emplean modelos alternativos|64].
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Figura 2.6: Curva de supervivencia celular. Definida en la ecuaciéon como la relacién de la fraccion de
supervivencia celular (SF) al variar la dosis administrada (D). En la grafica se muestra dos ejemplos, una
curva correspondiente a un sistema control y una curva correspondiente a un tratamiento que modifica la

respuesta a la radiacion (Adaptada de |65]).






Capitulo 3

Metodologia

3.1. Preparacion de liposomas catidnicos con siRNA (siRNA-
Cy3 o siRNA-RADS51)

Para utilizar como referencia en los estudios de transfeccion y citotoxicidad con las nanoparticulas
obtenidas (mrHDL y SNEDDS) se prepararon liposomas catiénicos cargados con siRNA-Cy3 y
con RADb51 a partir de una solucién comercial de Lipofectamina 2000. Para formar el complejo
liposomas /siRNA se prepararon dos mezclas, la primera se prepar6 con 1 picomol de siRNA diluido
en 25 pL de Medio Opti-MEM e incubando por 5 min a temperatura ambiente. La segunda mezcla
se prepar6 con 0.25 pl de Lipofectamina 2000 diluidos en 25 p de medio Opti-MEM. Ambas

preparaciones se mezclaron suavemente y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente.

3.2. Preparacion de mHDL/siRNA-Cy3 y mHDL-siRNA-
RAD51

La mrHDL cargada con siRN-Cy3 se preparo6 segun el procedimiento descrito por [47] ligeramente
modificado para nuestros propésitos. En un vial de vidrio se prepar6é una mezcla con 300uL de
fosfatidilcolina de yema de huevo (PC, 10mg/mL), 7TuL de colesterol libre (FC, 10mg/mL), 7.5uL
de éster de colesterol (CE, 4mg/mL), todas ellas en cloroformo. El cloroformo se evaporé para formar
una pelicula de lipidos. Previo a la adicion de la fase acuosa, se preparo el complejo siRNA /poli-lisina
al incubar 6.6ug de siRNA (500pmoles/10puL) con 100ug de poli-lisina (1mg/ml) en agua libre
de RNasas a 30°C por 30 min. El complejo siRNA /poli-lisina, se agrego a la fase de lipidos junto
con 140pL de colato de sodio (100mg/mL en PBS 1z) agregando 60uL de DMSO. Posteriormente,
se agregaron 240ug de péptido mimético, MP D-4F (1mg/mL). Se ajusté el volumen a 2mL con
buffer Tris-EDTA (10mM Tris buffer, 1mM EDTA, 0.1M KCl, pH 8) para obtener una mezcla
con una relaciéon molar 1:1.6 de PC-colato. La mezcla se incub6 a 4°C por 12 h y se dializ6 con 2 L
de PBS1x por 48 h haciendo 3 cambios de buffer.
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Figura 3.1: Metodologia de preparacion de mrHDL/siRNA adaptada de [47].

3.3. Preparacion de SNEDDS /siRNA-Cy3 y
SNEDDS /siRNA-RAD51

La preparaciéon de los SNEDDS/siRNA-Cy3 y SNEDDS/siRNA-RAD51 se realizé de acuerdo con el
procedimiento descrito por [19]. Para la incorporacion del siRNA en los SNEDDS primeramente se
preparé el poliplejo de siRNA /quitosano (siRNA-CS) con 2500 pmoles de siRNA re-suspendidos en
25 pL de agua libre de RNasa en una proporciéon 5:4. La solucién se agitdé por 5 min y se mantuvo
en agitacion a 120 rpm por 30 min. La mezcla se centrifugdé a 1500 rpm por 30 min y 4 °C. El
poliplejo siRNA-CS se formé después de 30 min jde reposo o de agitacion? a temperatura ambiente.
Una vez formado el poliplejo siRNA/CS, se prepararon los SNEDDS siguiendo la metodologia
ilustrada en la figura 3.2: a la mezcla de siRNA-CS se anadieron 80 pL del cosolvente PC90 (A: 21
%), 148 L del 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
anadieron 10 mL de agua libre de RNasa. El SNEDDS se obtuvo luego de agitar a temperatura
ambiente.
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SNEDDS/siRNA preparation
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Figura 3.2: Metodologia de preparacion de SNEDDS/siRNA adaptada de [19].

3.4. Caracterizacion fisicoquimica de la mrHDL y los
SNEDDS preparados

La caracterizacion fisicoquimica de la mrHDL y los SNEDDS preparados se realizd6 con
mrHDL/siRNA-Cy3. Las pruebas realizadas fueron las siguientes:

Espectro UV-Vis. El espectro de absorciéon UV-Vis de las suspensiones de las mrHDL se
obtuvieron en el espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis en un rango de 200 a
800 nm e intervalo de 0.5 nm.

Presencia de siRNA-Cy3 en la mrHDL y los SNEDDS. Se realizdé por espectrometria de
fluorescencia en un espectrofluorimetro Horiba Jobin (Fluoromax-3). Los espectros de emision se
registraron a una longitud de onda de excitaciéon de 550 nm haciendo un barrido desde 550 nm

hasta 800 nm, con resoluciéon de 2 nm, tiempo de integraciéon de 0.5 s y slit de 2nm.

