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Resumen
El cancer de colon es el tercer cancer mas frecuente en el mundo y entre su genética

molecular se involucra la sobreexpresion del oncogén Tpb3, el cual reduce la
eficacia de los tratamientos existentes, por lo que el uso de la nanotecnologia y la
terapia génica podria ser una alternativa para la disminucion de la expresion de
oncogenes como Tpb53 y con ello disminuir el crecimiento de las células
cancerigenas. En este proyecto se diseid un método para la sintesis de
nanoparticulas de oro (NPsAu) cargadas con oligonucleétidos antisentido (ASOs)
por radiacion ultrasénica, evaluando su efecto en la proliferacion de la linea celular
SW480 de cancer de colon. Las NPsAu antisentido fueron evaluadas por técnicas
como UV-VIS con una sefial de Au®* a los 526 nm que corresponde de acuerdo a la
técnica de microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) a un tamafo de 20 nm
aproximadamente y con una morfologia icosaédrica; mientras que con la técnica de
MicroRaman se encontraron senales correspondientes a las bases nitrogenadas de
los oligos antisentido en un rango de los 600-1700 cm™, asi como sefiales
correspondientes al PEG en los 70 a los 3395 cm™' correspondientes a los grupo
CH y OH. Mientras que la microscopia electronica de barrido (SEM) permitio,
observar la morfologia y su composicion elemental. La viabilidad celular se
determiné a través de un ensayo colorimétrico MTS en células SW480 a diferentes
concentraciones, los resultados mostraron el efecto de las NPsAu sobre las células,
observandose una disminucién en la viabilidad celular del 20% aproximadamente,
mientras que con las NPsAu antisentido (con oligonucledtidos antisentido dirigidos
algende Tp53, codon 273 y 309) se observo hasta una disminucién del 90%. Como
perspectivas a futuro se realizara técnicas como RT-PCR, para conocer la inhibicion
del RNAm de Tp53, para concretar si podran funcionar como vehiculos de entrega
de oligonucledtidos antisentido como inhibidores de RNAm, para un posible

tratamiento en cancer de colon.
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Abstract
Colon cancer is the third most common cancer in the worldwide and its molecular

genetics involve the overexpression of the Tp53 oncogene, which reduces the
effectiveness of existing treatments. Therefore, the use of nanotechnology and gene
therapy could be an alternative to decrease the expression of oncogenes such as
Tpbd3, thus inhibiting the growth of cancer cells. In this project, a method was
designed for the synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) loaded with antisense
oligonucleotides (ASOs) by ultrasonic radiation, and their effect was evaluated on
the proliferation of the SW480 colon cancer cell line. The antisense AUNPs were
evaluated by techniques such as UV-VIS, showing an Au®* signal at 526 nm, which
according to the transmission electron microscopy (TEM), corresponds to size of
approximately 20 nm and with an icosahedral morphology MicroRaman
spectroscopy showed signals corresponding to the nitrogenous bases of the
antisense oligos in a range of 600-1700 cm' range, as well as signals corresponding
to PEG at 70 cm™ to 3395 cm-', associated with CH and OH groups. Scanning
electron microscopy (SEM) allowed for the observation of morphology and elemental
composition. Cell viability was determined through an MTS colorimetric assay in
SW480 colon cancer cells at different concentrations. The results showed the effect
of AuNPs on cells, with a decrease in cell viability of approximately 20%, whereas
antisense AuNPs (loaded with antisense oligonucleotides targeting the Tp53 gene,
codon 273 and 309) there was a decrease of 90%, relatively. As future perspectives,
techniques such as RT-PCR will be performed, to know the inhibition of the Tp53
mMRNA, to determine if these AuNPs can act as delivery vehicles for antisense
oligonucleotides, potentially functioning as mRNA inhibitors, for a possible colon

cancer treatment.
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1. Introduccién

El cancer es una de las causas de muerte mas frecuentes en México y el mundo.
Actualmente el cancer de colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun, en 2020
murieron alrededor 916 000 personas con CCR (OMS, 2020) y los tratamientos que
existen para tratarlo son la cirugia, quimioterapia y radioterapia que pueden ser
terapias muy agresivas para los pacientes, ademas de presentar limitaciones como
la falta de especificidad entre células sanas y cancerigenas (Bunz, 2022; Ding et al.,
2014; Engin et al., 2020; Ustun M & Ozgur T, 2020).

El CCR esta relacionado en un 20% con factores genéticos en pacientes de primer
grado familiar y aunque varios genes intervienen en el desarrollo de CCR, el gen
Tpb3 es el primer gen involucrado en este cancer, en gran medida en neoplasias
malignas. Ademas de estar relacionado con la mayoria de los canceres en humanos
(Nakayama & Oshima, 2019).

