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Resumen

La terapia fotodinamica (PDT) es una modalidad de fototerapia que usa fuentes de luz
para excitar agentes fotosensibles (fotosensibilizador) y producir especies reactivas de
oxigeno (ROS). Estas ROS se generan a través de dos tipos de reacciones. La reaccién
de tipo | que implica la transferencia de electrones a una molécula sustrato para formar
radicales libres. La reaccion de tipo Il produce el estado de oxigeno electrénicamente
excitado y altamente reactivo conocido como oxigeno singlete. Ambas especies son
altamente reactivas y citotoxicas con la capacidad de producir dafios oxidativos en la
membrana celular y proteinas. Sin embargo, la PDT convencional esté limitada por la baja
acumulacion del fotosensibilizador. Para superar este obstaculo, se ha implementado la
estrategia de utilizar sistemas transportadores, cuyo fin es incrementar, en el interior de la
célula, la concentracién de los agentes terapéuticos. Entre estos nuevos sistemas se
encuentran las lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL). Estos vehiculos ya se
aplican en varias terapias, entre ellas la terapia fotodindmica. Que ha comenzado a
explorar la conjugacion este tipo de transportadores con nuevos agentes
fotosensibilizadores, como la rodamina que son compuestos quimicos heterociclicos de
gran fotoestabilidad, excitacion a bajas longitudes de onda, un alto campo de emisién de
fluorescencia, solubilidad en agua y permeables a la membrana plasmatica. Sin embargo,
este sistema de liberacién de farmacos conjugada con las rodaminas cuenta con pocas
investigaciones respecto a su aplicacién en terapia fotodinAmica. Por tal motivo, el
objetivo del proyecto fue evaluar la citotoxicidad y produccion de radicales libres (ROS)
inducidas por irradiacion del sistema rHDL-rodamina en células positivas a SR-B1 y su
potencial aplicacion en terapia fotodinamica. Para lograr este objetivo se evalud la
citotoxicidad mediante el estudio de viabilidad celular inducida por la interaccion entre el
sistema rHDL-rodamina e irradiacion a 532 nm y luz Cerenkov en células T47D a través
de un ensayo XTT. Se evalué la produccion de especies reactivas de oxigeno inducidas
por la interaccion entre el sistema rHDL-rodamina e irradiacién a 532 nm en células T47D
mediante microscopia de fluorescencia a través del ensayo CellRox. Se evalud la
captacién de las rodaminas mediada por el sistema rHDL en células T47D mediante
microscopia de fluorescencia. El presente trabajo muestra que sistema rHDL-R®6 irradiado
a 532 nm y sin irradiacion produjeron disminuciones significativas en la viabilidad celular
lo que representa un alto efecto citotoxico/fototoxico. El sistema rHDL-123 al ser irradiado

a 532 nm produjo una ligera disminucion en la viabilidad y rHDL-B no mostré efecto. Los
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sistemas rHDL-R6 y R6G irradiado por luz Cerenkov (100 uCi) mostraron una disminucién

en la viabilidad celular, lo que indica actividad fotodinamica.

En los estudios de microscopia de fluorescencia se obtuvo la siguiente jerarquia en
relacion a la internalizacion intracelular de las rodaminas en células T47D:
RG6>R123>RB. La rodamina R6 demostré tener la capacidad para producir especies

reactivas de oxigeno de una manera eficiente.

Este trabajo muestra que el sistema rHDL-R6G y rHDL-123 irradiados a 532 nm tienen
capacidad para efectos producir citotoxico/fototoxico. Lo que los vuelve candidatos para la
terapia fotodinAmica. También se encontré que la radiacibn Cerenkov tiene potencial
como fuente de luz interna y finalmente se indica que la rodamina 6G es el mejor
candidato como agente fotosensibilizador debido a capacidad para producir ROS e

internalizarse de manera eficiente.



1. Introduccién

La terapia fotodinamica (PDT) es una modalidad de terapia que usa fuentes de luz para
activar moléculas fotosensibles (fotosensibilizador) y producir especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Roblero Bartolon et al., 2015). Los fotosensibilizadores (PS) al ser
irradiados con luz pasan a un estado excitado (Abrahamse & Hamblin, 2016; Roblero
Bartolon et al., 2015), y transfieren la energia de excitacion al oxigeno molecular presente
en el tejido, dando lugar al oxigeno singlete (*O,) y otros iones radicales, los cuales son
altamente reactivos y citotoxicos con la capacidad de producir dafios oxidativos en la
membrana celular y proteinas (van Straten et al., 2017). De manera localizada y semi-
controlada, ya que muchos de los PS tienen propiedades especificas que limitan su rango
de accion en diferentes tejidos, como solo poder activarse en presencia de determinadas
longitudes de onda de luz. La administracion de los PS se hace a través de
transportadores especificos (NPs) disefiados para ser atraidos y liberar su carga a los
sitios de interés mediante el uso de proteinas receptoras o ligandos. Esto potencia su
seguridad como agente terapéutico en comparacion con los farmacos o tratamientos mas
usados en la actualidad (Allison & Sibata, 2010; Roblero Bartol6n et al., 2015; van Straten
et al., 2017). Sin embargo, PDT est4 limitada por dos factores: la concentracion del

fotosensibilizador y la penetracion de la luz visible en el tejido.

Las rodaminas son compuestos organicos heterociclicos fluorescentes que presentan
una baja toxicidad, fotoestabilidad, solubilidad en agua y tienen capacidad de generar
especies reactivas de oxigeno (C. Liu et al., 2019). Ademas, las propiedades catidnicas
de algunas rodaminas permiten que estas se localicen y acumulen en las mitocondrias de
células de cancer (C. Liu et al.,, 2019), por lo que tienen potencial para ser agentes

anticancerigenos (Davies et al., 2016).

Una manera de incrementar la concentracién de agentes terapéuticos y/o de imagen en el
interior de la célula blanco es a través de sistemas de transporte a escala hanométrica.
Dichos sistemas pueden ser diseflados con caracteristicas que permitan el
reconocimiento especifico de moléculas expresadas en las células blanco (Lucky et al.,
2015). Los sistemas de liberacion controlada como nanoparticulas poliméricas han
incrementado la eficiencia fotodinamica al mejorar la produccién de 'O,. Sin embargo,
estos sistemas tienen la desventaja de recircular en el torrente sanguineo, dando como

resultado una disminucion de la concentracidén del fotosensibilizador en el tejido blanco
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(Lucky et al., 2015). Recientemente, las lipoproteinas de alta densidad reconstituidas
(rHDL) (Shahzad et al., 2011), se han utilizado para transportar y liberar de manera
especifica agentes terapéuticos o de imagen en células de cancer positivas a SR-B1
(Isaac-Olivé et al., 2019). Las HDL son reconocidas por el receptor SR-B1 al interactuar
con la apolipoproteina Al (Apo-Al), el cual es el mayor componente estructural y
funcional de las HDL. Las rHDL tienen la ventaja de: ser biocompatibles, capacidad de
incorporar moléculas anfifilicas y/o hidrofébicas y/o hidrofilicas y un mecanismo de
internalizacion celular via receptor SR-B1 (Rui et al., 2017; Sabnis et al., 2012; Shahzad
et al., 2011). Por tales caracteristicas, se ha comenzado a usar transportadores basados
en las HDL como vehiculos de farmacos en varias terapias, entre ellas la terapia
fotodinAmica (Ma et al., 2018; Meyer et al., 2013; Raut et al., 2018; R. Zhang et al., 2019).
Sin embargo, este sistema de liberacion de farmacos no ha sido evaluado como
transportador de rodaminas para su aplicacion en terapia fotodinamica. Por tal motivo, el
objetivo del presente proyecto es evaluar la citotoxicidad y produccion de radicales libres
(ROS) inducidas por irradiacion del sistema rHDL-rodamina con el fin de evaluar su
potencial como sistema de transporte de rodamina en células de cancer positivas a SR-B1

para su aplicacion en terapia fotodinamica.
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2. Marco teodrico

2.1Céancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por el crecimiento descontrolado y
una rapida propagacién de células anormales en el organismo (Barrios & Garau, 2017).
Las células de cancer se producen cuando una célula normal sufre alteraciones en su
genoma por agentes carcinégenos (Cooper & Hausman, 2007), perdiendo la capacidad
de regular los mecanismos del ciclo celular, la reparacion del ADN, la inactivacion de
genes supresores y la apoptosis (Bast Jr. et al., 2017).

El proceso mediante el cual una célula normal se convierte en una célula neoplasica
(carcinogénesis), puede ser dividido en cuatro fases: iniciacién, promocion, conversién y
progresion del tumor (Bast Jr. et al., 2017). Durante la iniciaciéon, el ADN muta por
carcindbgenos quimicos o fisicos, permitiendo la activacion de oncogenes y/o la
inactivacion de genes supresores de tumores, confiriendo a la célula la capacidad de
dividirse a una mayor velocidad y heredar estas mutaciones primarias a las nuevas
células (células iniciales) (Bast Jr. et al., 2017; Cooper & Hausman, 2007; Karin & Greten,
2005). La promocion tumoral es el proceso donde las células iniciales acumulan més
mutaciones, su genoma se hace mas inestable debido al efecto ejercen los promotores
tumorales y hay una seleccion clonal donde las células con mas mutaciones adaptativas
comienzan a proliferar a mayor rapidez y formar los primeros microambientes tumorales
(Bast Jr. et al., 2017; Cooper & Hausman, 2007). La conversion o transformacion maligna,
es la fase donde las células pre-neoplasicas adquieren un fenotipo maligno, los agentes
tumorales inhiben en su totalidad los genes supresores de tumorales y activan
determinados proto-oncogenes, otorgando finalmente a las células sus caracteres
neoplésicos funcionales (Hallmarks) (Bast Jr. et al., 2017). Finalmente, la progresion del
tumor se caracteriza por el incremento en el tamafio del tumor, la invasion y metastasis.
Durante esta fase, nuevas mutaciones pueden ser adquiridas, permitiendo a la célula de
cancer adquirir mas ventaja sobre el crecimiento y tener més de un fenotipo maligno (Bast
Jr. etal., 2017; Karin & Greten, 2005)
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De acuerdo con Hanahan y Weinberg (2011), hay 10 alteraciones fisiolégicas esenciales
(Hallmarks) que caracterizan a una célula tumoral: 1) sefalizacion autocrina anormal que
contribuye al crecimiento incontrolado de las células de cancer, 2) insensibilidad a las
sefiales de inhibicion del crecimiento, 3) evasion de la muerte celular programada
(apoptosis), 4) ilimitado potencial de replicacion, 5) angiogénesis ininterrumpida, 6)
invasion de tejidos y metéstasis, 7) reprogramacion del metabolismo energético, 8) la
evasion de la respuesta inmunologica, 9) un genoma inestable con numerosas
mutaciones y 10) Capacidad de promover inflamaciones tumorales (Bast Jr. et al., 2017;
Hanahan & Weinberg, 2011).

2.2 Nanotecnologia

La nanotecnologia comprende la creacion, manipulacion y uso de materiales a escalas
nanométricas (Boisseau & Loubaton, 2011; Patra et al., 2018). Con aplicaciones en los
campos de: quimica, fisica, ingeniera, biologia y medicina (Ferrari, 2005). Las primeras
tres disciplinas antes enunciadas emplean la nanotecnologia para formar compuestos
quimicos con arreglos atomicos especificos para mejorar la eficiencia o durabilidad,
desarrollo de nanodispositivos 0 nanoparticulas para monitoreo, manipulaciéon o entrega
de compuestos, el desarrollo de nuevos materiales, etc. (Adams & Barbante, 2015). La
biologia y medicina utilizan los nanorecursos enunciados anteriormente en sistemas
nano-bioldgicos integrados compuestos por 4 sectores de aplicacion: medicion celular
donde se estudia la estructura y composicién celular a escala nanométrica., alteracion
celular o perturbacién celular, donde se estudia el funcionamiento y metabolismo de las
células In vivo a nivel nanométrico., diagnéstico médico donde se aplican los recursos
médicos como nanotransportadores o0 nanodispositivos para desarrollar nuevas
metodologias de deteccidén de enfermedades., y tratamiento médico donde se aplican la
para la aplicaciébn de nuevas terapias mas seguras como terapia fotodinAmica (PDT)
(Hamblin et al., 2015; Wong et al., 2013).
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2.2.1 Nanomedicinay sus aplicaciones.