Tamano de particula e indice de polidispersion. El tamano de particula y el indice de poli-
dispersion se midio con el analizador Nanotrac (Nanotrac Wave, modelo MN401, Microtract, FL,
EE. UU) utilizando una muestra de 100 L de la solucion coloidal de cada nanoparticula utilizando
como diluyente PBS 1X, pH 7.4. Las mediciones se realizaron con una longitud de onda de 657 nm,
temperatura de 20°C, corriente de 15.79 mA, campo eléctrico de 14.35 V/cm y tiempo de muestreo
de 128 ps.

Eficiencia de carga. La eficiencia de carga del siRNA-Cy3 en las mrHDL y en los SNEDDS se
determiné como la razon entre la concentracion del siRNA-Cy3 en el nanosistema (mrHDL o

SNEDDS) entre concentracion inicial de siRNA-Cy3 usada para su preparacion, medidas en
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un fluorimetro Victor 2 D (Perkin Elmer). Para ello, en 9 pocillos de una placa de 96 pocillos
se anadieron (n=3): (a) 100 pL de la solucion de siRNA-Cy3 utilizada en la preparacion de
las NP; (b) 100 L de la preparacion de mrHDL /siRNA-Cy3; (¢)100 puL de la preparacion de
SNEDDS/siRNA-Cy3 y se midi6 la fluorescencia debida al siRNA-Cy3. Previamente se construyd

una curva de calibracion fluorescencia vs concentraciéon de siRNA-Cy3.

3.5. Estudios in vitro

3.5.1. Cultivo celular

Las células T47D se cultivaron a 37°C en medio esencial minimo de Eagle (EMEM, Sigma-Adrich
Co) suplementado con suero fetal bovino hasta una concentracion final del 10 %, con 1 % de

(anfotericina B, penicilina estreptomicina) en atmosfera 5 % de CO2 y 85 % de humedad.

3.5.2. Liberacion intracelular de mrHDL

La liberacion intracelular de la mrHDL se evalu6é por microscopia de fluorescencia utilizando
rodamina 6G (R6G) en lugar de siRNA-Cy3. Se sembraron 2.5x10° células T47D y se incubaron
por 24 h a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente, se colocaron 45 pL de una solucion 1 uM-rHDL-R6G
preparada en iguales condiciones que la mrHDL-siRNA.Cy3 (epigrafe 3.1.) pero aniadiendo la R6G
en lugar del siRNA-Cy3, y se incub6 a 37°C durante una hora. Se retir6 el medio y se lavo con
PBS 1x. Las células se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 15 min a temperatura ambiente
y posteriormente se enjuago 2 veces con PBS 1X. Se agregd el marcador fluorescente 4’,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) e incub6 a 37°C por 5 min. Las muestras se cubrieron con cubreobjetos. Para

la adquisicién de imégenes se utilizo el microscopio de fluorescencia Nikon eclipse.

3.5.3. 3.5.3. Verificacion de la transfecciéon de siRNA-Cy3 in vitro

Las células T47D se sembraron en una placa de 6 pozos (2.5 x10°células/pozo) con medio EMEM
(10 %SFB y 1 % de anfotericina B/estreptomicina/penicilina). La placa se incubé a 37°C y 5 % de
CO4 durante 24 h o hasta alcanzar el 80 % de confluencia. Posteriormente, se incubaron con 100
pmoles (experimento 1) o 1 pmol (experimento 2) de siRNA-Cy3 contenido en SNEDDS /siRNA-Cy3,
rHDL/siRNA-Cy3 o liposomas/siRNA-Cy3 durante 1 h a 37°C. Seguidamente, cada pocillo se lavo
dos veces con PBS 1x. Las células se fijaron con 1 mL de paraformaldehido al 2 % durante 15
min. Se agreg6 el 6-diamidino-2fenilindol (DAPT), 1:1000) a 37°C por 5 min para la tincién nuclear.
La liberaciéon de siRNA-Cy3 se evalud con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti con el

objetivo de 60x.

3.5.4. Evaluacién de la radiosensibilidad
Ensayo de viabilidad

Para este ensayo se sembraron células T47D en una placa de 96 pozos con una densidad de 8 x103
células/pozo las cuales se incubaron en CO3 al 5 % por 24 h (n = 4). Las células se incubaron
durante 24 horas con 5 pmoles de RAD51 en la forma SNEDDS/siRNA-RAD51 o liposomas/
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siRNA-RAD51. Después de 24 h de la transfeccion, las células se expusieron durante una hora a
diferentes actividades de 77 Lu para alcanzar dosis de 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy. Como grupos
control se usaron: células con SNEDDS /siRNA-RAD51 o liposomas/siRNA-RAD51, células sin
irradiar . La actividad por mililitro de 77 Lu necesaria para administrar las dosis experimentales
se calculd con la ecuacion [3.7] Posteriormente, se retir6 el medio y lavo dos veces con PBS 1x.
Se colocaron 100 L de PBS 1x en cada pozo y se agregd 50 pL de la mezcla de reaccion XTT
(50 uL de XTT + 1 mulL electron coupling). Después de 24 h, la viabilidad celular se midié por
absorbancia en el espectrofotémetro Epoch

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

o :Tiim
[eluie)
ook

Lipo/siRNA é | Control

SNEDD/siRNA

Figura 3.3: Esquema de la preparaciéon para el ensayo de viabilidad.