La mutacion de Tp53 se encuentra de un 5-26% en adenomas, 53% en podlipos
adenomatosos invasivos y en un 70% en adenocarcinomas (Hakim, 2021,Li et al.,
2021, Bunz, 2022)

Se han buscado otras terapias alternativas que pueda favorecer al paciente con este
padecimiento (CCR) como el uso de nanomateriales que pueden ser usados como
vehiculos de transporte y liberacién controlada de acidos nucleicos, para regular

procesos genéticos (Ding et al., 2014)

Los nanomateriales, como las nanoparticulas de oro (NPsAu), son una
prometedora alternativa en la lucha contra el cancer, ya que tienen la capacidad
de unirse selectivamente a las células cancerosas. Aunque se busca minimizar el
dano en las células sanas, estas también pueden resultar afectadas, aunque en
menor medida que con los métodos tradicionales. Ademas, las NPsAu han
demostrado tener una buena biocompatibilidad, son bioinertes, faciles de
sintetizar y funcionalizar, presentan una buena estabilidad fisico-quimica y sus

caracteristicas 6pticas pueden ser ajustables (Shakeri-Zadeh et al., 2014)
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Las NPsAu tienen la caracteristica de ser un metal noble que al aplicarle algun tipo
de energia externa, se genera una resonancia de plasmon superficial (RPS), que
puede aprovecharse como una via para la liberacion controlada de acidos nucleicos,
la liberacion pude ser controlada por el tipo de unién de acidos nucleicos a la
superficie de la NPsAu, en donde la union puede ser por fuerzas covalentes o tipo

electrostaticas (Ding et al., 2014)

Una manera para obtener las NPsAu es a través de una sintesis verde, mediante el
uso de agentes reductores naturales como lo es la quercetina y un agente
estabilizante del nanobiosistema, estos agentes son variados, pero siempre se
busca que sean polimeros organicos afines al organismo humano. El tamafio y la
forma de los nanosistemas, se puede controlar con el método de sintesis. De esta
manera, las NPsAu resultan ser versatiles en cuanto a tamafio, forma y
caracteristicas superficiales, dependiendo de la aplicacion que se le quiera dar; por
lo que en este proyecto se quieren probar como un inhibidor de Tp53 sobre células

cancerosas de colon (Bollella et al., 2017).

1.1  Definicion del problema
En 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporto el cancer de colon

como una de las principales causas de muerte en el mundo. Parte de la genética
molecular del cancer involucra la sobreexpresion de oncogenes, entre ellos Tp53,
que disminuyen la efectividad de los tratamientos, por lo que la inhibicidén en la
expresion de estos podria ser una alternativa para contrarrestar el cancer. La
nanotecnologia ha emergido como terapia alternativa prometedora para este tipo de
padecimientos, por lo que la sintesis de NPsAu antisentido es una opcion para
disminuir la expresion dirigida de oncogenes, y con ella disminuir la proliferaciéon

celular de células de cancer.
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2. Antecedentes

2.1 Cancer
El cancer es un padecimiento que se caracteriza por la proliferacion acelerada de
células anormales, que se expanden y pueden invadir a diferentes érganos internos
del cuerpo. Actualmente el cancer es una de las principales causas de muerte en el
mundo, en 2020 la OMS atribuyo 10 millones de muertes en el mundo por esta
enfermedad (Yin et al., 2021).

Los tipos de cancer mas frecuentes son de mama, pulmén, colon y préstata. En el
caso de cancer de colon (CCR) se reportaron 1.93 millones de casos en el afio
2020, de los cuales 916 000 personas murieron por este tipo de cancer (OMS.,
2022). De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) cada afio se
detectan 15 mil casos de cancer de colon y alrededor de 6500 defunciones por esta
causa. EI CCR es un cancer que afecta al intestino grueso, causando el crecimiento

anormal de las células en su revestimiento (IMSS,2019).

2.2 Etiologia
De acuerdo a la publicacion de Duan y col. (2022), algunos factores causantes del

desarrollo de CCR son:

2.2.1 Factores genéticos.
Aunque todavia no se conocen con exactitud las razones por las cuales algunas

personas presentan un alto riesgo de padecer cancer, se ha establecido una
relacion entre la presencia de factores genéticos y el cancer colorrectal (CCR).
De hecho, se estima que el 20% de los casos de CCR en pacientes de primer

grado familiar pueden atribuirse a factores genéticos (Duan B et al., 2022).

Entre las condiciones genéticas heredadas que se asocian con un mayor riesgo
de CCR se encuentra la poliposis adenomatosa familiar (PAF), que afecta al 1%
de los pacientes con CCR. Esta afeccion se caracteriza por la proliferacion
anormal del tejido y puede detectarse desde edades tempranas, incluso a partir

de los 12-15 afios. Otro factor genético que se ha relacionado con una mayor
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predisposicion a desarrollar CCR es el gen de reparacion del ADN MMR, segun
lo han demostrado estudios recientes (Duan B et al., 2022; Morgan G et al.,
2008).

2.2.2 Factores dietéticos
La ingesta excesiva carnes rojas incrementa el riesgo de contraer CCR,

promoviendo la desintegracion de acidos biliares, el crecimiento de carcindgenos
intestinales, la segregacion de bilis y el movimiento bacteriano anaerdbico intestinal
(Morgan G et al., 2008).

Una dieta saludable, rica en frutas, verduras, fibra y proteinas favorecen a la
disminucién de padecer CCR, asociados al contenido de compuestos antioxidantes
y acido félico, vital para la renovacién de metionina, que dona grupos metilo para la

sintesis de purinas y pirimidinas y es reparador de DNA (Morgan G et al., 2008)

2.2.3 Enfermedades no cancerosas
Enfermedades como colitis ulcerosa (del 3-5% de pacientes con CCR), pdlipos

colorrectales, adenomas colorrectales y la enfermedad de Crohn, conllevan a un
alto riesgo de CCR. Los pdélipos colonicos pueden ser el origen del CCR con un
porcentaje del 15-40%, con un desarrollo de CCR de 2-5 afios (Duan B et al., 2022)