La nanomedicina es el término para definir la aplicacién de la nanotecnologia en la
medicina (Boisseau & Loubaton, 2011), y las principales areas donde se emplea son:
diagnéstico molecular, farmacéutica y medicina regenerativa (Boisseau & Loubaton, 2011,
Emerich & Thanos, 2003).

La aplicacion de la nanotecnologia en el diagnéstico molecular se basa en el empleo de
nanoparticulas como lipoproteinas, liposomas, dendrimeros, etc. (Jain, 2003), para
transportar sondas de marcaje que permitan detectar alteraciones a nivel molecular y/o
genético, principalmente la localizacion de mutaciones de genes. (Boisseau & Loubaton,
2011; Jain, 2003). Teniendo como ejemplo el sindrome mielodisplasico, una enfermedad
originada por mutaciones en los genes DNMT3A TET2, ASXL1, TP53, RUNX1, SRSF2
y SF3B1 de las células de la medula 6sea, los estudios convencionales para la deteccién
de la enfermedad que incluyen hemogramas completos, biopsias medulares y estudios
de citogenética que demoran mas de 13 dias, mientras que una prueba que conjunta
nanotransportadores y sondas de marcaje de hibridacién fluorescente como FISH reduce
el estudio a 2 o 3 dias (Song et al., 2017).

El &rea farmacéutica se utiliza para el desarrollo de vehiculos que mejoren la eficiencia
del trasporte y liberacion de agentes quimioterapéuticos como: doxorrubicina,

metrotexato, paclitaxel, etc. (Boisseau & Loubaton, 2011; Emerich & Thanos, 2003).

La medicina regenerativa, que comprende los procesos para crear tejidos funcionales y
regeneracion de 6rganos dafiados como higado, musculos, tendones, tejido neural, piel,
hueso, etc. (Boisseau & Loubaton, 2011). Para ello se disefian nanomateriales con
caracteristicas especificas en propiedades fisicas como tamafio, forma y topografia de
superficie., propiedades quimicas como los elementos quimicos de elaboracion,
microarreglos atdmicos, propiedades electroquimicas, etc. (Yang et al., 2019). El objetivo
es sintetizar materiales que provean de estructuras de superficie y soporte a las células y
que a su vez estimulen la adhesion, movilidad y diferenciacion celular (Engel et al., 2007).
Uno de los casos mas comunes es la regeneracion de regiones Oseas, donde los
osteoblastos son cultivados en nano superficies de titanio que debido a sus propiedades
quimicas favorece la expresion de determinados fenotipos celulares éseos a diferencia de

cuando son cultivados en placas Petri de vidrio o plastico (Zinger et al., 2005).
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2.2.2 Empleo de nanoparticulas como transportador de farmacos en
tratamientos oncologicos.

Los avances en la nanomedicina han permitido el desarrollo e implementacion de nuevos
métodos y técnicas en las terapias oncoldgicas. Uno de estos es el uso de nanoparticulas
para la administracion de farmacos, los cuales permiten resolver las limitaciones que

presentan los métodos convencionales de suministracion (Dadwal et al., 2018).

Las nanoparticulas cargadas de farmacos se distribuyen por el torrente sanguineo donde
permanecerdn un tiempo prolongado antes de llegar a su objetivo (Attama & Umeyor,
2015). Para que el farmaco llegue al tumor debe evitar ser detectado por el sistema
reticuloendotelial y la actividad fagocitica esplénica-linfatica, ya que estos participan en
la respuesta inmune primaria contra microorganismos, proteinas y particulas extrafas
(Attama & Umeyor, 2015; Blanco et al., 2015; Vargas et al., 2013). Una vez alcanzado el
tumor, las nanoparticulas pueden alcanzar el tejido mediante dos mecanismos:

acumulacion pasiva y activa (Fig. 1).

Celala endowelial

Acumulacion Pasiva Acumulacién Activa

Fig. 1: Representacion de la acumulacion A) pasiva y B) activa de un nanoacarreador en el tejido
tumoral. Modificado de Rojas-Aguirre et al, 2016.
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Acumulacion Pasiva

Una de las caracteristicas mas importantes que presenta un tejido tumoral, son sus
células que se reproducen y crecen de manera descontrolada (Rojas-Aguirre et al., 2016).
Lo que estimula el proceso de la angiogénesis, pero de una manera acelerada y
defectuosa, originando una arquitectura con fenestraciones que en combinacién con un
sistema de drenaje linfatico disfuncional, produce una patofisiologia Unica conocida como
efecto de permeabilidad y retenciébn aumentada (EPR) (Rojas-Aguirre et al., 2016). Lo
anterior, permite que las nanoparticulas puedan anclarse en las fenestras vy liberen los
farmacos, aumentando su rango de accion, aunque la difusion es variable (Dadwal et al.,
2018) o aumentar la concentracion del farmaco en el tumor donde esta retenido (Fig. 1a)
(Rojas-Aguirre et al., 2016).

Acumulacion Activa

Las células tumorales suelen sobreexpresar algunos tipos de receptores de membrana
que promueven su crecimiento descontrolado (Dadwal et al., 2018; Rojas-Aguirre et al.,
2016). Si el nanoacarreador se «decora» con un ligando (péptido, proteina o anticuerpo)
que reconozca al receptor, se dirigird y acumulara preferentemente en el tejido tumoral,

en donde debera liberar su carga terapéutica (Fig. 1b) (Rojas-Aguirre et al., 2016).

15



2.2.3 Tipos de nanosistemas de transporte y liberacion de farmacos

Las nanoparticulas empleadas como sistemas de administracion de farmacos, pueden
tener diferentes tamafos, formas y estdn compuestas de diversos materiales como:
lipidos, polimeros, particulas virales, componentes organometalicos, etc. (Dadwal et al.,
2018). Los objetivos primarios de estos vehiculos son: encapsular farmacos, incrementar
la distribucion y reducir la toxicidad, ademas de proveerles proteccion contra la
degradacion (Bhatia, 2016; De Jong & Borm, 2008). Una gran parte de las nanoparticulas
utilizadas como sistemas de transporte para el tratamiento de cancer, estan constituidas

principalmente por polimeros o lipidos.

Transportadores basados en polimeros

Las nanoparticulas poliméricas son transportadores coloidales de un tamafo de 10 a
1000 nm, estos se dividen en dos categorias: nanocapsulas y nanoesferas. El primero
son sistemas vesiculares con una cubierta polimérica y un ndcleo interno, mientras en el
segundo consiste de una matriz polimérica (D"Mello et al., 2016; des Rieux et al., 2006).
Los farmacos se unen covalentemente o se encapsulan dentro de la matriz polimérica o el

nucleo (Dadwal et al., 2018), y algunas nanoparticulas de este tipo son:

e Micelas poliméricas: Son copolimeros anfifilicos unidos que se acumulan para
formar una estructura con un nucleo y cubierta, de un tamafio menor a 100 nm en
medios acuosos (Dadwal et al., 2018). Estas caracteristicas le permiten tener un
nucleo hidrofébico estable y que los polimeros sean solubles en agua, debido a
esto tienen alto potencial para la administracion sistémica de farmacos insolubles
(Bhatia, 2016).

e Dendrimeros: Son macromoléculas de dimensiones nanométricas, compuestas de
multiples ramificaciones de mondémeros que emergen de un nucleo central, ademas
de ser solubles en agua y tienen una cavidad interna hueca donde se pueden

cargar farmacos o marcadores (Dadwal et al., 2018).
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Transportadores basados en lipidos

Las nanoparticulas lipidicas estdn compuestas de polimeros lipidicos (fosfolipidos) y
alcanzan tamafios de 5 nm a cientos de nanémetros (des Rieux et al., 2006; Mehanna et
al., 2012). Estas moléculas se forman cuando soluciones lipidicas saturadas son
dispersas en un tensioactivo acuoso, formando vesiculas lipidicas o emulsiones (Ashara
et al., 2018; Malam et al.,, 2009; Vamsi & Perumal, 2016). La nanoparticula mas

representativa de este grupo es:

e Liposomas: Son estructuras esféricas que se forman espontaneamente, cuando
lipidos son dispersos en un medio acuoso (Torrellé et al., 2002). Su tamafio suele
ser mayor a 20 nm, son insolubles y forman dispersiones coloidales (Dadwal et al.,
2018). Estas nanoparticulas son ampliamente usadas para encapsular farmacos
hidrofilicos (Vamsi & Perumal, 2016).
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2.2.4 Mecanismos de distribucién y transporte de nanoparticulas

Las nanoparticulas internalizan su carga a la célula principalmente por medio de la
endocitosis (Iversen et al., 2011; Oh & Park, 2014), el cual pertenece a los mecanismos
del transporte activo. En este proceso la célula captura material del entorno extracelular a
través de la formacion de una invaginacidbn que posteriormente generara vesiculas
endociticas (Sahay et al., 2010). La endocitosis a la vez se divide principalmente en dos
tipos: fagocitosis y pinocitosis; sin embargo hay otras categorias especialistas como:
endocitosis mediada por clatrina o caveolas y/o independiente de clatrina y caveolas
(Behzadi et al., 2017; Garrett & Mellman, 2001; Ogawa & Kobuke, 2008; Oh & Park, 2014,
Sahay et al., 2010).

La fagocitosis es el proceso mediante el cual la célula engulle particulas sélidas de gran
tamafio y la pinocitosis engulle moléculas pequefias disueltas en un fluido (Calvo &
Mendoza, 2012; Sahay et al., 2010). La diferencia que existe en estos mecanismos radica
en el tamafio del endosoma que se forma. En la fagocitosis las vesiculas tienen tamafios
superiores de 250 nm Yy la pinocitosis el tamafio de los endosomas es menor a 150 nm
(Alberts et al., 2002). Esta ultima posee una subcategoria denominada macropinocitosis
que forma macropinosomas de 5 um a 0.2 um (Garrett & Mellman, 2001). Ademas, la
fagocitosis es realizada comunmente por los macréfagos, neutréfilos, monocitos y células
dendriticas. Mientras que la pinocitosis se presenta en todos los tipos de células y tiene
multiples formas dependiendo del origen y funcion de la célula (Doherty & Mcmahon,
2009; Sahay et al., 2010).

La endocitosis mediada por clatrina es un mecanismo para internalizar macromoléculas
menores a 100 nm (C. Wang et al.,, 2017). Durante este proceso ligandos y algunos
receptores de membrana como la familia FcY se unen, formando el complejo ligando-
receptor (Garrett & Mellman, 2001; McMahon & Boucrot, 2011). El cual sefializa proteinas
especificas que reclutan clatrina para la formacion de la vesicula (Garrett & Mellman,
2001). Mientras ocurre este recubrimiento, también se lleva a cabo el empaquetamiento
de los materiales a internalizar (McMahon & Boucrot, 2011). La vesicula recién formada
viagjar4 al interior de la célula donde el revestimiento de clatrina se desprenderd,
permitiendo que se fusione con los endosomas primarios, donde continuaran el proceso
hasta que puedan escapar y liberar su carga (Garrett & Mellman, 2001; McMahon &
Boucrot, 2011).
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La endocitosis mediada por caveolas, es un mecanismo que internaliza materiales por
medio de invaginaciones uniformes de la membrana plasmatica denominadas caveolas,
que tienen un diametro de 50-100 um y que se caracterizan por la presencia de caveolina,
una proteina integral de la membrana (Gonzalez-Mufioz, 2009). Esta proteina forma
oligbmeros que recubrirdn a las vesiculas, las cuales seran liberadas de la membrana
plasmatica a través de la accion dinamica (fusion) de los caveosomas presentes en la
célula, los cuales pueden evitar los lisosomas y proteger el contenido de la degradacion
(Gonzalez-Mufioz, 2009).