Ensayo clonogénico

Las células se transfectaron primeramente con SNEDDS/siRNA-RAD51 y con Lipo/siRNA-RAD51
y 48 h después de la transfeccion se expusieron a diferentes actividades de 177 Lu correspondientes a
(0 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy y 8 Gy). Las células sin tratamiento se usaron como grupo control. Después
de los tratamientos, las células se despegaron y contaron para preparar diluciones con 10% a 10*
células. Para estudiar la reparacion de danos potencialmente letales después de la exposicion a la
radiacion ionizante, las células se sembraron en cajas Petri inmediatamente (IP) o tiempo después
(DP) de la exposicion al radionuclido. Posteriormente, se colocaron las placas en una incubadora
y se dejaron en reposo hasta que las células de las placas del grupo control formaron colonias
suficientemente grandes. Después se fijaron, tifieron con cristal violeta y se contaron las colonias. Se

calcul6 la fraccion de colonias de las células no expuestas a tratamientos (PE):

niumero de colonias formadas

PE = x 100 % (3.1)

numero de células sembradas
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La fraccion de supervivencia (SF') después de cualquier tratamiento se calcul6é tomando en cuenta

el PE del grupo control.

_ PFE de la muestra tratada

SF = x 100 % (3.2)

PFE del grupo control

A partir de la fracciéon de supervivencia se construyeron las curvas de supervivencia celular y se

ajustaran a una funcion cuadratica lineal dado por la ecuacion [2.1]

Estimacién de la actividad de '""Lu a anadir en los experimentos de evaluacién de la

radiosensibilidad.

Para calcular la actividad de 77 Lu necesaria para obtener dosis de 0, 2, 4, 6 y 8 Gy, se utilizaron

las siguientes ecuaciones:
D=A-S(r; 1) (3.3)

donde S(r; « rs) es la dosis absorbida por actividad acumulada y A es la actividad acumulada

hasta un tiempo T dada por :
T
A / Alt)dt (3.4)
0

Sustituyendo A = Age™* en se tiene:
T
~ A
A:/ Ayt = 20 (1 - ) (3.5)
0

donde a Ay es la actividad inicial administrada de 17" Lu y A = 1.20717 x 10765~ es la constante
de semidesintegracion, sustituyendo en la ecuacién Para calcular S(r; «+ rs) = 1.19 x
10~*Gy/Bq - s del 17" Lu se utilizo el Software MIRDCELLver 3.0, sustituyendo estos valores en la
ecuacion [3.3] se tiene:

D =0.42767 - Ay - Gy/Bq (3.6)

Al multiplicar por el nimero de células N, se calcula la actividad inicial Ag que se debe de introducir

para alcanzar una dosis D:

Ay =(2338-D-N-Bq/Gy)-2=46765-N - D - Bq/Gy (3.7)

Donde Aj dependera tinicamente de la dosis que se desea alcanzar y del nimero de células a irradiar.
Se hizo la aproximacion que el 50 % de la actividad administrada es la que se adhiere a la capa

celular, por esta razoén se multiplico por 2 en la ecuacion [3.7] .



Capitulo 4

Resultados y Discusion

La terapia con radiacién de baja LET como, por ejemplo, con radionticlidos emisores beta negativos,
es una modalidad de tratamiento oncologico. Sin embargo, las dosis en tejidos sanos limitan la
respuesta terapéutica. Otro factor limitante es la activacién de diferentes mecanismos biolégicos
inherentes a las células de cancer, como la radioresistencia. A la fecha, se han descrito numerosos
marcadores moleculares implicados en la radioresistencia como: alteraciones en el crecimiento celular,
proliferaciéon y reparacion del ADN, hipoxia, aumento de la capacidad de invasion y migracion,
alteraciones del ciclo celular y expresion de proteinas de choque térmico, entre otros [66]. Es bien
conocido que la radiacion ionizante produce DSB en los enlaces fosfodiester del ADN, y que el
nivel y complejidad del dafio esta determinado por la dosis de radiacion [67]. En las células existen
diversos métodos de reparacion del dano al ADN, siendo uno de ellos la recombinacién homologa
que tiene lugar cuando se producen dobles rompimientos en el ADN. Las proteinas reguladoras
como RAD51 son esenciales para iniciar la recombinaciéon homoéloga. Se ha demostrado que la
inhibicion de RAD51 por siRNA sensibiliza las células a la radioterapia y la quimioterapia. La
preparacion de las mrHDL y los SNEDDS cargados con siRNA se realizo con el objetivo de evaluar
y comparar la sensibilizacion inducida por el silenciamiento de RAD51 cuando se combina con un
emisor beta negativo de baja LET como el 177 Lu.

4.1. Preparacion y caracterizacién fisicoquimica de
mrHDL /siRNA-Cy3

Para que la mrHDL pueda transportar y entregar en la célula tumoral el siRNA, de manera eficiente,
debe reunir varias caracteristicas fisicoquimicas importantes, entre las que destacan la forma, el
tamano, la estabilidad de la estructura, la ausencia de fugas del producto transportado y la entrega
de la carga 1util mediada por receptores [47, 48| [68]. La forma de la NP es decisiva desde el punto de
vista fisiologico y farmacologico pues las NP discoidales se metabolizan de manera diferente a las esfé-
ricas [48]; el tamafio y la estabilidad de la estructura influyen en el tiempo de circulaciéon sanguinea y
el aclaramiento renal |69, |47} 68], el producto transportado no debe fugarse y debe ser entregado a la
célula diana mediante el receptor SR-B1 para lograr una acumulacion selectiva en el tumor con mini-

ma captacion aquellos tejidos sanos que también expresan el receptor SR-B1 como higado (principal
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receptor), rifiones, bazo, corazon, aorta, pulmones, médula 6sea y 6rganos esteroidogénicos |69, |70,

71|.Todos estos parametros influyen en la eficacia terapéutica del agente transportado por la NP [68].