2.2.4 Otros factores
La exposicion a radioactivos, falta de movilidad o ejercicio, el sobrepeso, excesos

en tabaco y alcohol son factores que aumentan la probabilidad de contraer CCR en
los pacientes (Duan B et al., 2022; Morgan G et al., 2008; IMSS, 2015)

2.3  Oncogenes y cancer de colon
En las células hay genes llamados protooncogenes que normalmente estimulan la

division celular, pero pueden llegar a tener cambios estructurales como mutaciones,
translocaciones y deleciones; los cuales provocan un crecimiento celular anormal
acelerado, asi como la diferenciacion de estas, mejor conocido como cancer, Figura
1 (Calvert & Frucht, 2002)
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En cancer de colon (CCR), las mutaciones inactivas que se observan mayormente
son en los genes APC, KRAS, Tp53, SMAD o PIK3CA y los genes de reparacion
MLH1, MSH2, POLE y APC; tienen relacién con el desarrollo de CCR en un 80%
(Kahraman & Sayhan, 2020).

El gen Adenomatous Polyposis coli (APC), mejor conocido como el gen “guardian”
de carcinogénesis del colon, se localiza en el brazo largo del cromosoma 5, y la
proteina derivada de este participa en la homeostasis epitelial del colon. Toma un
papel muy importante en la regulacién del ciclo celular, ademas de modular la via
de sefializacion de WNT. La ausencia de la funcién APC conduce a la acumulacién
de B-catenina, activando la transcripcion del gen MYC y ciclina D1, estimulando la
proliferacion celular (Bhalla et al., 2018; Calvert & Frucht, 2002; Hakim, 2021).

La familia KRAS pertenece a las proteinas KRAS, NRAS, HRAS, BRAF, de union a
guanina (G). KRAS alterna su estado inactivo, unido a guanosin difosfato (GDP) y
el estado activo unido a guanosin trifosfato (GTP). El intercambio de nucleétidos
como la guanina inicia vias de sefalizacion que influyen directamente en procesos
celulares como: proliferacion celular, diferenciacion, quimiotaxis, crecimiento y
apoptosis, caracteristicas de condiciones malignas como el cancer (Negri et al.,
2022).

En la evolucidon de adenoma a carcinoma la activacion del oncogén KRAS interpreta
el desarrollo de tumores en etapas intermedias como: 9% en pdlipos, el 58% en
adenomas de 1cm o mas y el 47% en canceres de colon (Hakim, 2021; Li et al.,
2021)

El gen supresor de tumores de CCR (DCC), se encuentra en el cromosoma 18q. En
la evolucion de los adenomas, la carencia de la funcion del gen DCC tiene
participaciéon en etapas tardias de la progresion de los adenomas. En la etapa
temprana de los adenomas la pérdida de 18g se contempla en un 10 a 30%, y un

60% en adenomas mas prominentes (Hakim, 2021; Kirbiyik & Ozyilmaz, 2021). La
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sobreexpresion del gen DCC induce la apoptosis, inhibe la proliferacion celular y la

invasién a otros érganos cercanos (Forrest et al., 2016)

El gen Tp53, se ubica en el brazo corto de 17 cromosomas y la carencia alélica en
17p, tiene como consecuencia la aparicion de carcinomas de colon. Las mutaciones
en el gen Tp53 en el cancer, no solo altera los procesos de reparacion de DNA,
también el ciclo celular, provoca la inestabilidad de genes, descomposicion de
cromosomas, angiogénesis, apoptosis y supresion de tumores, es por esto que a
Tpb53 se le conoce como “protector del genoma”. Esta proteina se activa cuando hay
estrés gendémico, especificamente cuando hay dafio en el DNA, agotamiento de
nucledtidos, hipoxia, activacion de oncogenes e infecciones virales (Hakim, 2021; J.
Li et al., 2021; Nakayama & Oshima, 2019)

Aunque APC es uno de los genes que se encuentra mayormente involucrado con la
aparicion temprana de CCR, Tp53 es el primer gen involucrado en CCR, porque
estos genes se encuentran mayormente en la mitad de los CCR y en gran medida
en neoplasias malignas. El gen Tp53 mutado estan relacionados con la mayoria de

los canceres en humanos (Nakayama & Oshima, 2019).

Mutacion en Mutacion en Mutacion en Pérdida del
el gen APC la familia elgenDCC supresor de
K-RAS tumores
TP53
- w
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Figura 1. Desarrollo del cancer colorrectal y su base genética. La progresién del epitelio normal a
metastasis. Cada etapa esta asociada con mutaciones genéticas, como las alteraciones en el gen
APC, KRAS, DCC, y la pérdida del gen supresor de tumores Tp53. Estos cambios moleculares
impulsan el crecimiento descontrolado y la diseminacion metastasica, caracteristicos del cancer
colorrectal. Elaboracion propia, Imagen adaptada de (Bhalla et al., 2018).
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2.4  Mutacion en Tp53
La mutacion de Tp53 afecta las vias intracelulares que eliminan el desarrollo de

tumores cancerigenos como la apoptosis (muerte programada), bloqueando la
detencion del ciclo celular en la fase G1-S cuando existe un dafo en el DNA en el
proceso de replicacidn, aportando el proceso de cancerizacion en células, como se

muestra en la Figura 2 (Rangel-Lopez et al., 2006).