La endocitosis independiente de clatrina y caveolas, ocurre en células que carecen de
clatrina o caveolina, como células Hela y células de algunas regiones del cerebro (Damke
et al., 1995; Mayor & Pagano, 2007). Estas internalizan mediante los componentes de la
estructura del citoesqueleto de actina o mediante proteinas que inducen a la curvatura
de la membrana plasmatica como las proteinas del dominio BAR, para formar vesiculas,
(Soriano -Castell, 2016).

El tipo de endocitosis que las NPs utilizaran, estd determinada por diversos factores
como: La forma y el tamafio, ya que las nanoparticulas de 4 nm a 100 nm han
demostrado ser fagocitadas (Gustafson et al., 2015), las que poseen un tamafio de 0.1- 2
MM son internalizadas por endocitosis mediada por clatrina o caveolina (Kamm Roger et
al., 2010) ademas la forma esférica contribuye a mejorar el rendimiento de la
internalizaciébn y en algunos casos promueve que las NPs se internalicen por
macropinocitosis (Behzadi et al., 2017; Rizvi & Saleh, 2018).

La densidad de carga y la polaridad, si NPs tienen propiedades cationicas, pueden
interactuar mejor con la membrana plasmatica, la cual se encuentra negativamente
cargada en su interior (Frohlich, 2012; Salatin & Yari Khosroushahi, 2017; Zanella et al.,
2019), los componentes (lipidos o polimeros) catidnicos interactian electroestaticamente
con los proteoglicanos de la membrana celular, esto activa una serie de mecanismos que
internalizan los nanosistemas mediante la fagocitosis o una penetracién directa de la
membrana mediante una translocacion (Behzadi et al.,, 2017; ElI Ouahabi et al., 1997;
Frohlich, 2012; Salatin & Yari Khosroushahi, 2017).

La hidrofobicidad y las fuerzas interfaciales tienen un rol importante en la interaccion de
las NPs y los fosfolipidos de la membrana celular (Behzadi et al., 2017), se ha observado

que las moléculas hidrofébicas son mas termodinamicamente estables y se pueden
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incorporar mas rapidamente en la membrana y penetrarla con mas facilidad, con la
posibilidad de no requerir un mecanismo de transporte activo, ya que existe la posibilidad
de las NPs internalicen mediante transporte pasivo (Behzadi et al., 2017; Prabhakar et al.,
2013)

El proceso de internalizacion de las NPs en la célula (Fig. 2) comienza con la formacion
de una vesicula endocitica a partir de una invaginacién de la membrana plasmética
denominada endosoma temprano (Gutiérrez & Lopez, 2010; Salatin & Yari Khosroushahi,
2017; Smith et al., 2019), mientras el endosoma se mueve por el citosol, la ATPasa
vacuolar bombea protones al interior, haciendo que el pH disminuya de manera gradual y
el endosoma madure, (Garcia-Sanchez, 2013). Finalmente, el endosoma llega a los
lisosomas donde las nanoparticulas pueden ser degradadas por enzimas que estan
activas en un ambiente &cido. Sin embargo, durante el transcurso de la ruta endocitica,
las nanoparticulas pueden escapar al citosol para evitar la degradacion lisosomal y
entregar su carga (Gutiérrez & Lopez, 2010; Smith et al., 2019).

Mechanisms of endocytosis:

Clathrin dependent Clathrin independent

Dynamin dependent Dynamin independent
Phagocytosis Circular  Macro-
dorsal ruffles pinocytosis

Nano-
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Fig 2: Esquematizacion de rutas endociticas y transporte intracelular. Las NPs (puntos verdes)
captadas por endocitosis estan encerradas dentro de endosomas tempranos (EE), fagosomas o
macropinosomas (MP). Estas vesiculas con particulas, maduran luego por la via degradativa y se
convierten en cuerpos endosomas tardios (MVB), que se fusionan con lisosomas (Lys).
Alternativamente, las nanoparticulas se pueden transportar de regreso a la superficie celular
directamente desde EE o a través de los endosomas de reciclaje (RE). Tomado de : Iversen et al., 2011
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2.3 Nanosistemas basados en lipidos como transportadores de farmacos

Las nanoparticulas lipidicas estdn compuestas por fosfolipidos, triglicéridos y colesterol,
los cuales se encuentran de manera natural en la membrana plasmatica y lipoproteinas
(Kumar, 2019).

Los sistemas de transporte basados en lipidos tiene varias ventajas como: una mejor
biodisponibilidad, protegen al farmaco de la degradacién de agentes ambientales, poseen
mdltiples vias de administracién y pueden encapsular farmacos lipofilicos o hidrofilicos
(Villafuerte Robles et al., 2008).

Los farmacos y otras moléculas pueden ser incorporados a estos sistemas mediante las
siguientes técnicas: homogeneizacion por presion a alta temperatura (Hot HPH) u
homogeneizacién por presibn a baja temperatura (Cold HPH), microemulsion,
emulsificacion solvente, método de evaporacién, doble emulsificacién, agitacion a alta

velocidad, difusién y ultrasonicaciéon (Cruz et al., 2016)

21



2.3.1 Lipoproteinas como transportadores de farmacos

Las lipoproteinas son una familia natural de complejos macromoleculares que consisten
en apoproteinas anfifilicas, fosfolipidos y lipidos neutrales (Fig. 3) (Chaudhary et al.,
2019). Ademas, exhiben caracteristicas Unicas como: interacciones con los receptores
celulares, una superficie exterior hidrofilica y una organizacion dindmica para la absorcion
de lipidos (Raut et al., 2018). Estas propiedades los vuelve candidatos ideales para el
transporte de farmacos, principalmente porque pueden encapsular en su nucleo farmacos
lipidicos y en la superficie puede conjugarse con otros agentes quimicos-biol6gicos
(Dadwal et al., 2018; Pan et al.,, 2004). Ademas, las lipoproteinas presentan varias
ventajas como transportadores respecto a otras nanoparticulas como: el tamafio que
oscila de 7 nm a 80 nm (Pan et al., 2004), mientras que en otras oscila de 20 nm a 200
nm (Dadwal et al., 2018). Entre mas pequefas sean las particulas, mas facil es su
entrada a los tumores y su potencial citotoxico es mayor (Frohlich, 2012; Patra et al.,
2018). Otra ventaja es su dinamica de localizacién e internalizacion mediada por el

mecanismo receptor-ligando (Dadwal et al., 2018; Ng et al., 2011; Pan et al., 2004).

Apoproteina Fosfolipido

Colesteral

Nucleo lipidico
(Esteres de colesterol y figliceridos)

Fig. 3: Estructura basica de una lipoproteina.

Modificado de Chaudhary et al, 2019
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Las lipoproteinas presentes en el cuerpo humano se clasifican en funcién de su densidad
como; quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Errico et al., 2013).

Las lipoproteinas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoproteins) son moléculas
que tienen un tamafo de 30 a 80 nm. Su superficie puede estar conjugada por diferentes
apolipoproteinas debido a que cuando entran al plasma son catabolizadas por una serie
de acciones bioquimicas que incluye el intercambio de apolipoproteinas con Apo C-I, Apo
C-Il, Apo C-lll y Apo E. Debido a esto, las VLDL tienen un alto potencial para transportar
antineoplasicos, principalmente porque varias células de cancer sobreexpresan
receptores para Apo E, un ligando proteico presente en la superficie de las VLDL.
Actualmente, estas lipoproteinas se utilizan para transportar 5-iododeoxiuridina,

doxorubicina y vindecina (Pan et al., 2004).

Las lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoproteins), son moléculas del tamafio
de 25-30 nm, cuya funcién principal es transportar colesterol. Para ello emplea la apoB-
100, el mayor ligando presente en su superficie y cuyos receptores se encuentran
sobreexpresados en células cancerigenas de cerebro e higado. Por ello, las LDL son
empleadas como transportadores de farmacos lipofilicos como: metotrexato, floxuridina y

recientemente algunos PS (Pan et al., 2004).
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2.4 Lipoproteinas de alta densidad

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son moléculas compuestas de diversas
macromoléculas biolégicas (Kuai et al., 2016). Y su principal funcién es transportar y
recolectar colesterol de los tejidos para posteriormente llevarlo hacia el higado para su
eliminacion. Este proceso es denominado transporte inverso del colesterol (Cuneo, 2001).

El principal componente proteico de las HDL es la apolipoproteina A-1 (Apo A-1) que es
un polipéptido de 28 kDa, contiene ocho dominios a-helicoidales anfipaticos de 22
aminodcidos, cada uno de los cuales es responsable del andamiaje del tamafio y la forma
de las HDL naturales (Borhani et al., 1997; Frank & Marcel, 2000; Ma et al., 2018).

2.4.1 Sintesis y metabolismo de HDL (HDL)

La biosintesis de las HDL es complejo e involucra componentes proteicos, lipidicos y una
progresiva maduracién de la molécula (Rader & Rader, 2006). Para generar una HDL se
requiere de Apo A-1 y Apo A-ll que compondrdn el 70% de la molécula, estas
apolipoproteinas son sintetizadas en el intestino e higado y segregadas en el torrente
sanguineo (Weng & Breslow, 1996; Zhou et al, 2015). Posteriormente, estas
apolipoproteinas comenzaran a asociarse con fosfolipidos y colesterol (lipidacion) por
medio de mecanismos dependientes del transportador ATP Binding Cassette (ABCA1)
gue facilita el flujo de salida y ensamblaje de lipidos (Kornmueller et al., 2019; Sanchez,
2017), generando HDL inmaduras que tendran una morfologia discoidal de 7 a 13 nm
de diametro, compuesta de una bicapa lipidica. En esta fase la Apo A-1 aun no esta
estabilizada (Kornmueller et al., 2019; Segrest et al., 1999). Las HDL inmaduras
comenzaran una remodelacion de su estructura para adquirir la forma esférica, para ello
la enzima lecitin-colesterol aciltransferasa (LCTA) en conjunto con otras enzimas
catalizara y convertiran el colesterol almacenado en la bicapa lipidica en ésteres mas
hidréfobos que el colesterol libre (Kornmueller et al., 2019; Rader & Rader, 2006), que se
separaran en un nucleo oleoso interno. Consecutivamente, la morfologia de la HDL
discoidal se altera en forma de lente y finalmente en particulas esféricas, denominadas
HDL3 o HDL maduras, que estdn listas para recolectar y transportar colesterol
(Kornmueller et al., 2019; Silva et al., 2008).
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Las HDL participan en una de las rutas del influjo del colesterol, denominado transporte
inverso del colesterol (Cuneo, 2001; Rader & Rader, 2006). Para ello, las HDL toman el
colesterol del higado o tejidos periféricos, mediante la interaccion del ligando Apo A-1y el
receptor SR-B1 (scavenger receptor class Bl) (Rader & Rader, 2006). Este receptor es
muy importante porque promueve la recepcion hepatica de colesterol esterificado vy libre,
mediante un proceso conocido como captacion selectiva. Donde el SR-B1 internaliza o
remueve particulas de colesterol de las HDL, posteriormente estas moléculas viajan por el
torrente sanguineo hasta tejidos objetivo o bien son enviados al rifion o higado para su
excrecion o degradacion (Rader & Rader, 2006; Zhou et al., 2015)

el Nascent HDL

ABCA1 ﬂ lipid-free €—— 1]
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Fig.4. Proceso de formacion de las HDL; Apo Al y lipidos son excretados por el intestino e higado,
estos en conjunto con el transportador ABCA, ensamblaran una HDL discoidal inmadura. La lecitin
colesterol aciltransferasa (LCAT), esterificara el colesterol y formara una HDL esférica madura, el cual
tras esterificar méas colesterol en el transporte inverso del colesterol completara su ciclo y sera
enviada al higado para su degradacién o reciclaje. Tomado de: Kornmueller et al, 2019
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2.4.2 Lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL)

El desarrollo de nuevos transportadores de farmacos para las terapias oncolégicas se ha
centrado en las NPs, especialmente aquellas que tienen un origen natural porque
suponen varias ventajas respecto a otras (Raut et al., 2018). Entre estos tipos de nuevos
nanotransportadores figuran las lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL) que
exhiben una gran variedad de propiedades deseables como sistema de carga y liberacion
de farmacos antineoplasicos (Pedersbeek et al., 2019; Raut et al., 2018).