La preparacion de la mrHDL se realiz6 de manera similar a la descrita por Shahzad y
col., 2011 [47] con la diferencia de que en lugar de apoA-1 se emple6 el MP D-4F (epigrafe 3.1.). Se
sabe que la apo A-1 es crucial para garantizar la integridad estructural y la funcionalidad de la
mrHDL ya que las diferentes conformaciones que puede adoptar influyen su comportamiento [48],
en particular en la union a los receptores celulares [74]. El MP D-4F utilizado en sustitucion de la
apo A-1 contiene estructuras helicoidales anfipaticas similares a ésta por lo que se consider6 que al
sustituir la apo A-1 por este MP no debia variar significativamente la interaccion de la mrHDL
con los receptores SR-B1 ya que mimetiza ampliamente las propiedades bologicas de la HDL
[72]. La introduccién del siRNA en la mrHDL se realizé utilizando como modelo el siRNA-Cy3
previamente incubado con polilisina “(epigrafe 3.1.) en lugar del siRNA incubado con oligosina que
utilizo Shahzad y col [47]. El uso de oligosina (o polilisina) permite neutralizar la alta carga ionica
negativa del siRNA debida, principalmente, a los grupos fosfato, e inducirle mayor estabilidad. El
resto de los componentes (fosfatidil colina, colesterol y ésteres de colestrilo) de la rHDL se mantuvo
sin variaciones (figura Los resultados de caracterizacién de las mrHDL obtenidas se detallan a

continuacion.

4.1.1. Espectrometria UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica valiosa para evaluar los componentes de una mezcla
siempre que sus bandas de absorcion no se superpongan. En la figura 4.1A se muestran los espectros
UV-Vis de los componentes de la mrHDL por separado y de la NP cargada con el siRNA-Cy3.
El espectro de la polilisina muestra la fuerte banda de 225 nm caracteristica de los aminoacidos
no aromaticos disueltos en agua [73]. Esta banda de 225 nm se debe también al corrimiento
batocromico que sufren los enlaces amida (Aq: <200 nm) que se forman durante la polimerizacion
de la lisina [76]. Aunque no se aprecia con claridad en la figura, también esta presente una
banda muy débil a 270-280 nm que se extiende hasta 360 nm, y que se debe también a la polilisina |73].

El espectro del siRNA-Cy3 muestra dos picos bien definidos uno a 210- 220 nm y el se-
gundo a 270 nm. El pico de 210-220 nm se debe a la presencia de Cy3, cuya absorciéon a esta
longitud de onda ha sido reportada, aunque su principal absorcién se encuentra a 553 nm, donde
las cianinas absorben preferentemente |74} |75]. La no observancia del pico de 553 nm caracteristico
del Cy3 pudiera estar relacionada con (a) los cambios que se producen debido a su interaccion
con el siRNA o (b) una baja concentracion de siRNA-Cy3 en la solucion. El pico de 270 nm,
caracteristico del siRNA [76], indica que ambas moléculas (siRNA y Cy3) estan unidas. El espectro
del conjugado siRNA-Cy3 con la polilisina (polilisina/siRNA-Cy3) (4.1]A) revela nuevamente los
picos de 210-220nm y 270 nm observados en las soluciones de polilisina y de siRNA-Cy3, asi como
el hombro de 520 nm y el pico de 553 nm caracteristicos del Cy3 [77]. Sin embargo, una vez que
este complejo polilisina/siRNa-Cy3 se introduce en la mrHDL no es posible distinguirlo mediante
UV-Vis ya que el espectro muestra solamente una fuerte banda cercana a 225 nm debida a la
union de las bandas de la polilisina (225 nm), el siRNA-Cy3 (210-220 nm) y el colesterol (230-235
nm, segin [77]) que forman parte de la mrHDL. La banda de 270 nm del complejo siRNA-Cy3
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se observa en forma de un hombro muy débil que sugiere que la carga de polilisina/siRNA-Cy3
introducida en la mrHDL fue muy pequena.

4.1.2. Tamano de particula

Las mrHDL cargadas con siRNA-Cy3 (mrHDL/siRNA-Cy3) se obtuvieron con un tamafo de 49.08
+ 4.40 nm y un indice de polidispersidad de 0.39 (figura ) Este tamano, muy homogéneo, es
adecuado para atravesar las fenestraciones de los vasos sanguineos de los tumores cuyo didmetro se
encuentra entre 40 y 200 nm [68]. Igualmente resulta adecuado para permanecer durante un tiempo
prolongado en circulacion y evitar la eliminacion renal rapida [68|, caracteristicas muy deseables

para aplicaciones terapetuticas.
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Figura 4.1: Preparaciéon y caracterizacion fisicoquimica del sistema mrHDL/siRNA. A) Tamanos de
particula del sistema mrHDL/siRNA-Cy3. B) Espectros UV-Vis correspondientes a la poli-lisina, siRNA-
Cy3, al complejo siRNA-poli-lisina y al sistema mrHDL/siRNA-Cy3.
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4.1.3. Evaluacién in wvitro de la liberaciéon de la carga contenida en el
nicleo de la mrHDL