Al no funcionar correctamente Tp53, provoca mutaciones de sentido erréneo en el
DNA conocidas como missense, cuando ocurre cambio en el aminoacido codificado.
La mutacion en Tp53 se debe con mayor frecuencia en CCR a la pérdida alélica de
17p y en estudios de secuencia completa en el DNA. Se ha observado que las
mutaciones en Tp53 se presentan en un rango del 5 al 26% en adenomas, un
53% en polipos adenomatosos invasivos y un 70% en adenocarcinomas. Ademas,
se ha encontrado durante la transicion de adenoma a carcinoma, se produce una
inactivacion de Tp&3, lo que no solo puede contribuir al desarrollo de muchos
tipos de cancer, sino que también puede favorecer la aparicion de canceres mas

agresivos en humanos (Hakim, 2021; J. Li et al., 2021; Nakayama & Oshima, 2019)

Gen p53

Gen p53 p21
Se detiene ciclo
W > celularen G1y G2
DNA danado
. Inhibicion de cinasa

Factor de transcripcion de p21

Figura 2. Funcién del gen Tp53 en la regulacion del ciclo celular. Tp53, mejor conocido como "el
guardian del genoma", juega un papel importante en la respuesta al dafio del DNA. En condiciones
de estrés celular, Tp53 se activa y regula los genes involucrados en la detencién del ciclo celular,
como lo es p21, reparando asi del DNA o la induccion de apoptosis, evitando la proliferaciéon de
células danadas y la formacion de tumores. Imagen adaptada del texto Hakim, 2021

El gen Tp53 es comunmente mutado por la exposicion al cigarrillo, radiacion

ultravioleta y toxinas por los alimentos. Aproximadamente el 20% de las mutaciones
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somaticas alteran alguno de los puntos criticos mutacionales (3 codones) como:
175, 248 y 273 (Bunz, 2022)

Existen dos oncoproteinas que inhiben a Tp53 y aumenta la tumorigénesis: (Bunz,
2022; Nakayama & Oshima, 2019)

En una célula sana, Tp53 tiene sus funciones reguladas correctamente, como la
interaccion con la proteina MDM2. El protooncogén MDM?2 es una enzima que se
encarga de modificar covalentemente proteinas a través de la agregacion de
ubiquitina por ligasas como MDM2, las cuales se dirigen a esas proteinas para
degradarlas por el proteasoma y asi mantener las concentraciones intracelulares en
equilibrio de los niveles de Tp53. Por lo tanto, mientras mayor expresion del gen
MDM?2, disminuye la expresion de Tp53 y por lo tanto el aumento de los niveles de
MDM?2 se convierten en oncogénicos, provocando la mutacion de Tp53 (Bunz, 2022;
Nakayama & Oshima, 2019).

La oncoproteina E6 de Virus del Papiloma Humano (HPV EG6): es un gen viral que
entra por la infeccion de VPH. La gran mayoria de los canceres aparecen a partir
de mutaciones genéticas de una linea germinal y/o adquiridas somaticamente, con
exclusién de los canceres en tejidos contagiados por VPH, como el cuello uterino,
epitelios de la cabeza y cuello. En este tipo de canceres, Tp53 pierde sus funciones,
por la unidén inhibidora de E6 (proteina codificadora por VPH (Bunz, 2022;
Nakayama & Oshima, 2019).

2.5 Terapias existentes
Todas las terapias existentes para tratar el cancer buscan inhibir el crecimiento

celular (replicacién de DNA) de los pacientes. Por eso es el uso de los farmacos de
quimioterapia y radiacion ionizante son muy utilizados, se adaptaron para uso
médico, pero carecen de discriminacion entre células sanas y cancerosas (Aiello et
al., 2019; Ding et al., 2014).

La quimioterapia es un tratamiento para el cancer que ocupa de diversos farmacos

como: agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos antitumorales, inhibidores
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de la topoisomerasa e inhibidores mitéticos, que pueden disminuir el tamafio de los
tumores, pero también pude destruir el crecimiento de células sanas, provocando
en el paciente efectos secundarios como nauseas, pérdida de cabello y en
ocasiones llagas. En CCR es utilizado el 5-fluorouracilo (5-FU) via intravenosa,
capecitabina via oral, y el irinotecan y el oxaliplatino via intravenosa (Bunz, 2022;
Duan B et al., 2022; Ustun M & Ozgur T, 2020)

Otra terapia que es utilizada para tratar CCR es la radioterapia y se basa en el uso
de alta energia en forma de haz, dirigida hacia los tumores, desde un equipo externo
al paciente, danando el DNA de las células cancerosas, para ser desechadas por el

cuerpo (Aiello et al., 2019).

También la radioterapia se basa en el uso de algun material radioactivo, que se
aplica de manera directa al cuerpo, como por ejemplo el yodo radioactivo (l). El
tiempo de la muerte celular de las células cancerosas puede variar, de semanas o
meses, y asi como en la quimioterapia también tiene sus efectos secundarios y es

mayormente utilizada en la etapa IV de CCR (Aiello et al., 2019; Bunz, 2022)

La cirugia es una alternativa también para eliminar los tumores, extirpandolo del
cuerpo del paciente, puede ser de manera completa o parcial y solo aplica para
tumores solidos, dependiente de la zona de localizacion del tumor es que la cirugia
puede ser abierta o de invasidon minima usando laparoscopia y se usa en las 3
primeras etapas del cancer 0 a lll. Asi como los dos tratamientos anteriormente
mencionados, la cirugia implica riesgos como dolor o infecciones en la herida(Aiello
et al., 2019; Engin et al., 2020).