Las rHDL son particulas sintéticas y biomiméticas que emulan muchas de las propiedades
de las HDL, lo que permiten tener un periodo mas largo de circulacion en el torrente
sanguineo, una bajo nivel de ser detectado por el sistema inmune como un agente nocivo,
ser biodegradable, biocompatible y una interaccion con receptores de membrana
(Pedersbaek et al., 2019), especialmente con el receptor SR-B1 quien es el responsable
de mediar el intercambio de colesterol u otros componentes en las células (Fig. 5) (Ma et
al., 2018; Pedersbaek et al., 2019) ademas de estar sobreexpresado en muchos tipos de
cancer. Este ultimo caracter es de gran importancia, ya que muchas terapias emplean el
SR-B1 como mediador (Pedersbaek et al., 2019).

Fig.5 Liberacion citosolica directa del agente terapéutico o de imagen usando nanoparticulas rHDL

Tomado de: Raut et al., 2018
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2.4.3 Sintesis de rHDL

Las rHDL, al emular muchas de las propiedades de las HDL naturales, requieren estar
constituidas de Apo-Al y varios tipos de lipidos, sin embargo, el creciente interés de
utilizar estas NPs con otros fines al de transportar farmacos genera variaciones en su
composicion estructural al igual que su método de sintesis (Kornmueller et al., 2019); sin

embargo hay ciertos criterios y métodos comunes para su elaboracion estandar.

Para fabricar rHDL se requiere mezclar Apo A-1 y lipidos en un medio acuoso, es critico
elegir adecuadamente el tipo de lipido, ya que cada tipo se ordena de diferente manera y
esto influye en la arquitectura de la rHDL. Si se obtiene una bicapa fosfolipidica la NP,
sera un nanodisco con capacidad Unica de cargar farmacos apolares, pero si los lipidos
se ordenan en una monocapa lipidica esférica se obtendran nanoesferas similares a las
HDL naturales con capacidad de cargar farmacos polares (Cho, 2019; Kornmueller et al.,
2019). La mezcla posteriormente serd disuelta en un solvente organico y secado con
nitrégeno u otro material similar para obtener una pelicula lipidica que sera rehidratada
con buffer acuoso que contiene derivados de acidos biliares como el colato de sodio que
actla como detergente junto con el componente proteico (Kornmueller et al., 2019). Para
gue las NPs se formen se debe eliminar el buffer acuoso mediante dialisis con un buffer
libre de detergente, obteniendo asi las suspensiones con las rHDL (Cho, 2019;
Kornmueller et al., 2019; Pittmans et al., 1987). Otro método es sintetizar rHDL mediante
la solubilizacion de membranas fosfolipidicas de liposomas preformados utilizando Apo A-
1 (Massey & Pownall, 2008). Asimismo, se pueden obtener rHDL mediante la sonicacion
de suspensiones lipidicas ricas en fosfolipidos y ésteres de colesterol junto con Apo A-1,
la cual se asociara a los lipidos para formar NPs esféricas (Kornmueller et al., 2019;
Pittmans et al., 1987). Otro procedimiento alternativo es convertir rHDL discoidales que se
pueden obtener en fases primarias de varios métodos de sintesis y convertirlas en
particulas esféricas mediante incubacion con LDL y LCAT para inducir el intercambio de
lipidos. Posteriormente, purificar las NPs y recuperarlas mediante cromatografia en gel o

ultracentrifugacion (Jonas, 1986; Kornmueller et al., 2019).
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2.4.5. Mecanismos de entrega de farmacos en rHDL

Las rHDL cargadas de farmacos se administran via intravenosa, una vez dentro del
torrente sanguineo deben evadir la opsonizacion para evitar ser secuestrados por el
sistema fagocitico mononuclear (MPS) (Ma et al., 2018). Para ello se usan diversas
estrategias, una de ellas requiere que las rHDL tengan en su compaosicion polietilenglicol
(PEG) este polimero le otorga a las NPs la propiedad de inhibir la unién de proteinas
séricas responsables de activar respuestas inmunes a su superficie (D. Li et al., 2018).
Otra estrategia emplea las propiedades miméticas de las rHDL que les permite emular a
la perfeccion las HDL naturales del cuerpo y pasar desapercibidas; sin embargo este
método hace que las NPs tengan un periodo mas corto de circulacion en el sistema
sanguineo (Ma et al., 2018; Pedersbaek et al., 2019). Mientras las rHDL viajan por el
torrente sanguineo deben tener la capacidad de llegar a su objetivo, para ello utilizan en
conjunto los mecanismos de acumulacién pasiva aprovechando la patofisiologia del EPR
gue presentan los tumores, lo que permite que muchas de las NPs se anclen en el tejido
cancerigeno (Ma et al., 2018; Rojas-Aguirre et al., 2016) y la acumulacién activa que
utiliza los receptores sobreexpresados de membrana de las células cancerigenas, para
dirigir las NPs cuya composicién estructural contiene ligandos afines a estos receptores,
(C. C. Liu et al., 2013; Ma et al., 2018; Rojas-Aguirre et al., 2016). Sin embargo, si estos
nanotransportadores son usados para tratar regiones del sistema nervioso central (CNS)
deben superar otras barreras biol6gicas mediante otros mecanismos para alcanzar su
objetivo (Ma et al., 2018; Zanella et al., 2019). Una vez que han alcanzado el tejido
afectado, las rHDL localizan regiones de la membrana plasmética celular para comenzar
el proceso de internalizacibn mediado por receptores (Ma et al., 2018). Para ello el
receptor SR-B1 reconoce la Apo Al de las rHDL, tras unirse se formara un canal
hidrofébico en la membrana permitiendo el paso selectivo de la carga terapéutica, estas
moléculas posteriormente seran secuestradas en endosomas y llevadas al citoplasma
donde un porcentaje de estas moléculas escaparan de la ruta de la degradacion lisosomal
y podran entregar su carga terapéutica (Ma et al., 2018; Y. Wang et al., 2016).
Alternativamente, existe otra ruta para internalizar farmacos directamente en el
citoplasma, para ello se emplean péptidos en la estructura de las rHDL que permiten
sobreexplotar la capacidad de formacién del canal hidrofébico generado en la unién de
Apo Al y SR-B1 y hacer una translocacion (Ma et al., 2018; Z. Zhang et al., 2009).
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2.5 Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica (PDT, del inglés photodynamic therapy) es una técnica
ampliamente usada para el tratamiento de cancer y otras enfermedades, es poco
invasiva, altamente selectiva y puede ser utilizada en diferentes érganos y tejidos
accesibles a la luz (Benov, 2015; Master et al., 2013; Plata, 2019). Fundamentalmente, la
PDT es la activacién de un fotosensibilizador que al ser excitado por una longitud de onda
adecuada y en presencia de oxigeno tisular, generara ROS vy radicales libres, los cuales
tiene la capacidad de producir dafios citotdéxicos a las células cercanas (Allison &
Moghissi, 2013; Benov, 2015). Sin embargo, para comprender mejor la PDT se debe

analizar el proceso de manera profunda.

Esta terapia emplea tres elementos clave: un fotosensibilizador (PS) que son moléculas
fotosensibles con la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) (De
Freitas & Hamblin, 2016), una fuente de luz como: diodos LED, algun tipo de radiacion
(rayos X o radiacién Cerenkov) o fotones de alta energia y oxigeno tisular (Ulrich E.,
2014).

El método comienza con la administracion de un PS de manera directa o por via
intravenosa al tejido afectado (Allison & Moghissi, 2013; Master et al., 2013). Este PS sera
expuesto a una fuente de luz, el cual activara una serie de acciones fotoquimicas
fundamentales en la PDT (Allison & Moghissi, 2013; Ulrich E., 2014). Este proceso se
explica con el diagrama de Jablonski (Fig. 5) el cual consta principalmente de los
siguientes fases: absorcion, fluorescencia, conversion interna, cruzamiento intersistema,
fosforescencia, formacién de especies reactivas de oxigeno, reaccion del PS en estado

triplete (*PS) con biomoléculas e independiente de oxigeno (Plata, 2019; Ulrich E., 2014).

Los PS son sustancias con una disposicion particular de electrones en sus orbitales
moleculares y como casi todas las moléculas en el estado basal, tienen pares de
electrones con spines opuestos en orbitales moleculares de baja energia (Benov, 2015;
Ulrich E., 2014). Es durante la fase de absorcion que el PS al ser expuesto a luz
absorbe energia (fotones), generando que un electron se eleve a un orbital de alta
energia sin cambiar su spin, haciendo que la molécula entre a un estado de singlete
excitado de corta duracion (nanosegundos) denominado 'PS (Benov, 2015; Zhu & Finlay,

2008). En este estado pueden ocurrir dos procesos: el PS puede perder su energia y
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volver al estado basal emitiendo luz (fluorescencia) o mediante una conversion interna
producir calor (Benov, 2015; Castano et al., 2004). Alternativamente, el estado 'PS puede
entrar en un proceso conocido como cruzamiento intersistema, donde se invierte el spin
del electron excitado, haciendo que los spines estén ahora paralelos. Este cambio en la
configuracion electronica permite que la molécula entre al estado triplete excitado (°PS)
relativamente de larga duracién (microsegundos) (Castano et al., 2004), esta larga vida
atil y estable del ®PS se debe porque este estado puede pasar a 'PS mediante una
“transicion spin prohibido” en el cual un estado cuantico producto puede pasar a un
estado cuantico reactivo de manera directa otorgandole estabilidad temporal al no estar
mediada (Castano et al., 2004; Harris & Bertolucci, 1989), y esto es importante porque
entre mas larga sea la vida util del estado triplete aumentan las probabilidades de
formacion de ROS (Benov, 2015). Ademas, durante esta transicion prohibida el PS puede
tomar dos rutas: volver al estado basal mediante la pérdida de energia en forma de
emision de luz (fosforescencia) o transferir energia a otra molécula (Benov, 2015;
Castano et al., 2004; Ulrich E., 2014), en esta Ultima opcién pueden ocurrir dos tipos de

reaccion:

Tipo |: Hay una transferencia de electrones del *PS a un sustrato como biomoléculas, las
cuales, mediante una reduccién monovalente, producen radicales aniones superdxido (O
»); Sin embargo esta ROS tiene un bajo nivel citotéxico, por lo que deben ser convertidas
mediante una dismutaciéon a peréxidos de hidrégeno, los cuales son mas reactivos y

citotéxicos (Benov, 2015; Castano et al., 2004).

Tipo Il: El °PS transfiere energia directamente al oxigeno molecular, el cual pasa de su
estado basal triplete (30,) a un estado singlete (*O,), esto ocurre porque la transferencia
obliga a que uno de los dos electrones no apareados suba a un orbital de alta energia y
otro electrén invierta su spin. En este estado el oxigeno es altamente reactivo y citotoxico,

se considera la ROS mas importante para la PDT (Benov, 2015).