Para comprobar si la sustitucién de la apoA-1 por el MP D-4F no varié de modo significativo las
caracteristicas biologicas de la mrHDL preparada se realizé un ensayo in vitro para determinar si la
carga transportada por la mrHDL en su nicleo interno se internaliza en la célula. El mecanismo de
internalizaciéon de la carga contenida en el niicleo de la rHDL més aceptado es la via endocitica
mediada por el receptor SR-B1 |78} |79].
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Figura 4.2: Internalizacion de la R6G transportada en mrHDL en células de cancer T47D. A) Imagen de
microscopia de fluorescencia de las células tratadas con mrHDL/R6G. B) Imagen de la citometria de flujo
de las células tratadas con mrHDL/R6G obtenida con un conteo de 50 000 células. C) Microscopia confocal
de las T47D tratadas con mrHDL/R6G donde puede apreciarse con mayor nitidez la internalizacion de la
R6G. D) Internalizaciéon de la R6G en células T47D tratadas con mrHDL/R6G sin bloqueo de los receptores
SR-B1 y con bloqueo de los receptores mediante adiciéon de 700 ng de un anticuerpo de SR-B1.
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Para el ensayo se utilizaron células T47D de cancer de mama cuya alta expresiéon de receptores
SR-B1 es conocida. Se prepararon mrHDL cargadas con R6G (mrHDL/R6G) en lugar de
siRNA-Cy3. La R6G es un trazador fluorescente muy utilizado para ensayos de internalizacién
celular pues tiende a acumularse en las mitocondrias con alto grado de especificidad, sin afectar las
propiedades biologicas de la nanoparticula |79]. Sus propiedades fluorescentes permiten evaluar la
internalizacion celular, de manera sencilla, por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo.

Los resultados del experimento se muestran en la figura

Como se aprecia en la figura[4.2]A la mrHDL, es capaz de liberar en el interior de las células la R6G
transportada en su nucleo. En la figura se aprecia un patron difuso que sugiere que la R6G no solo
se ha acumulado en la mitocondria, sino también en otros compartimentos subcelulares. La imagen
de microscopia confocal (figura ) permite apreciar con mayor nitidez la acumulacién interna de
la R6G. Tal resultado es similar al reportado en |79] donde se evalué la liberacion in vitro de R6G
encapsulada en rHDL reconstruida con apoA-1, lo que indica que el MP D-4F utilizado no modifico
de modo significativo las propiedades de la mrHDL con relacion a la rHDL preparada con la apo-Al
completa. Las células control no muestran autofluorescencia, en tanto que cuando los receptores
SR-B1 se bloquean se observa una menor fluorescencia que demuestra que la internalizacion de la
carga se realiza mediante los receptores. La citometria de flujo (figura ) muestra idénticos
resultados. Al internalizarse la R6G en las células se observa un cambio en el patron de citometria
que se revierte parcialmente cuando una parte de los receptores SR-B1 se bloquea para evitar la
internalizacion. El efecto de bloqueo se aprecia mejor en la figura[4:2D, construida a partir de los
resultados de captacion celular en ausencia y presencia del bloqueo de los receptores SR-B1. La
figura revela que la internalizacion celular es menor (= 10 %) cuando se bloquean los receptores
SR-B1, lo que confirma el MP D-4F no vario6 las propiedades biologicas de la NP. Otros autores
han reportado similares resultados [72] La mrHDL obtenida es adecuada para trasportar siRNA ya
que la sustitucion de la apoA-1 por el MP D-4F no vari6 su capacidad de reconocer los receptores
celulares y depositar su carga en el interior de la célula, con la ventaja de que los MP son menos

sensibles a la contaminacion con patogenos que la apoA-1 [80].

Sin embargo, la eficiencia de carga del siRNA-Cy3 en la mrHDL resulté baja (10.3%), lo
que hace suponer que al sustituir el siIRNA Cy3 por siRNA-RAD-51 también se obtendra una
baja eficiencia de carga. Esta baja eficiencia de carga del siRNA-Cy3 en la mrHDL puede estar
relacionada con la polilisina utilizada. Las moléculas de polilisina son mas grandes que las de
siRNA lo que pudiera haber afectado la estabilidad del complejo polilisina/siRNA-Cy3. Otros
autores han empleado lisinas de menor tamano como la oligolisina [47], o complejos de siRNA con
el colesterol (Chol/siRNA) [33] 81]. Se requieren, por tanto, estudios complementarios para evaluar

variantes alternativas que incrementen la eficiencia de carga de siRNA en la mrHDL.
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4.2. Preparacion y caracterizaciéon fisicoquimica de
SNEDDS /siRNA-Cy3

Otra variante de transportadores lipidicos muy utilizados son los SNEDDS, estructuras compuestas
por aceites, tensoactivos y cosolventes con gran versatilidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad,
baja toxicidad e inmunogenicidad |82, 83]. Los SNEDDS aventajan a las rHDL en (a) su aplicacion
es oral, lo que resulta mas comodo para los pacientes; (b) la eficiencia de carga del producto
a transportar es mayor; y (c) son mas faciles de preparar y escalar |84, [85]. Al igual que la
mrHDL, el SNEDDS se prepar6 cargado con siRNA-Cy3 (SNEDDS/siRNA-Cy3). La preparacion
y caracterizacion del SNEDDS /siRNA-Cy3, se baso en el trabajo de Morales-Becerril [19]. A la
mezcla de Labrafil ® M 1944, Phospholipon ® 90G y Cremophor RH40 se afiadi6 el siRNA-Cy3
en forma de poliplejo con quitosano (siRNA-Cy3-CS). Este complejo de siRNA-Cy3-CS se prepard
con el objetivo de incorporar con facilidad el SIRNA-cy3 a la fase oleosa del SNEDDS Al igual
que en la mrHDL, se obtuvieron los espectros UV-Vis de los componentes aislados del SNEDDS y
del nanosistema cargado con el siRNA-Cy3 (Figura [£.34).