Debido a la invasion y efectos secundarios que provocan los diferentes tratamientos
convencionales para tratar el cancer, desde hace algunos afos se ha iniciado la
busqueda de tratamientos alternativos efectivas para tratar de los diferentes
canceres, tales como el CCR, y uno de ellos es el uso de la genética y la
nanotecnologia, que se puedan empalmar para conseguir una posible alternativa

como tratamiento (Bayda et al., 2020).
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Actualmente existen diferentes terapias dirigidas a la interferencia de RNA
mensajero que se han ido estudiando con el tiempo su funcionamiento y efectividad
en las células. Los acidos nucleicos son instrumentos para terapias contra el cancer,
pero requieren de vehiculos para su transporte y proteccidn contra nucleasas y otros
aspectos como la activacion de respuestas inmunitarias, su baja estabilidad para no
degradarse, que puede impedir la entrega de informacién a las células (R. Acharya,
2019; Ding et al., 2014).

En este contexto, el uso de nanoparticulas (NPs) como vehiculos de transporte ha
sido considerado como una buena alternativa, por las ventajas que presenta, como
son sus propiedades fisicas y quimicas, son bioinertes, no toxicas, faciles de
sintetizar para controlar su tamano, forma y funcionalizacion, ademas se pueden
usar materiales biocompatibles con el cuerpo humano para uso médico (Alshareeda
et al., 2022).

Hasta el momento existen muy pocos modelos y ensayos clinicos de estos
nanosistemas, que se sigue estudiando in vitro, su citotoxicidad, internalizacion,
selectividad y liberacion de material genético hacia las células. Sin embargo, siguen
siendo andamios prometedores para el transporte de &acidos nucleicos en

enfermedades como el cancer (Ding et al., 2014).

2.6  Oligonucleotidos Antisentido (ASOSs)
Los oligonucleétidos antisentido (ASOs) con aquellos oligonucleétidos que

contienen de 8 a 50 nucleotidos de longitud, pueden unirse en seccines o
completamente al RNAm objetivo, a traves del emparejamiento de las bases
nitrogenadas de Watson-Crick para modular procesos geneticos en la celula
(Bennett & Swayze, 2010).

Estos ASOs se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de accién como: los
qgue se unen e interfeiren con el RNAm sin provocar su degradacion o bien los que
promueven su degradacion por las RNAsas H. No todos los oligonucledtidos se

pueden considerar antisentido existen sus excepciones como los que forman
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estructuras de DNA de doble hebra o triple hélice con DNA, porque sirve como

aptameros para las proteinas (Chan et al., 2006).

Actualmente todavia se desconoce como los ASOs encuentran su receptor (RNAmM)
dentro de la célula, pero se ha encontrado en varios ensayos una alta especificidad
para distinguir discrepancias de un solo nucleotido (Monias et al., 1995; Schwarz et
al., 2006). Ciertamente aun se necesitan varios estudios para comprender mejor la

manera en la que funcionan los ASOs con el RNAm, dentro de la célula.

Los acidos nucleicos por si solos son inestables en sistemas bioldgicos, por su
estructura de enlaces fosfodiéster que son degrados por enzimas (nucleasas). Esta
inestabilidad limita su uso como farmacos, debido a a degradacién que conlleva,
antes de llegar a su receptor. Ademas de que se degradan, tiendes a unirse a a
proteinas que se encuentran en la sangre, eliminandolos rapidamente por el rifion y
por lo tanto expulsados por el organismo (Gheibi-Hayat & Jamialahmadi, 2021; Rook
& Southwell, 2022).

Por lo que se ha propuesto el uso de modificaciones quimicas en la estructura de
los acidos nucleicos que no solo se conserven, sino que también se mejoren sus
capacidades para unirse a su receptor objetivo. Existen varias modificaciones para

los acidos nucleicos como los que se presentan en la Figura 3 (Chi et al., 2017).
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Modificaciones quimicas

Caracteristicas

Fosforotioato (PS) Tiofosforamidato
_— e Un atomo de azufre reemplazando a un
Primera kﬁrsase fase atomo de oxigeno sin puente del enlace
Generacion o o M fosfodiéster
@ 58’#"2 {,»P‘c; Respaldan la actividad de la RNasa H.
2-Metoxietilo (MOE) 2-0-Metilo 2'-Fluoro Modificacion en la posicion 2' del azucar.

\‘-Bdse

Alta afinidad a la union de RNA objetivo.
Menor toxicidad, mayor estabilidad vy

‘LO/\‘.-LOT fase /\(_7- Base |
0 o—> . (; / :

0 ?

semivida prolongada en el organismo.
+ No permiten la escision por la RNasa H.

Acido Nucleico Acido Nucleico Acido nut;ellco)peptldico
PNA

Bloquead (LNA) Biciclico (BNA) + Estables en fluidos biologicos.
,'“*- Base S~ Base n . 0 '
oY X S * Fuerte afinidad de hibridacion con el
o>y 9% Ao RNAmM.
TEI'CBT?' Morfolino Acido Nucleico Hexitol N-(aw i B
Generacion ~o u, - f° + Detienen la traduccion, pero no logran

activar la RNAsa H, ni unirse a proteinas
séricas, debido a que son moléculas sin

,_1
k[oj,am- | carga.
5 §
- —
Modificaciones de fosfato Modificaciones de azicar -
o o o o
AN W A ONaB  AONa8
o™~ r* ™~ r*~w Yy r % 7-8
\ / \ J \ J .