El tipo de reaccidn que se obtiene esta mediada principalmente por el tipo de PS que se
emplea y el area donde se administra, ya que las concentraciones de agua y otras
sustancias que pueden actuar como sustratos ideales para transferencia de energia

varian de acuerdo a la funcion del tejido (Benov, 2015; Zhu & Finlay, 2008)
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Fig. 6. Diagrama de Jablonski esquematizado en PDT: El fotosensibilizador (PS) es excitado por la luz
haciendo que pase a un estado de excitacion (*PS) posteriormente al realizar el cruzamiento
intersistema se elevara al estado triplete (3PS), el cual transferird energia al oxigeno molecular para
generar oxigeno singlete (reaccion tipo Il) o transferir4 electrones a otras biomoléculas para producir
radicales libres de per6xidos o superdxido (reaccion de tipo I). Modificado de: De Freitas & Hamblin,
2016

La muerte celular influenciada por la PDT puede ocurrir de distintas maneras, si esta
terapia fue empleada para zonas externas o en tejidos poco profundos, la destruccion
celular puede ocurrir por los dafios producidos a la vasculatura sanguinea (Moor et al.,
2003; Ormond & Freeman, 2013). Si esta terapia se utiliza para tumores, la destrucciéon
celular puede ocurrir por necrosis 0 apoptosis. El tipo de mecanismo que se emplea viene
determinado por la localizacion del PS dentro de la célula durante su activacién (Moor et
al., 2003). El proceso de la necrosis se deriva cuando el PS se encuentra localizado en
los lisosomas, este los degrada causando una liberacion de enzimas lisosomales y otros
restos toxicos dentro del citoplasma, los cuales induciran dafios a los organelos y
membrana lipidica que conllevara a inhibiciones enziméticas y dafios a los componentes
nucleares (Berg & Moan, 1997; Kessel, 2017; Moor et al., 2003). La apoptosis se puede
inducir a través de varias rutas en la PDT, sin embargo, la méas estudiada es la producida
cuando el PS se localiza en la mitocondria, tras la activacién del agente fotosensible hay
una disminucion répida del potencial de membrana mitocondrial, lo que con lleva a la
apertura de un poro que permite la liberacion al citosol de varias proteinas

intermembranales entre ellas el citocromo C, el cual una vez alcanza el citosol activa un
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complejo proteico llamado apoptosoma que inicia la actividad de la caspasa 3 y 9, las
cuales iniciara una serie de cascadas de sefalizacion para activar la apoptosis (Moor et
al., 2003).

La PDT puede generar respuestas inmunes tumorales secundarias, esto se origina
cuando la terapia produce lesiones en la vasculatura, los cuales inducen una serie de
cascadas de sefalizaciébn que derivan en inflamaciones localizadas (Allison & Moghissi,
2013). En estos sitios se liberan mediadores inflamatorios entre los cuales se pueden
encontrar citoquinas, factores de crecimiento y proteinas, tras su liberacion estos
estimulan varios tipos de glébulos blancos incluidos neutrofilos y macréfagos, los cuales
convergen en la zona de inflamacion (Gollnick et al., 2003). Los macréfagos fagocitan las
células neoplasicas dafiadas por la PDT ademas presentan proteinas a los linfocitos T
CD4 quienes activan linfocitos T CD8 citotdxicos con capacidad de inducir necrosis y
apoptosis en las células cancerigenas cercanas (Allison & Moghissi, 2013).

Pese a que la PDT ofrece ventajas como tratamiento, también presenta varias
desventajas. Calixto et al, 2003; las engloba de manera general en la siguiente tabla.

Terapia fotodinamica aplicada en el cancer

Ventajas Desventajas
Pocos efectos adversos Fotosensibilidad después del tratamiento
Poco invasivo La eficacia del tratamiento depende de la

precision de entrega de luz en el tumor
Corto tiempo de tratamiento

N _ La oxigenacion tisular es crucial en el efecto
Utilizable en entornos ambulatorios fotodinamico

Doble selectividad No puede tratar cancer metastasico

Se puede aplicar en el mismo lugar varias
veces.
Poca o ninguna cicatriz después de la curacion
Mas bajos costos que otros tratamientos

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la terapia fotodinamica.
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2.6 Fotosensibilizadores

Un fotosensibilizador (PS) es una sustancia fotosensible, que a al ser irradiada por luz,
sus moléculas pasan a un estado excitado. En este estado pueden transferir energia,
electrones o &tomos de hidrégeno a otro sustrato o moléculas, generando especies
reactivas de oxigeno (ROS), que son citotoxicas (Ulrich E., 2014).

Un PS debe reunir ciertas caracteristicas ideales para ser empleado en la PDT.
Kwiatkowski et al., 2018 las clasifica en el siguiente orden.

e Alto grado de pureza quimica

o Estabilidad a temperatura ambiente

o Efecto fotosensible solo en presencia de una longitud de onda especifica
e Alta reactividad fotoquimica

e Maxima absorcién de luz en longitudes de onda de 600 nm a 600 nm.

¢ Minimo de absorcion de luz en longitudes de onda 400 nm a 600 nm.

e Minima citotoxicidad en la oscuridad

e Facil solubilidad en tejidos del cuerpo

¢ Alta selectividad para tejidos neoplasicos

e Sintesis simple, econémico y de facil disponibilidad

Los fotosensibilizadores se clasifican en generaciones de acuerdo a su tiempo de

desarrollo y sus caracteristicas especificas.
Primera generacion

Los PS de esta generacién surgieron en 1970 denominados “derivados de
hematoporfirinas”, estos tiene aplicaciones en la PDT restringidas a tumores y afecciones
externas debido a que tiene un bajo nivel de absorcion de luz de longitud de onda de 630
nm que solo pueden penetrar en tejido 2-3 mm, sin embargo a pesar de ser agentes
fotosensibles débiles en varias caracteristicas, proporciona un alto rendimiento cuantico
de oxigeno singlete lo que se traduce en una alta eficiencia para producir ‘o, por foton
absorbido (Kwiatkowski et al., 2018; Ormond & Freeman, 2013).
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Segunda generacion

En 1980 surgié esta nueva generacion donde encontraban nuevos derivados de
hematoporfirinas, benzoporfirinas, texafirinas, clorinas, etc. Esta segunda generacion se
caracterizd por tener una alta pureza quimica, una alta eficiencia para formar oxigeno
singlete, una mayor penetracion en los tejidos, debido a que su maxima absorcion se
encuentra en el rango de longitud de onda 650-800 nm, una rapida eliminacion en el
organismo y comenzaron a ser mas selectivos. Sin embargo su mayor limitante es que
eran pocos solubles en agua, lo que dificultaba su administracion por via intravenosa
(Kwiatkowski et al., 2018)
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2.6.1 Rodaminas como fotosensibilizadores

La busqueda de nuevos PS que cumplan con los criterios para ser empleados en la PDT,
ha llevado a examinar nuevos candidatos de origen sintético y natural. Entre estos se
encuentran las rodaminas, que son compuestos organicos, con propiedades fluorescentes
que generalmente se utilizan en investigaciones como colorantes para marcaje de células
y microorganismos, entre otras aplicaciones (Arden et al., 1991). Se observo que la R123
y R6G tenian cierto potencial de uso para la PDT debido a su baja toxicidad, rapida
eliminacion, su gran fotoestabilidad, baja excitaciébn, un alto campo de emisién de
fluorescencia, solubilidad en agua y permeables a la membrana plasmatica (C. Liu et al.,
2019). Ademas de que exhiben propiedades catidénicas que les permite ser atraidas y
acumuladas en la membrana plasmatica y posteriormente una vez dentro de la célula
dirigirse a las mitocondrias debido a su carga electronegativa. Esta migracién hacia la
mitocondria ocurre mas particularmente con la R123 (Davies et al., 2016; C. Liu et al.,
2019), esto se atribuye porque esta rodamina responde mas estrictamente al potencial
electronegativo intramitocondrial a diferencia de la R6G, que responde mas al potencial

de membrana plasmatica (Mandala et al., 1999; Shea et al., 1989).

La R123 y R6G tienden a ser retenidas en células del masculo cardiaco (particularmente
R6G), células de glioma vy otras lineas celulares de carcinoma (Mandala et al., 1999;
Morliére et al., 1990). Lo que sugeriria su potencial uso para tratar estas células, sin
embargo, investigaciones indican que estas rodaminas en estado natural tienen una baja
capacidad de producir oxigeno singlete tras ser irradiadas. Debido a que los atomos de
halégeno en su estructura dificultan su capacidad para superar el cruzamiento
intersistema y alcanzar el estado triplete, por lo que su rendimiento como agente
terapéutico estaria muy limitado (Shea et al., 1989). Para superar esto, actualmente las
rodaminas se les modifican agregando atomos pesados a su estructura como Br, |, etc., y
cambiando los grupos halégenos por hidrogenos (C. Liu et al., 2019; Shea et al., 1989).
Esto aumenta su rendimiento de produccion de oxigeno singlete que en conjunto con su
capacidad de localizar las mitocondrias inducen muerte celular de manera efectiva y

localizada en las células neoplasicas (Davies et al., 2016; C. Liu et al., 2019).

35



2.7 Sistema de entrega de luz en PDT

En la PDT la fuente de luz es un factor critico para obtener el mayor rendimiento
terapéutico de los PS (Yoon et al.,, 2013). Generalmente, las fuentes luminicas mas
comunes son: laser o diodos (LEDs) que operan con longitudes de onda que se encuentra
en las regiones de la luz visible (380-770 nm) o infrarrojo cercano (750-2500 nm), los
cuales solo son capaces de penetrar menos de un 1 cm en el tejido, restringiendo su
efectividad solo en la piel, (Cline et al., 2019). Para superar esta limitante se comenzaron
acoplar estas fuentes a fibras Opticas, lo que permiti6 entregar luz a regiones mas
profundas del cuerpo, principalmente al pulmén, eséfago, boca, estébmago y prostata
(Star, 1990). Sin embargo, no pudieron superar el mayor problema que enfrentan los
sistemas de luz en la PDT, penetrar tejidos 6pticamente opacos como el cerebro (Ho,
2018; Star, 1990). Este problema ocurre por la dispersion de luz dentro estos tejidos y la
absorcion por cromat6foros endégenos, moléculas de agua, proteinas y pigmentos (Kalka
et al., 2000; Sibata et al., 2000). Para superar esta dificultad se propuso aumentar la
densidad total energética aplicada en el tejido objetivo, sin embargo, este método
demostré que un aumento en las interacciones térmicas conllevaria al surgimiento de una
hipertermia potencialmente letal (Sibata et al., 2000). Por lo que se establecié que futuras
fuentes de luz en la PDT deberian mantener densidades bajas energéticas con el fin de
evitar estas interacciones térmicas (Chen et al., 1996; Sibata et al., 2000). La siguiente
propuesta para los nuevos sistemas de entrega de luz, se basa en superar la absorcion
luminica que presentan las proteinas de la sangre, principalmente la hemoglobina, que
tiene rangos de absorcién que van cerca de 425,544 y 577 nm. También, se debe evitar
gue las moléculas de agua presentes en el medio absorban luz, lo cual sucede cuando las
longitudes de onda son >1200 nm y finalmente se debe asegurar que haya suficiente
energia para que los fotones puedan participar en las reacciones fotoquimicas, las cuales
ocurren a longitudes de onda <900 nm. Por lo que se establecié que una fuente de luz
ideal debe operar en los rangos de 650-900 nm (ventana terapéutica) para aplicaciones
clinicas en la PDT (Sibata et al., 2000; Sordillo et al., 2014).
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Fig.7. Dependencia de la longitud de onda y porcentaje de la transmision de luz en la piel.
Modificado de: Bolze et al., 2017

Los nuevos sistemas de entrega de luz operan bajo estos criterios, ademas la mayoria de
estos tienen la capacidad de ser moduladas en diferentes longitudes de onda como las
lamparas de xenén (400-1200 nm) vy halégenas (600-800 nm), laser de argdn, (450-530
nm), laser pulsado de vapor dorado (628 nm) o vapor de cobre (510-578), laser de estado
s6lido de neodimio (690-1100) (Kalka et al., 2000). Esto ha permitido resolver algunos de
los problemas, ademas de impulsar el desarrollo de nuevos PS; sin embargo; han surgido
nuevos retos para estos sistemas como el alto costo de produccion y operacion, una baja
distribucion multidireccional de luz y una baja transmitancia en tumores sdlidos. Por lo
gue, aun se exploran nuevas fuentes de luz externas e internas, y entre posibles
candidatos se encuentran los rayos X, la radiacion Cerenkov y absorcion de doble foton
(Cline et al., 2019; Kalka et al., 2000).