B)

25

T T T 1
200 300 400 500 600

[CISNEDD/SIRNA-RADST
—— Gauss Fit
A) 20 7
—— Lipids .
1.0 4
—— Surfactant §15_
Cosolvent Iy
c
E
05 =
g1
'S
0.0 : 7 " 1 5
200 300 400 500 600
5 SNEDDS
c — - chitosan |_I
© 0 T + T
a 10 100
505 Diameter (nm)
n
a2
<
<)
0.0 - : 7 |
200 300 400 500 600
1.0 1.0
—— SNEDDS/siRNA-Cy3
508
7]
0.5 £
2 0.6
QL
el
®
0.0 T 0.4
@
2
I
£

Wavelength (nm)

o
N

o
=}

v
vy
o

600 650 700 750 800
Longitud de onda(nm)

Figura 4.3: Preparacion y caracterizacion fisicoquimica del sistema SNEDDS/siRNA.A) Metodologia para
la preparacion de SNEDDS/siRNA adaptada de [19]. A) Espectros UV-Vis del sistema SNEDDS /siRNA
asi como de los componentes de los SNEDDS. B) Tamaiios de particulas de los SNEDDS /siRNA-Cy3. C)
Espectro de emision del sistema SNEDD /siRNA-Cy3 cuando es irradiado con una luz de longitud de onda
de 550nm.
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4.2.1. Tamano de particula

En la figura[4.3B se muestra la distribucién del tamafio del SNEDDS/siRNA-Cy3 (OJO EL SNEDDS
QUE APARECE EN LAFIGURA ES CON RAD51, NO CON Cy3). El tamafio promedio de la gota
(50 nm) es adecuado para atravesar sin dificultad la mucosa gastrointestinal y estimular la absorcion
del siRNA-Cy3 acarreado. El indice de polidispersidad (0.41), muestra una buena homogeneidad,
indispensable para la estabilidad de la emulsion |19)].

4.2.2.

4.2.3. Espectrometria UV-Vis y de Fluorescencia

En la ﬁgura se muestra el espectro UV-Vis de los componentes aislados del SNEDDS (lipidos,
surfactante y codisolvente) y del SNEDDS/siRNA-Cy3 Nuevamente, la espectrometria UV-Vis no
permiti6é observar con nitidez los méximos de absorcion de los componentes del sistema debido a
que se superponen. Por tal motivo, para evaluar si realmente el siRNA-Cy3 se encontraba dentro del
SNEDDS se utilizé un laser de 550 nm para excitar el Cy3 y obtener su espectro de emisiéon. Como se
aprecia en la figura la excitacién produjo un fuerte méaximo de emisién a 560 nm, caracteristico
del Cy3 [75] que indica que el siRNA-Cy3 se encuentra formando parte del SNEDDS. La eficiencia
de carga del siRNA-Cy3 en el SNEDDSfue del 95 % muy superior al 10.3 % de siRNA-Cy3 cargado
en la mrHDL.

4.3. Evaluaciébn de la capacidad de transfeccion de
mrHDL /siRNA-Cy3 y SNEDDS /siRNA-Cy3

La terapia génica basada en siRNA es la mas utilizada para suprimir la expresion génica y la
actividad biologica de una proteina. El siRNA se une con alta selectividad y especificidad a
secuencias de genes de mRNA desencadenando la supresion de genes sin alterar las vias endogenas
del mRNA diana [86]. Para lograr este efecto, sin embargo, es necesario que el siRNA se libere en el
citoplasma de la célua y se una al complejo RISC (RNA-induced silencing complex) compuesto,
a su vez, por un grupo de proteinas encargadas de suprimir la expresion del gen deseado para

impedir que el mRNA especifico se traduzca a proteina [87].

Para conocer si los nanoacarreadores preparados eran capaces de conducir y facilitar el
escape endosomico del siRNA-Cy3 en el citoplasma de las células diana se realizé un ensayo de
transfeccion in vitro utilizando células de cancer de mama T47D. La transfeccién permite introducir
el siRNA en la célula de forma relativamente sencilla. Se diseidé un protocolo de transfeccion
quimica utilizando como sistema de referencia liposomas (Lipofectamina 2000) cargados también
con siRNA-Cy3 (Lipo/siRNA-Cy3). La Lipofectamina 2000 transfecta una amplia variedad de
lineas celulares con alta eficiencia y reproducibilidad por lo que se considera el estandar de oro
en estudios de transfeccion in vitro [88|. El Cy3 incorporado en la molécula de siRNA permitio

evaluar, de manera cualitativa, la eficiencia de la transfeccién por microscopia de fluorescencia.
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Figura 4.4: Microscopia de fluorescencia para células tratadas con control, siRNA-Cy3, Lipo/siRNA-Cy3
utilizando 100pmoles de siRNA-Cy3.