’ O  OcH, 0 0 o F 0 oM

- . 2- /
\ . ‘?\O 2-O-metilo . ioxietilo HiCO 2"-fluoro RNA
(MOE)
\(_7‘ - o] )‘5 A~ (o] -t
Fosforotioato (PS) 5~—_\~ o [m‘l (o) i \_\ p (o) \__/
oo 06
cEt BNA LNA
5% "o
\(o:rs

\ N
N~;':

Modificaciéon de K( j’

fosfato de azucar

Dinucledtido
(Rp) 2 de DNA

Morfolino

Figura 3. La figura muestra la evolucion de las modificaciones en las estructuras quimicas y las
caracteristicas funcionales de los oligonucledtidos antisentido (ASOs) lo largo de tres generaciones.
En la primera generacion, con modificaciones en el enlace fosfodiéster, como el fosforotioato (PS) y
el tiofosforamidato, sustituyendo un atomo de oxigeno por un atomo de azufre. La segunda
generacion introduce modificaciones en la posicion 2' del aztcar (2'-O-metilo, 2'-MOE y 2'-Fluoro).
La tercera generacion incluye modificaciones mas complejas, como el acido nucleico bloqueado
(LNA), acido nucleico peptidico (PNA) y morfolino. Estas modificaciones quimicas buscan optimizar
la eficacia y la inhibicion del RNAm para aplicaciones terapéuticas.
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Para el caso de cancer de colon, en la linea celular SW620, en la inhibicion del gen
Tpb3, se ha usado la modificacion quimica de fosforotioato (PS), en las tres
primeras bases nitrogenadas de los oligonucleétidos antisentido (5°-3’), para el

codon 175, de acuerdo al grupo de trabajo de Hirota et al., 1996.

Incluso los ASOs han sido aprobados por la FDA para tratar 10 trastornos genéticos
como Nusinersen y Milasen, pero se busca que también tengan aplicaciones en
enfermedades como el cancer, pero su entrega a las células conlleva implicaciones
por la exposicidon de nucleasas o agentes ambientales. Por lo que requieren de
vehiculos que aseguren su empaquetamiento, transporte y liberacion a las células.
El disefio de un buen nanosistema es importante para evitar efectos secundarios no
deseados y entrega de los ASOs (Hill & Meisler, 2021).

Los vehiculos de entrega que se han propuesto para la liberacion controlado de los
ASOs se dividen en biolégicos y sintéticos. Los bioldgicos son vectores virales
eficientes, pero presentan las desventajas de provocar inmunogenicidad,
ccarcinogenicidad o inflamaciéon. Mientras que los vectores sintéticos como los
lipidos, cationicos, polimeros y dendrimeros se han observado complicaciones en

las aplicaciones clinicas (Ding et al., 2014; Pedziwiatr-Werbicka et al., 2021).

De los vectores sintéticos han emergido las nanoparticulas inorganicas, las cuales
presentan una gran variedad de ventajas en comparacion de los vectores sintéticos
tradicionales, anteriormente mencionados. Las ventajas que poseen estas
nanoparticulas son sus propiedades ajustables fisicoquimicas, estructurales,
tamafo y superficie, las mas usadas son las nanoparticulas de oro (NPsAu)
cargadas con DNA o RNA (Ding et al., 2014, Hill & Meisler, 2021).

2.7 Nanotecnologia
La nanotecnologia es la ciencia que estudia los materiales que tienen tamafo entre

1-100 nm (1nm=10x10° m), tiene muchas aplicaciones como en la industria,
ingenieria, ciencias gendémicas, computo y medicina. Este término fue usado por

primera vez en 1974 por Norio Tanigushi, pero quien planteo las bases de la
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nanotecnologia fue Richard Feyman desde 1965. La nanotecnologia abarca el
estudio de disefio, sintesis y aplicacion de nanomateriales en las diferentes areas,

a nanoescala (Bayda et al., 2020).

La nanotecnologia ha sido utilizada para el diagndstico, prevencion y tratamiento de
enfermedades, como el cancer, para evitar la proliferacion celular, a través del
transporte de y/o liberacion de farmacos, con el disefio de nanomateriales los cuales
se pueden disefar para el tratamiento del cancer, se unan selectivamente a células
cancerigenas y previniendo el dano a células sanas (Bayda et al., 2020; X. Zhang
et al., 2012).

2.8 Nanomedicina
La nanomedicina es el area de la nanotecnologia aplicado en la medicina, término

usado por primera vez en 1999 por Robert A. Freitas en su libro “hanomedicine”.
Entre los desarrollos mas actuales esta la funcionalizacidon de nanomateriales, como
las nanoparticulas, las cuales son prometedoras por sus propiedades fisicas y
quimicas, qué permiten ajustar su tamafio, forma, materiales, biocompatibilidad y
funcionalizacion. Todas estas caracteristicas favorecen la administracion de los
nanomateriales, que son dirigidos especificamente a las células cancerigenas para
su destruccion, al aplicar algun estimulo como luz infrarroja 0 campos magnéticos
de baja intensidad y aunque aun no han alcanzado una selectividad completa hacia
las células cancerigenas, si disminuyen el dafio en un menor porcentaje en células
sanas en comparacion con los tratamientos convencionales (Ding et al., 2014; van
der Meel et al., 2019; Y. Zhang et al., 2019).