37



2.7.1 Radiacién Cerenkov

La radiacién Cerenkov (CR), es un fendmeno que ocurre cuando una particula cargada 3+
o B- producida por el decaimiento radiactivo viaja en un medio dieléctrico con una
velocidad mayor que la luz. La particula cargada induce una polarizaciéon en las moléculas
del medio y cuando estas comienzan a regresar a su estado basal emiten radiacion, la
cual produce una luz blanca azulada (luz Cerenkov) que tiene una longitud de onda de
250-600 nm capaz de producir reacciones fotoquimicas (Kamkaew et al., 2016; Ran et al.,
2012). Sin embargo, su aplicacion clinica aun esta en fases experimentales.

Entre los estudios realizados que muestran su capacidad de activar agentes fotosensibles
y potencial uso en la PDT, se encuentran los de Kamkaew et al., 2016; Kotagiri et al.,
2015; Ran et al., 2012; donde demostraron que los isotopos °F & %°Zr, son capaces de
producir radiaciéon Cerenkov que en asociacion con un PS inducen dafios a las células
neoplasicas. Asi mismo también observaron que para obtener el mayor rendimiento se
debe empaquetar el radionuclido y el PS en la misma nanoplataforma de administracion
(Cline et al., 2019). Permitiendo que este sistema sea mas selectivo porque ambos
elementos llegan en conjunto a las células (Cline et al., 2019; Kavadiya & Biswas, 2019);
Sin embargo, el principal problema de este sistema es su baja eficiencia de luminiscencia,
ya que el nimero de fotones generados por los radiontclidos es mucho menor de los que
se producen mediante una irradiacién externa, sin mencionar la pérdida de energia
durante la conversion interna lo que disminuye su fototoxicidad (Cline et al., 2019; Glaser
et al., 2015; Kavadiya & Biswas, 2019) .

A pesar de que la radiacion Cerenkov presenta bajos rendimientos de luminiscencia, hay
investigaciones enfocadas en mejorar esta capacidad mediante la conjugacion con
nanocentelladores. De acuerdo a Shaffer et al., 2017; mezclar radiondclidos que producen
particulas B con nanoparticulas centelladoras se obtiene un incremento significativo en la
luminiscencia (Cline et al., 2019). Posibilitando aumentar la eficiencia de los PS vy al
conjuntarla con la tomografia de emisor de positrones (PET) permitiria monitorear in vivo

la supresion de tumores (Cline et al., 2019).
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2.7.2 Absorcién de dos fotones

La absorcion de dos fotones (2PA: Two-photon absorption) es un proceso éptico no lineal,
en donde dos fotones de baja energia son absorbidos simultdneamente debido a que
estos combinan su energia (Bolze et al., 2017; Ogawa & Kobuke, 2008), promoviendo
que las moléculas pasen a un estado excitado. Este método es empleado cuando las
longitudes de onda requeridas no pueden ser alcanzadas por la absorcion de un solo
foton (Ogawa & Kobuke, 2008). Su incorporaciéon en la PDT mejora dos aspectos:
incrementa la penetracién de luz en el tejido y el rea espacial de distribucion (Bolze et
al., 2017). Aumentando la efectividad del tratamiento en comparacion con la tradicional
1PA (single-photon absorption), donde un foton de alta energia puede inducir el estado de
excitacion al PS; sin embargo, este método al operar en longitudes de onda de 400-700
nm, no penetra en tejidos épticamente opacos (Gao et al.,, 2006; Sun et al., 2019). A
diferencia 2PA, que opera en longitudes de onda (750-950 nm) que se encuentran en la
region del infrarrojo cercano (NIR), evitando que los tejidos absorban y dispersen la luz,
favoreciendo la transmisién en el tejido (Gao et al., 2006; Mak & Lung, 2014). Esto
permite tratar in vivo los tumores (Gao et al., 2006), ademas la dependencia cuadratica en
2PA de la intensidad del laser permite una alta selectividad espacial al enfocar el rayo
laser en un punto objetivo, evitando dafios al tejido sano adyacente (Gao et al., 2006;
Ogawa & Kobuke, 2008).

A pesar de que este sistema es mas selectivo y seguro en comparaciéon con otras fuentes
de luz, su principal inconveniente es que funciona en pocos PS disponibles en el mercado
(Mak & Lung, 2014).
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3. Planteamiento del problema

En México el cancer representa la cuarta causa de muerte, registrando 88 823 muertes
durante el 2020 (INEGI, 2021) . Debido a esta creciente prevalencia es necesario
encontrar opciones terapéuticas que sean eficaces, eficientes, asequibles y aceptables
para los pacientes, debido a que las terapias convencionales como quimioterapia y
radioterapia a menudo se asocian con efectos secundarios sistémicos o estan limitadas
por la dosis acumulada de radiacion (Rosenblatt & Eduardo, 2017). La terapia
fotodinamica ha emergido como una modalidad de tratamiento no invasiva, especifica y
economica que contribuye a la calidad de vida de los pacientes. Una estrategia para
mejorar la eficiencia del tratamiento es a través del uso de sistemas transportadores, cuyo
fin es incrementar, en el interior de la célula, la concentracién de farmacos o en este caso
particular de rodamina, un fotosensibilizador capaz de inducir dafio celular a través de
reacciones de transferencia de electrones tipo . Recientemente, las lipoproteinas de alta

densidad HDL han mostrado ser eficaces en el transporte de farmacos.

El propésito del presente proyecto es evaluar la citotoxicidad y produccion de radicales
libres (ROS) inducidas por irradiacion del sistema rHDL/rodamina con el fin de evaluar su
potencial como sistema de transporte de rodamina en células de cancer positivas a SR-B1
para su aplicacion en terapia fotodinamica. En base a esto se plantean las siguientes

preguntas de investigacion.

1. ¢Es posible que las rodaminas tengan la capacidad de producir especies reactivas de

oxigeno (ROS) cuando son irradiadas a 532 nm?
2. ¢Qué efecto tendra en la viabilidad celular de células de cancer positivas a SRB1 el
uso de rodaminas encapsuladas en nanoparticulas de lipoproteinas de alta densidad

reconstituidas (rHDL) excitadas por irradiacion?

3. ¢Es posible mejorar el rendimiento de internalizacion intracelular de la rodamina

mediante el uso transportador rHDL?
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4. Justificacion

De acuerdo al reporte de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS), la tasa de
incidencia de cancer a nivel global durante el 2018 fueron 18.2 millones y con una tasa
de mortalidad de 158.3 personas por cada 100,000 habitantes (OMS, 2020; Rosenblatt &
Eduardo, 2017). Esto pone en manifiesto la necesidad de desarrollar o mejorar las
terapias viables y seguras, como la terapia fotodinamica (PDT), la cual no es invasiva y
con un costo menor a las terapias convencionales aunque tiene como limitante la baja
acumulacién del farmaco en las células blanco y las fuentes de luz no penetran tejidos

Opticamente opacos (Ulrich E., 2014).

El presente proyecto pretende utilizar las rHDL como transportadores de 3 tipos de
rodamina para incrementar la concentracién de las rodaminas en células de cancer
positivas a SR-B1 y evaluar el efecto citotoxico y produccién de ROS inducido por la

activacion de las rodaminas con irradiacion laser y radiacién cerenkov.
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5. Hipotesis

El sistema HDL/rodamina tendra un efecto citotoxico y produciré radicales libres cuando

se irradie con luz (A = 532 nm).

6. Objetivos

General

e Evaluar la citotoxicidad y produccién de radicales libres (ROS) inducidas por
irradiacion del sistema rHDL-rodamina en células positivas a SR-B1.

Especificos

e Preparar el sistema rHDL-rodamina

e Evaluar la expresion relativa del receptor SRB1 en células T47D y PC3.

e Evaluar la liberacién especifica de rodaminas mediada por rHDL y SRB1.

e Evaluar cualitativamente por microscopia de fluorescencia la liberacion de

rodaminas mediada por el sistema rHDL en células de cancer de mama T47D.
e FEvaluar cualitativamente por microscopia de fluorescencia la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por interaccién entre el sistema

rHDL-rodamina e irradiacién a 532 nm en células T47D.

e FEvaluar la viabilidad celular inducida por interaccion entre el sistema rHDL-

rodamina e irradiacion a 532 nm y luz Cerenkov en células T47D.
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7. Materiales
Reactivos y preparacion de soluciones de rHDL

Fosfatidilcolina de yema de huevo (EYPC): 50 mg/ mL. Se preparé en cloroformo y
se almaceno a -20° C.

Colesterol libre (FC): 50 mg/mL. Se preparé en cloroformo y se almacend a -20° C.
Ester de colesterol (CE): 20 mg/ mL. Se prepar6 en cloroformo y se almaceno a -
20°C.

Apo-Al: 1mg.

Tris- Buffer pH=8: 10 mM Tris, 0.1 M KCI, 1 mM EDTA. Se almacené a -4° C.
Rodamina 6G (Sigma-Aldrich, R8004) 1 mM: Se prepardé en cloroformo y se
almacené a -4°C.

Rodamina B (Sigma-Aldrich, R4127) 1 mM: Se prepar6 en cloroformo y se
almaceno a -4°C.

Rodamina 123 (Sigma-Adrich, R6626) 1 mM: Se prepar6 en cloroformo y se
almaceno a -4°C.

Desoxicolato de sodio: 100 mg/mL. Se preparé en Tris Buffer y se almacené a -
4°C.

Tamafnos de muestras celulares

2x10° de células T47D o PC3 para estudios de expresion relativa del receptor SR-
B1 (wenster blot)

2x10° de células T47D para estudios de liberacién de las rodaminas mediada por
rHDL

2x10° de células T47D para estudios de liberacion intracelular de rodaminas con
receptores blogueados y no bloqueados

2x10* de células T47D para ensayo de viabilidad celular

2x10° de células T47D para estudios de especies reactivas de oxigeno ROS
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Medios de cultivo celular
e Medio de cultivo celular RPMI-1640 (Sigma-Aldrich).
e Suero fetal bovino al 10%.

e Anfotericina B y antibioticos (estreptomicina y penicilina) al 1%.

Ensayos in vitro
Western blot

e Buffer de lisis RIPA (Tris 0.5 M pH 6.8, EDTA 0.2 M pH 8.0, EGTA 50 mM pH 7.9,
B-mercaptoetanol)

¢ inhibidores de proteasas (leupeptin, aproptinin, PMSF) (thermofisher).

e Anticuerpo a anti-SCARBL1 biotin producido en conejo (Sigma-Aldrich).

e Anticuerpo monoclonal SR-BI (Sigma-Aldrich).

Ensayo liberacion de rodaminas rHDL

e 45 pl de cada solucion de rHDL.

e Paraformaldehido: Se prepar6 disolviendo 0.750 g en 25 mL de PBS. Se agrega
NaOH gota a gota hasta disolver. Se filtra a 0.22 ym, se enfria y se ajusta el pH a
6.9 con HCI.

e PBS (250 mL): Se prepar6 disolviendo 2 g de NaCl, 0.05 g de KCl y 0.2775 g de
Na2HPO4, posteriormente se ajusto el pH a 7.4.