El experimento ser ejecut6 en dos fases. En la primera (figura se determino si el siIRNA-Cy3
puro (reactivo de transfecciéon) y los Lipo/siRNA-Cy3 (control positivo) podian transfectar
satisfactoriamente las células T47D. Para ello, las células se incubaron con 100 pmoles de
siRNA-Cy3 puro y con liposomas cargados con 100 pmoles de siRNA-Cy3. Como control no
transfectado se utilizaron las mismas células en ausencia de siRNA. La figura muestra que el
reactivo de transfeccién es capaz de transfectar las células T47D. Como se esperaba, la eficiencia de
transfeccion de los Lipo/siRNA-Cy3 fue superior a la del siRNA-Cy3 puro. El siRNA-Cy3 puro
esta cargado negativamente. Como el potencial de membrana plasmatico es negativo en el lado
interior de la célula (-60 - 30 mV) [89, |90, [91]. las moléculas anionicas como el siRNA-Cy3 no
puedan penetrar la membrana celular con facilidad. A esto se une su gran tamafo, su alto peso
molecular y su facil degradacion en los lisosomas [92|. Los liposomas, por el contrario, forman con
el siRNA agregados lipidicos cargados positivamente que se fusionan con la bicapa de fosfolipidos
de la membrana celular para que el siRNA pueda entrar sin dificultad Una vez dentro de la célula

el siRNA ejerce su efecto terapéutico [93].

Comprobada la posibilidad de transfectar las células T47D con el siRNA-Cy3 se repitio el
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experimento utilizando nuevamente siRNA-Cy3 puro, Lipo/siRNA-Cy3, mrHDL /siRNA-Cy3 y
SNEDDS/siRNA-Cy3, pero con una concentracion de siRNA-Cy3 de 1 pmol. La baja concentracion
de siRNA-Cy3 utilizada para comparar la capacidad de transfeccion de los transportadores lipidicos
en este segundo experimento fue necesaria debido a la baja eficiencia de carga del siRNA-Cy3
en la mrHDL (10.3%). Los resultados de este segundo experimento se muestran en la figura
[4.4] El siRNA-Cy3 puro escasamente penetra al interior de la célula, por las causas ya descritas.
Sin embargo, a pesar de la baja concentracion de siRNA-Cy3 (1 pmol) utilizada, ambas NP
(mrHDL/siRNA-Cy3 y SNEDDS/siRNA-Cy3) pueden transfectar las células T47D. El SNEDDS,
incluso, manifiesta una capacidad de transfeccion ligeramente mayor que los Lipo/siRNA-Cy3
utilizados como control positivo (figura , debido probablemente a la alta eficiencia de carga
obtenida (95 %) aunque se requieren experimentos complementarios para confirmarlo. Otros autores
han reportado capacidad de transfeccion de SNEDDS similar a la Lipofectamina 2000 [60] e incluso
mayor [88]. El experimento confirmé que tanto la mrHDL como el SNEDDS obtenidos pueden
utilizarse para transportar siRNA en su interior en experimentos de silenciamiento de genes ya que
son capaces de depositar en el interior de la célula diana el siRNA que transportan. Sin embargo,
aunque se demostré previamente que la mrHDL obtenida era capaz de liberar la carga acarreada
(R6G) en el interior de las células (epigrafe 4.1.3) debido a la baja eficiencia de carga de siRNA-Cy3
en la mrHDL (10.3 %) y teniendo en cuenta que el objetivo final deseado es depositar cantidades
apreciables de siRNA en el citosol para que pueda ejercer su efecto silenciador, se decidi6é continuar
la investigacion solamente con el SNEDDS/siRNA.
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Figura 4.5: Microscopia de fluorescencia en células de cancer T47D con distintos tratamientos: siRNA
puro, Lipo/siRNA-Cy3, mrHDL /siRNA-Cy3 y SNEDDS/siRNA-Cy3.
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4.4. FEvaluacion de la radiosensibilidad

4.4.1. Ensayo de viabilidad celular

Comprobado que el SNEDDS /siRNA-Cy3 era capaz de transfectar con alta eficiencia las células
T47D se prepar6 SNEDDS/siRNA-RAD51 y se evalud su capacidad de radiosensibilizar las células
T47D frente a la radiacion del 177 Lu. Para ello se realizé un ensayo de viabilidad celular en el
que las células fueron tratadas previamente con SNEDDS/siRNA-RAD51 y con Lipo/siRNA-RAD
51 (control positivo) y luego sometidas a diferentes dosis de 177%%. Como control negativo se
utilizaron células sin tratamiento previo. El reactivo cromogénico utilizado fue XTT. Los resultados

del experimento se muestran en la figura [£.6]
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Figura 4.6: Ensayo de viabilidad celular con XTT en células de cancer T47D con Liposomas/siRNA-RAD51
y SNEDDS /siRNA-RAD51 expuestos a distintas actividades de 77 Lu.

Como se observa en la figura en ausencia de radiacion (0Gy) no hay diferencias significativas
en la viabilidad de las células pretratadas con Lipo/siRNA-RAD51 y SNEDDS/siRNA-RAD51
con relacion a las células sin pretratamiento. Para dosis entre 2Gy y 6Gy tampoco se observa una
variacion significativa entre las células pretratadas con siRNA-RADb51 y las células sin tratamiento
previo, pero a 8Gy y 10Gy las células pretratadas con SNEDDS/siRNA-RAD51 muestran una
viabilidad inferior al 60 % en tanto que la viabilidad del resto de los grupos esta por encima, lo que

indica que el silenciamiento génico inducido por el siRNA-RAD51 favorece la radiosensibilidad de
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las células pues evita la reparacion del ADN, lo que provoca mayor muerte celular y contrarresta los
mecanismos de radioresistencia de las células de cancer T47D empleadas |1} |2, 4]. Se ha descrito que
la activacion de los mecanismos de reparacion celular depende de la magnitud del dano producido
[94]. A dosis pequetias, donde el dafo inducido por la radiacion es menor, la célula puede ser capaz
de reparar parcial o totalmente el dano producido, aun en presencia de siRNA-RAD51. Sin embargo,
a dosis mayores (8Gy, 10Gy) la influencia del siRNA-RADS51 introducido impide la reparacion
celular. Una desventaja del método utilizado es que no permite conocer la cinética de la capacidad
de reparaciéon y formaciéon de colonias de las células irradiadas. Por este motivo, se procedi6 a
realizar un ensayo clonogénico. Estos ensayos se desarrollaron para evaluar la capacidad de células
tumorales para proliferar y formar colonias después de ser tratadas con un agente citotoxico como

las radiaciones ionizantes.