El diseno de encapsulamiento de la nanoparticula favorece la liberacion del
farmaco, a través de los transportes pasivos o activos. Para el transporte pasivo se
aprovecha el tamafio de las NPs por la retencién y permeabilidad de los tumores,
también conocido como “efecto de permeabilidad y retencion aumentada” (EPR),
previniendo los posibles efectos secundarios a las células sanas, debido al
crecimiento acelerado de las células cancerigenas, no poseen un adecuado

suministro de oxigeno y nutrientes. En tumores sdélidos da como resultado una
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extensa angiogénesis, dandoles una alta densidad vascular. El endotelio vascular
defectuoso forma espacios grandes entre las uniones de las células
(hiperpermeabilidad) y las NPs usan este efecto para transportarse de manera mas
selectiva a través de las fugas de los vasos sanguineos de los tejidos tumorales,
aglomerandose en las células cancerosas, como se observa en la Figura 4 (Acharya
& Sahoo, 2011; Alshareeda et al., 2022).

Tumor

Vaso sanguineo
Nanoparticula O=ang

Célula endotelial

Drenaje Linfatico
ineficiente

———» Vaso Angiogénico

Figura 4. Las nanoparticulas (NPs) se transportan pasivamente por medio del efecto de
permeabilidad y retencién aumentada (EPR), debido a que las NPs aprovechan la formaciéon de
vascularidad irregular con poros grandes y el drenaje linfatico deficiente. Imagen adaptada de R.
Acharya, (2019)

2.9  Aplicaciones en modelos celulares
Como se menciond anteriormente los &cidos nucleicos son herramientas
prometedoras para el tratamiento de diversas enfermedades, como el cancer, que
requieren de vehiculos de transporte a los tejidos/células objetivo para ser liberados
y cumplir su objetivo. Se han realizado diferentes pruebas in vitro en diferentes
lineas celulares y en ratas, teniendo, como el trabajo que realizé Vinhas y col.
(2017), con el desarrollo de NPsAu funcionalizadas con oligonucledtidos antisentido
(ASOs) dirigidos a los genes BCR-ABL1 e imatinib, logrando un gran eficaz
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silenciamiento génico que provoco la muerte en células de leucemia mieloide
cronica (LMC).

El grupo de trabajo de Ryou y col. (2010), sintetizé shRNA dirigido especificamente
para Tp53y MCL-1, cargadas en nanoparticulas de oro (NPsAu) y de acuerdo a sus
pruebas in vitro, lograron una transfeccion en células de rindbn embrionario humano
y en la linea celular HeLa. Demostraron que los nanosistemas cargados con shRNA
tuvieron mejores resultados en comparacion con los vehiculos de administracion

basados en liposomas (Ryou et al., 2010).

El uso de nanosistemas cargados con RNAI, para fines de terapia antitumoral, son
una propuesta alternativa para el silenciamiento de genes, apoyados de la ablacion
fototérmica. Algunos grupos de trabajo lo han desarrollado como Son y col. (2017)
quienes demostraron que la fototermia favorece el escape endosomal, la captacion
celular, asi como el aumento de la fluidez de la membrana celular y la liberacion de

los RNAI, con estimulaciones de laser de gran intensidad.

En otro articulo recientemente Daniels y col. (2019) sintetizaron NPsAu esféricas
funcionalizadas con siRNA dirigidas para silenciar el gen ¢c-MYC recubiertas de
quitosano y PEG400 y 2000, para la proteccion del siRNA contra la degradacién en
la linea celular de adenocarcinoma de mama MCF-7. En las pruebas de
silenciamiento génico se observd un gran potencial para la reducciéon de mas del
90% en la produccion de la proteina MYC (Daniels & Singh, 2019).

2.10 Sonoquimica
Una alternativa para la sintesis de NPs es a través de la sonoquimica que se

caracteriza por su efecto de cavitacion que es cuando se forman burbujas en un
medio acuoso por ondas de ultrasonido, por alteraciones de presion y temperatura
(Figura 5), favoreciendo la divisiéon de las moléculas de H20 en radicales de Hy OH.
Es un método considerado como quimica verde por las ventajas que posee como la

obtenciéon de NPs con morfologias bien definidas y tamafios nanométricos, ademas
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de que ocupa menores cantidades de energia y reactivos peligrosos, es facil de usar

y econdémico (Hansen et al., 2022).

Cavitacion Ultrasonica

\ Compresion

A NN NN
NNV

Rarefaccion

Forr ¢ - recimient T " o h
Formacion de Cre € ) > amanc - Implosion de
burbujas de burbujas nestable burt a

Figura 5. Sonoquimica y cavitacion ultrasénica en la sintesis de nanoparticulas (NPs). El proceso
sonoquimico utiliza ultrasonido de alta frecuencia para inducir cavitacién acustica, generando
burbujas de gas en el liquido. La implosiéon de estas burbujas crea condiciones extremas de
temperatura (miles de grados) y presion (varios cientos de atmoésferas) en una escala nanométrica.
Estas condiciones favorecen reacciones quimicas rapidas y homogéneas, permitiendo la sintesis
controlada de nanoparticulas con alta pureza y uniformidad. La cavitacién ultrasénica facilita la
nucleacion y el crecimiento de las NPs sin la necesidad de temperaturas elevadas o largos tiempos
de reaccion. Imagen adaptada de Martinez et al., (2021)

2.11 Nanoparticulas de Au (NPsAu)
El Au es un metal noble de la tabla periédica, que es considerado como material
para la sintesis de NPs y para combatir células cancerosas, porque posee
excelentes propiedades Opticas y plasmonicas. Las NPs metalicas tienen la
caracteristica de que cuando se le aplica un pulso de algun tipo de energia, se
genera la resonancia del plasmén superficial (RPS). Al generarse la oscilacion del

RPS los electrones de los metales, resuenan como resultado a la aplicacion del
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pulso de una radiacion, produciendo la absorcion y dispersion de la radiacion
electromagnética, como en el caso de las NPsAu, generando radiacion en el rango
de luz visible (Ding et al., 2014).