Ensayo de viabilidad celular (XTT)

e Cloruro de tetrazolio (XTT) (Roche).
e PBS (250 mL): Se prepar6 disolviendo 2 g de NaCl, 0.05 g de KCIl y 0.2775 g de
Na2HPO4, posteriormente se ajusté el pH a 7.4.

e YLu (IBA, Alemania).
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Ensayo especies reactivas de oxigeno (ROS)

e DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 300 nM en agua des ionizada.
e Electrén couplin

e Total Reactive Oxygen Species (ROS) (Sigma-Aldrich)

Instrumentacion

¢ Microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse Ti).

o Espectrofotometro de microplacas Agilent BioTek Epoch.

e Céamara de electroforesis horizontal mini gel Thermo Scientific
e Camara de electroforesis vertical Bio-rad

e Vortex

e Membranas de filtracion de Millipore 0.22 pm (Sigma-Aldrich)
e Laser pulsado de Nd: YAG

Material biolégico

e Linea celular: T-47D ATCC (American Type Culture Collection).
e Linea celular PC3 ATCC (American Type Culture Collection).
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8. Metodologia

8.1 Preparacion rHDL

Las rHDL se realizaron de acuerdo al protocolo realizado por Plata, 2019. Se prepar6 una
mezcla con 300 uL de fosfatidilcolina de yema de huevo (EYPC, 10 mg/mL), 7 pL de
colesterol libre (FC, 10 mg/mL), 7.5 uL de éster de colesterol (CE, 4 mg/mL), 500 puL de
R6G o0 R123 o RB (1 mM), estos reactivos se disolvieron en cloroformo. La mezcla se
homogenizé en bafio ultrasénico a 4°C, hasta evaporar el cloroformo y asi obtener una
pelicula de lipidos adherida a la superficie del vial de vidrio, se agreg6 60 uL de DMSO, 1
mg de Apo-Al por goteo, 140 uL de colato de sodio (20 mg/mL en buffer) y 2 ml de Tris-
EDTA buffer (10 mM Tris buffer, 1 mM EDTA, 0.1 M KCI, pH = 8), se dej6 dentro de bafio
sonicador hasta que la pelicula se desprendi6. La mezcla obtenida se homogenizé en
vortex por 15 segundos. Posteriormente, se coloc6 en una membrana de celulosa de 14
kDa y se dializ6 durante 48 h manteniendo agitacion constante y con 3 a 4 cambios de la
solucion dializadora. El contenido de la membrana se filtré con filtro milliporo de 0.22 um y
se almacen6 en un frasco de vidrio oscuro. Este proceso se realizé para cada tipo de

rodamina

8.2 Cultivo celular

La linea celular de cancer de mama T47D y cancer de prostata PC3 se cultivé a 37 °C en
una atmoésfera de 5% de dioxido de carbono (CO,) y 100% de humedad, en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-Adrich Co) suplementado con suero fetal

bovino al 10%, anfotericina B y antibiéticos (estreptomicina y penicilina) al 1%.
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8.3 Cuantificacion relativa de la expresiéon de receptores SR-B1

Se evallo la expresion relativa del receptor SR-B1 en células T47D y PC3 mediante
western blot. Las células se lisaron con el buffer de lisis RIPA (Tris 0.5 M pH 6.8, EDTA
0.2 M pH 8.0, EGTA 50 mM pH 7.9, B-mercaptoetanol) suplementado con inhibidores de
proteasas (leupeptin, aproptinin, PMSF). El lisado de células obtenido se recolectd por
centrifugacion. La proteina total se cuantificé por el método de Bradford. Posteriormente
las proteinas se separaron por electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron a una
membrana de PVDF. La membrana se incubd con anticuerpos monoclonales primarios
especificos para SR-B1 (Sigma-Aldrich) durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana se lavé con PBS vy se afadio el anticuerpo secundario a-
anti-conejo biotin (Sigma-Aldrich) y se dejé incubar durante una hora a temperatura
ambiente. A continuacion se coloc6 la membrana en un escéner para capturar las bandas

en una imagen digital.

Para medir el nivel expresion de la proteina SR-B1 se compar6 con Actina. Para ello se
siguié los protocolos de Huang et al., 2019 & Davarinejad, 2015; mediante el uso de
Image J se proces6 la imagen previamente obtenida para la realizacion de un analisis
semicuantitativo de comparacion de los cocientes normalizados de los radios de
intensidad de las bandas de las proteinas.. La realizacién del western blot se realizé por

duplicado.
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8.4 Evaluacion cualitativa de liberacion de las rodaminas por las rHDL

Para visualizar por microscopia de fluorescencia la liberacion de las rodaminas mediada
por las rHDL, se colocaron 2.5 x 10° células de T47D en camaras de cultivo y se
incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, se colocaron 45 pL de las
soluciones rHDL-R6G, rHDL-R123 y rHDL-RB e incubaron a 37°C durante una hora. Se
retiro el medio y se lavaron con PBS 1x, después se fijaron las células con
paraformaldehido al 2% durante 15 min a temperatura ambiente. Las preparaciones se
lavaron 2 veces con PBS 1x frio y se agregé el marcador fluorescente 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) e incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se lavé nuevamente con
PBS 1x frio y se cubri6 con cubreobjetos. Para la adquisicion de imagenes se utilizé el
microscopio de fluorescencia Nikon eclipse bajo la siguiente configuracion: objetivo de
60X, filtro Texas red, exposicion de 300 ms y ganancia de 2. En promedio se tomaron 5
campos de visibn por cada preparaciéon. Las imagenes se fusionaron mediante
superposicion de fluorescencia. El analisis cualitativo se basd en la observacion de la

intensidad de la sefal de fluorescencia de la rodamina presente dentro de la célula.

8.4.1 Evaluacion de liberacién especifica mediada por el sistema rHDL y el receptor
SR-B1.

Para verificar la relacion de liberacion de rodaminas del sistema rHDL y el receptor SR-
B1, se utiliz6 como modelo el sistema rHDL-R123 y células T47D. Para ello se cultivaron
2x10° células en una placa de 48 pocillos y se incubaron durante 24 h, a 37 ° C y 5% de
CO2. Posteriormente se les afiadié un anticuerpo anti-SCARB1 (anticuerpo de bloqueo)
(200 ng) y se incubaron, nuevamente, durante 1 h, a 37 ° C y 5% CO,. Se colocaron 30 pl
de una solucion de rHDL-R123 1uM y se incubaron nuevamente por 1 h. Se prepar6 otro
grupo sin bloqueo, para fines comparativos.

Después del tiempo de incubacion, se retiraron los sobrenadantes evitando arrastrar
precipitado celular y se conservaron. Para estimar el nivel relativo de R123 que se
internalizé en las células T47D en presencia de los receptores bloqueados, se midieron
las absorbancias de los sobrenadantes utilizando el espectrofotometro Epoch. Cada
lectura se corrigié restando el control y la proporcion de estas absorbancias corregidas
indico el porcentaje de liberacion intracelular cuando el receptor SR-B1 estaba

parcialmente bloqueado.
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8.5 Evaluacion de la viabilidad celular con XTT

La viabilidad y citotoxicidad celular se evalué por ensayo de reduccién colorimétrica del
cloruro de tetrazolio una sal redox (XTT, Roche), que se reduce a productos de formazan
por accién del NAPH y coenzima Q presentes en las células metabdlicamente activas.
Para este ensayo se colocaron 2.5x10* células T47D/pozo en una placa de 96 pozos e
incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO,. La distribucién de los pozos fue de manera
alternada y cubriendo un total de 48 pozos, se utilizaron seis pozos por cada tratamiento y
para el grupo control. Posteriormente, se agregaron los tratamientos: rHDL-R123 o rHDL-
R6G o rHDL-RB e incubaron por 1 h. Tras la incubacién se irradiaron con 532 nm
mediante un laser pulsado de Nd: YAG a una potencia de 3 mW/cm?durante 10 min. Se
retiré el medio y se lavaron dos veces con PBS 1x estéril. Posteriormente, se colocaron
100 pl de PBS 1x en cada pozo y se agregaron 50 ul de la mezcla de reaccién XTT (50 pl
de XTT + 1 pl electrén coupling) y se incub6 por 24 h. Al finalizar el periodo de incubacion,
se cuantificaron los productos de formazan mediante la toma de espectros absorbancia en
un espectrofotometro Epoch. Los valores de absorbancia de cada tratamiento se
corrigieron por fondo y se obtuvo el promedio y desviacién estandar. Se calcul6 el

porcentaje de viabilidad para cada tratamiento utilizando como el 100% al grupo control.

8.5.1 Evaluacion de la viabilidad celular con XTT en tratamientos con irradiados con
luz Cerenkov

Con el propésito de tener algunos resultados preliminares utilizando otra fuente de
excitacion, se cultivaron 2.5x10* células T47D/pozo en una placa de 96 pozos e incubaron
por 24 h a 37°C y 5% de CO, . Cubriendo 48 pozos. Posteriormente se agregd a un grupo
rHDL-R6G +'"’Lu con diferentes actividades (mCl) y a otro grupo rodamina-R6G+"""Lu
con diferentes actividades (mCl). Los tratamientos (n=6) se dejaron incubar por 24 h y
posteriormente se evallo la viabilidad celular mediante el ensayo XTT a las 24 h

utilizando el procedimiento anteriormente descrito (apartado 8.5).
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8.6 Evaluacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) por microscopia de

fluorescencia

Para evaluar la produccion de ROS, se sembraron 2.5x10° células en 2 portaobjetos con
camara e incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO,. Se agrego rHDL-R6G y se incubaron
nuevamente por una 1h. Uno de los tratamientos se irradio a 532 nm durante 10 min.
Posteriormente ambos agregoé el reactivo CellRox Green Reagent (485/520 nm) a una
concentracion de 5puM por muestra y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Se
removieron los medios y se lavo tres veces con PBS 1X (pH 7.2-7.6). Se fijaron las
muestras con formaldehido al 2% por 15 min y se lavd nuevamente con PBS 1x. Se
agregd el marcador fluorescente 4',.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) y cubri6 con un
cubreobjetos. La muestra se incub6 a 37°C por 5 min en oscuridad antes de llevar las
muestras al microscopio. Para la adquisicion de imagenes se utiliz6 el microscopio de
fluorescencia Nikon eclipse bajo la siguiente configuracion las imagenes se adquirieron
con un objetivo de 60X, filtro para Texas red (rodamina), filtro para DAPI, filtro para GFP
(cell rox) con tiempo de exposicion de 300 ms. En promedio se tomaron 5 campos de

vision por cada preparacion.

Las imagenes se fusionaron mediante superposicion de fluorescencia, debido a la alta
intensidad de la sefial de fluorescencia del indicador Cell Rox al superponer las imagenes
para fusionarlas dentro de la suite del Nikon, el fondo de la Fig. 13 F y Fig. 13 J presenta

variaciones de contraste.

El analisis cualitativo se bas6 en la observacion de la intensidad de la sefial fluorescencia

emitida por el indicador CellRox.