4.4.2. Ensayo Clonogénico

Los ensayos clonogénicos para evaluar in vitro la respuesta celular a las radiaciones ionizantes
permiten conocer la capacidad de replicacién celular después de un tratamiento con radiaciones
en funcion de la dosis de radiacion aplicada [94, 95| Se consideran el estandar de oro en
los ensayos de radiosensibilidad ya que las células destinadas a morir pueden sufrir una o
mas divisiones celulares después de la irradiacién, por lo que la corta duraciéon de los experi-
mentos colorimétricos puede sobreestimar la supervivencia celular [96].Tiene el inconveniente
de que depende de la capacidad clonogénica de las células que se evalian [96].El tiempo de

demora para la resiembra suele ser de entre 6 y 24 h para que se complete la reparaciéon del dano letal.

Para interpretar los ensayos clonogénicos se han utilizado distintos modelos matemaéticos,
aunque el que mas se aplica en la clinica es el lineal cuadratico (LQ). Este modelo establece
que la inactivacion celular después de la irradiaciéon se puede describir mediante la ecuacion
SF(D) = e(-aD=BD?) (ecuacion , donde SF es la fraccion de supervivencia, y los pardametros
a (Gy™Y) v B (Gy~?) representan la radiosensibilidad intrinseca de las células irradiadas. aD
representa la probabilidad de muerte celular causada por el dafio a las dos cadenas de ADN
producido por un solo cuanto de radiacién (o particula) incidente mientras que 3D? representa la
probabilidad de muerte celular debida a la incidencia de dos o méas cuantos (o particulas), cada uno
de los cuales dana una sola cadena, lo suficientemente juntas para producir el mismo efecto que el
rompimiento de la doble cadena [97]. El modelo asume que la muerte celular se debe a que los
impactos de la radiacion danan el ADN de la célula y son proporcionales a la dosis de radiacion. Si
la fraccion de supervivencia SF (D) se representa en una escala logaritmica, se obtiene una curva
de respuesta cuadratica, que tiene una region inicial dominada por el término lineal a dosis bajas,
seguida de una curvatura creciente para dosis méas grandes. El grado de curvatura se define en
términos de la relacion o/, término que es una medida de la sensibilidad fraccionada de las células

[98]. A mayor indice /3 mayor es la resistencia de la célula a la radiacion.
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Figura 4.7: Curvas de supervivencia obtenidas a partir del ensayo clonogénico en células de cancer T47D
usando como tratamiento a los sistemas Lipo/siRNA-RAD51 y SNEDDS/siRNA-RAD51.

A partir del ensayo clonogénico se obtuvieron las curvas de supervivencia correspondientes a los
sistemas Lipo/siRNA-RAD51 y SNEDDS/siRNA-RAD51, que se muestran en la figura Como
se observa en la figura la relacion /3 en las células pretratadas con Lipo/siRNA-RAD51A es
mayor que la de las células pretratadas con SNEDDS/siRNA-RAD51 lo que indica que el SNEDDS
induce mayor radiosensibilidad. La mayor curvatura que se observa en las células pretratadas con el
SNEDDS indica una mayor letalidad de las células. Este resultado esta acorde con el ensayo previo
de transfeccion realizado (epigrafe 4.3) en el que se constaté una mayor transfeccion de siRNA en
las células expuestas a los SNEDDS (figuras 4.4 y 4.5).






Capitulo 5

Conclusiones

= La sustituciéon de la apoA-1 por el péptido mimético MP D4F para obtener mrHDL no
compromete el comportamiento biologico de la rHDL. La mrHDL obtenida internaliza la
carga acarreada en el nicleo a través de los receptores SR-B1 sobreexpresados en la membrana
de células T47D de cancer de mama. Sin embargo, debido a la baja eficiencia de carga de
siRNA en la mrHDL obtenida es necesario encontrar otras formulaciones que mejoren este

parametro.

» El SNEDDS preparado a base de Phospholipon®) 90 G (21 %), Labrafil® M 1944 CS (39 %)
y Cremophor RH 40 (40 %), al que se incorpord siRNA en forma de complejo con quitosano
(siRNA-CS), es capaz de transfectar siRNA en células T47D de forma eficiente. La mayor
transfeccion celular del siRNA-RADb51 inducida por el SNEDDS en comparacion con la

Lipofectamina 2000 indujo mayor radiosensibilidad celular ante la irradiacién con 77 Lu.

= El siRNA RAD5I1 es efectivo para radiosensibilizar células de cancer de mama T47D pues

inhibe la reparacion del ADN y evita la radioresistencia.
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SNEDDS transport siRNA. In this project, HDL-mimetics (mHDL) and
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used as pretreatment to evaluate and compare the sensitization induced by
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releasing siRNA. However, because mrHDL showed low siRNA loading efficiency, it
limited the application in viability and clonogenic assays. In the case of
SNEDDS/RAD51, these showed a greater effect on viability and colony formation
capacity when combined with different doses of Lu-177, compared to the standard
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