2.5. Andlisis estadistico

Para comparar los resultados de los experimentos cuantitativos se utilizdé la prueba t-
Student. Se consideraron significativas las diferencias con una p < 0.05. Para comparar
entre tratamientos con las tres rodaminas, se utilizé la prueba ANOVA de muestras
independientes, seguida de la comparacion de medias mediante la prueba de Tuckey
(p<0.05).
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Experimento Variable Unidad de medicion Tipo de variable Estadistico
Expresion relativa de srb1 Expresion Radios de las bandas Cuantitativa T de student
intensidad
Liberacion especifica Captacion % captacion Cuantitativa T de student
mediada por rHDL y SR-B1.
Evaluacion cualitativa de Captacion Intensidad de sefal Cualitativa andlisis descriptivo

internalizacion de rodamina

fluorescencia

Viabilidad celular de T47D
en presencia de rHDL-
rodaminas e irradiacion a
532 nm

Dafio intracelular

Yeviabilidad celular

Cuantitativa

Anova
Y
prueba de Tuckey

Viabilidad celular de T47D
en presencia de rHDL-
rodaminas e irradiacion

Cerenkov

Dafio intracelular

Y%viabilidad celular

Cuantitativa

Anova
¥
prueba de Tuckey

Evaluacion de Ros

Produccion de ROS

Intensidad de sefal fluorescente

Cualitativa

Analisis descriptivo

Tabla 2. Descripcién de Variables
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9. Resultados y discusién

9.1 Expresion relativa del receptor SR-B1

Las células T47D presentan una mayor expresion significativa (p < 0.05) del receptor SR-
B1 en comparacion con las células PC3 (Fig. 8). De acuerdo a J. Li et al., 2016 & Yuan et
al.,, 2016; Las células de mama presentan en superficie celular un elevado namero de
receptores de SR-Bl, para incrementar la transferencia de ésteres mediante las
interacciones de SR-B1 y Apo-Al. Debido a su alto metabolismo (Schérghofer et al.,
2015; Traughber et al., 2020). Cuando estas células adquieren el fenotipo maligno, SR-B1

es el receptor que mas es sobreexpresado (Gutierrez-Pajares et al., 2016).

Debido a la alta expresion del receptor SR-B1 en las células de cancer T47D se uso esta

linea como modelo para los estudios in vitro posteriores.

Expresion relativa del SR-B1/Actina

T T
PC3 T47D
Cell line

Fig.8: Expresidn relativa del receptor SR-B1 en células de cancer de mama T47D y céncer de prostata
PC3.
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9.2 Evaluacion cualitativa de liberacion de las rodaminas mediada por HDL

En las imagenes de microscopia de fluorescencia (fig. 9) se observan células T47D con
los nucleos tefiidos de DAPI vy el citoplasma tefiido de una coloracion rojiza, producto de
las rodaminas internalizadas. Entre mas saturado este el citoplasma de rodamina mas
intensa es la sefial fluorescente. Bajo este principio R6G es quien mas se internalizé en
comparacion con las rodaminas 123 y B. La predisposicion de mejor captacion de
rodamina 6G se debe principalmente a sus propiedades electroquimicas, al ser un
compuesto catidnico presenta una mayor afinidad a la membrana plasmatica que se
encuentra electronegativamente cargada (C. Liu et al., 2019). Esto favorece que las
moléculas catiénicas se acumulen y tengan una migracion al citosol mas rapida. (C. Liu et
al., 2019; Shea et al., 1989). Ademas, su estructura quimica cuenta con cadenas largas
de éster butilico, que incrementa su capacidad lipofilica (Wainwright, 2010), que favorece

Su paso a través de la seccién de las colas hidréfobas de la membrana celular.

A pesar de que R123 es un compuesto de caracter cationico igual que R6G, presento una
menor internalizacién. Esta baja captacion puede estar asociada a la ligeramente menor
afinidad que tiene R123 con la membrana celular en comparaciéon con R6G (Klier et al.,
2021). También es posible que parte de la rodamina internalizada ya se encuentre dentro

de la mitocondria lo que disminuye su sefial de fluorescencia.

La RB es un compuesto de carga neutra (zwitterion), esta propiedad tiene efecto directo
en las propiedades hidrofilicas e hidrofébicas que en consecuencia afecta su capacidad
de solubilizarse en solventes apolares (Reichardt & Welton, 2011). Por lo de los tres tipos

de rodaminas es la que menor capacidad de penetrar la membrana celular posee.

La diferencia de internalizacién también puede estar asociada a las concentraciones de
rodaminas presentes en las rHDL. De acuerdo a la metodologia de Plata, 2019; que se
us6 para la sintesis de las rHDL-rodamina, las eficiencias de encapsulamiento son las
siguientes: rodamina 123 (24.11%), rodamina 6G (19.75%) y rodamina B (13.33%). Por lo
que, hay menos cantidad de rodamina B para ser internalizadas en las células a

comparacion de las otras.
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De acuerdo al estudio de realizado por Jiménez-Mancilla et al., 2021; las células tratadas
con rodaminas libres vs rodaminas administradas via sistema de transporte rHDL,

demostr6é que hay una mayor internalizacion de estas via rHDL.

Este mejor rendimiento de internalizacién del sistema se debe al mecanismo de
interaccion entre Apo-Al presente en las nanoparticulas y el receptor SR-B1, el cual se
encuentra altamente expresado en células de cancer. Esta interaccion especifica de la
Apo-Al con el receptor SR-B1 genera un canal de intercambio para la formacién de

endosomas de manera mas rapida y eficiente (Sivasubramanian et al., 2019).

rHDL-R6G rHDL-R123

Fig. 9: Imagen de fluorescencia de la liberacion de R6G, R123 y RB mediada por rHDL en T47D
Nota: Barra de escala: 10 pm: Magnificacion 60x: Nucleo celular (DAPI; color azul), citoplasma (rodamina; color
rojo): imagen fusionada por superposicion de fluorescencia.
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9.2.1 Evaluacion de liberacion especifica mediada por el sistema rHDL vy el receptor
SR-B1.

Para mostrar el reconocimiento especifico del sistema con los receptores SR-B1, se
evaluo la liberacion intracelular de la R123 mediada por rHDL en células T47D con
receptores SR-Bl1 bloqueados. Se selecciondé la R123 debido a que su mayor
atrapamiento en la rHDL significaria, en principio, una mayor liberacion intracelular. Como
se observa en la Figura 10, la liberacién intracelular con receptores bloqueados disminuy6
significativamente (14%, p<0.05) con relacion a la internalizacién sin bloqueo. Lo cual
demuestra la especificidad del sistema rHDL a receptores SR-B1. Este fendmeno ocurre
porque las rHDL internalizan compuestos mediante la interaccién especifica de apo-Al
del receptor SR-B1, si estos sitios de union en el receptor son inhibidos, apo-Al es
incapaz de acoplarse a SR-B1, por lo tanto no hay interacciones que promueva el
intercambio entre la NPs y las células (De Beer et al., 2001; Kornmueller et al., 2019;
Mooberry et al., 2016; Williams et al., 2000).

110

100

H

90

80

% de liberacion intracelular de rodamina

70 T
Sin blogueo Bloqueo

Fig.10 : % Captacion rHDL-R123 con bloqueo y sin bloqueo de receptores SR-B1.
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9.3 Viabilidad celular de T47D en presencia de rHDL-rodaminas e irradiacién a 532

nm

El sistema rHDL-R6G demostro tener capacidad citotdéxica a una concentraciéon 1uM para
las células T47D incluso sin exposicion (Fig.11) y cuando el sistema se irradia a 532 nm
incrementa su fototoxicidad, ya que disminuye de manera significativa la viabilidad celular
(p<0.05). Lo cual indica actividad fotodinamica (Jiménez-Mancilla et al., 2021), producida
por las reacciones de transferencia tipo | con bio-sustratos y O, (Hirakawa et al., 2011,
Hirakawa & Ito, 2015; Jiménez-Mancilla et al., 2021).

El sistema conjugado de rHDL-R123 irradiado mostr6 una mayor disminucion en la
viabilidad celular comparacion con rHDL-R123 sin irradiacion (Fig.11). Esto indica que el
sistema tiene capacidad fototoxica aungue en menor rango que R6G. Este rendimiento se
debe a su baja capacidad para producir reacciones de transferencia electrénica con O,
(Jiménez-Mancilla et al., 2021) Sin embargo, no debe descartarse como potencial
candidato como agente terapéutico en PDT.

El sistema rHDL-RB no mostro diferencias significativa (p>0.05) entre su estado basal y
al ser irradiadas. Este rendimiento esta asociado a su baja capacidad para producir ROS
mediante reaccién de transferencia electronica (Jiménez-Mancilla et al., 2021) asi como
su baja capacidad de internalizarse en las células. Sin embargo autores sugieren que la
capacidad fototoxica puede aumentarse alterando su estructura quimica (C. Liu et al.,
2019).
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Fig. 11. Porcentaje de viabilidad celular del sistema rHDL-R6G, rHDL-R123y rHDL-RB.
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9.3.1 Evaluacion de la viabilidad celular con XTT en tratamientos con irradiados con
luz Cerenkov.

El sistema rHDL-R6G y R6G disminuyeron la viabilidad celular (p<0.05). Cuando se
expusieron a la luz Cerenkov derivada del *’Lu (100 uCi), lo que indica actividad
fotodinamica (Fig.12). Esto sugiere que *’’Lu tiene potencial para actuar como una fuente
de luz interna. Sin embargo hay que indicar que esta disminucién en la viabilidad también
puede estar asociada al efecto de la energia ionizante del radionucleido. Por lo que se
requiere de mas estudios para determinar el potencial uso del Lutecio 177 como agente
en PDT.
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177Lu R6G+177Lu rHDL-R6G+177Lu

Fig. 12. Porcentaje de viabilidad celular del sistema rHDL-R6G y radiacién Cerenkov (*''Lu).
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9.4 Evaluacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) por microscopia de
fluorescencia

En las imagenes de microscopia de fluorescencia se observan células T47D tratadas con
el sistema rHDL-6G irradiado y sin irradiacion (Fig.13). En la figura 13l, la rodamina se
encuentra con actividad de excitacion, esto se puede apreciar por la sefal de
fluorescencia roja dentro del citoplasma. Esto indica que las rodaminas han absorbido
energia y estan liberando este excedente mediante la emisién de luz e intercambio de
energia con las biomoléculas del medio que derivara en la produccién especies reactivas
de oxigeno (ROS) (De Freitas & Hamblin, 2016). Esto se confirma en la figura 13m, donde
se observa que el citoplasma de la célula presenta una fuerte sefial de fluorescencia
verde que indica que el agente reductor Cell Rox se ha oxidado por la presencia de

especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de la célula. (Murschhauser et al., 2019).

Al comparar el sistema rHDL-R6G irradiado (Fig. 13l; 13m) contra el sistema rHDL-R6G
no irradiado (Fig. 13h; 13i) podemos observar que el sistema no irradiado no produce
seflal de fluorescencia. Indicando que no hay producciébn de especies reactivas de

oxigeno.

Como se sabe, las ROS interactlan con varias moléculas tales como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, dando lugar a dafio oxidativo irreversible con la consecuente induccion
de efectos letales para las células donde se producen (De Freitas & Hamblin, 2016;
Murschhauser et al., 2019). Por lo la sobreproduccion de ROS inducida por la
combinacién rHDL-6G e irradiaciéon con 532 nm indican un potencial citotoxico de este

sistema.
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Fusionada DAPI R6G ROS

Control

T47D +
rHDL- R6G

T47D +
rHDL- R6G
irradiado

Fig. 13. Produccién de ROS del sistema rHDL-R6G irradiada con 532 nm en células T47D.

Nota: Barra de escala: 10 um. Magnificacién 60x. Colorantes: DAPI; color azul (nucleo), Rodamina; color rojo
(citoplasma), CellRox; color verde (citoplasma). Imagen fusionada por superposicion de fluorescencia.
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10. Conclusiones

o Las rodaminas R6G y 123 mediadas por el sistema rHDL para su internalizacion,
demostraron poseer un efecto citotoxico sobre las células de cancer, este efecto

puede potenciarse al irradiar las células a una longitud de onda de 532 nm.

e La rodamina R6G mediada por el sistema rHDL para su internalizacién celular,
demostré tener capacidad de formar especies reactivas de oxigeno cuando son
irradiadas a una longitud de onda de 532 nm.

e Las nanoparticulas de lipoproteinas de alta densidad reconstituidas (rHDL)
demostraron encapsular las rodaminas adecuadamente, asi como dirigir y

liberarlas de manera eficiente a través de la interaccion con los receptores SR-B1.

e La rodamina R6G internalizada en las células de manera libre 0 mediada por

rHDL, en presencia de *"’Lu (100 uCi) demostré un efecto fototdxico.
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