Debido a que las NPsAu metaélicas tienen alta penetracién en los tejidos corporales
profundos, se usa el rango entre 800 y 1100 nm de luz de infrarrojo cercano (NIR)
para aplicaciones terapéuticas fototérmicas y para fotoimagen (Singh et al., 2018;
Wijaya et al., 2009). Otra caracteristica muy importante de este efecto es que se
puede usar para controlar la liberacion de acidos nucleicos, a través de un disefio
de NPs con carga neta superficial y DNA cargado negativamente, se liberaba por

repulsion electrostatica a las células (Ding et al., 2014; Singh et al., 2018).

2.12 Polietilenglicol (PEG)
Es un polimero hidrofilico de cadena larga por 6xido de etileno (CH2CH20), utilizado

por ser un buen estabilizador de NPs que las protege de RNAsas, resiste la
adsorcion de proteinas, facilita el escape endosomal por el efecto de “esponja de
protones”, es biocompatible, es inerte lo que evita los ataques por parte del sistema
inmunoldgico, no téxico (Benjaminsen et al., 2013; Pedziwiatr-Werbicka et al., 2021;
Yang & May, 2008).

Las NPs pegiladas tienen las caracteristicas de ser anti-inmunes, antigénicas,
evitan la descomposicién de enzimas proteoliticas y su estabilidad permite la alta
penetracién en los tejidos para su circulacion por el organismo, durante tiempos mas
prolongados y por lo tanto cumplen con su objetivo de pasar desapercibido lo que
lleva en su interior, porque se puede aplicar puede aplicar para la liberacion de
farmacos, el transporte pasivo, y tiene la ventaja de que reduce los efectos
secundarios que causan los tratamientos convencionales, brinda estabilidad a las
NPs y sirve como una cubierta protectora del cargo de farmacos como los acidos
nucleicos. Los nanobiosistemas al ser recubiertos con polimeros como el PEG,
tienen la caracteristica de no agregarse y mantener su estabilidad en acido o bases,
asi como en altas temperaturas (Ding et al., 2014; Hsing et al., 2022; Suk et al.,
2016).
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El PEG esta aprobado por United States (U.S) Food and Drug Administration (FDA),

como un polimero seguro para consumo humano.

2.13 Quercetina
La quercetina es un fitoquimico flavonoide proveniente de los pigmentos de los

frutos, vegetales y flores, se caracteriza por ser antioxidante, su estructura
representada en la Figura 6 es de flavona C6 (anillo A)-C3(anillo c)-C6(anillo B),
posee un peso molecular de 302.2 g/mol, es de color amarillo, tiene poca solubilidad
en agua, pero si una mayor solubilidad en alcoholes y alcalinos. Tiene la ventaja de

tener poca toxicidad en exposicioén oral en LD50 161 mg/kg (Neamtu et al., 2022).

Gracias a sus caracteristicas antioxidantes, tienen la capacidad de eliminar
radicales libres y actuar como agente quelante de iones metalicos. La eliminacién
de radicales ocurre con la donacion de H de OH libres o bien de electrones, mientras
que la quelacion es por su grupo catecol u O-dihidroxi (sistema cinamoilo), pero
también depende del pH y de la asociacion metal-ligando, por lo que es utilizado
como agente reductor en sintesis de NPs metdlicas, para aplicaciones en cancer.
(Bollella et al., 2017).

OH

l
oy OH

OH\[ ///‘\\\ /\ ]/ /

- Y“OH

Figura 6. Estructura quimica de la quercetina, un flavonoide compuesto por un esqueleto de 15
atomos de carbono, en dos anillos bencénicos (A 'y B) conectados por una cadena de tres carbonos
que forma un anillo heterociclico (C).
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3. Justificaciéon
El cancer de colon es uno de los mas frecuentes en el mundo, causando miles de

muertes por ano, debido a la proliferacién anormal de las células en colon y recto.
En México se reportan alrededor de 15 mil casos nuevos al afio y aproximadamente
6500 muertes, a causa de esta enfermedad. Las principales causas de riesgo en
contraer ese padecimiento son por herencia familiar, obesidad, malos habitos

alimenticios, consumo de alcohol o por la nula actividad fisica.

Actualmente se estan estudiando diferentes terapias dirigidas a tratar el cancer,
entre ellos la interferencia del RNA mensajero, cuyas herramientas destacan el uso
de oligonucledtidos antisentido (ASOs), mecanismos de RNAI, ribozimas y
riboconmutadores, encaminados a la regulacién de la expresion génica en la célula

mutada.

Recientemente, se ha propuesto la utilizacion de &acidos nucleicos como
instrumentos para terapias contra el cancer, debido a su capacidad para interferir
con el transcrito de genes, inhibiendo su funcién, y de esta manera regular procesos
celulares importantes. Sin embargo, aunque se especula como una alternativa
promisoria, requieren de vehiculos para su transporte y proteccidén contra nucleasas
y otros aspectos como la activacion de respuestas inmunitarias. Debido a su baja

estabilidad, la entrega de informacién a las células puede ser interrumpida.

Las NPsAu antisentido, llamadas asi por encapsular acidos nucleicos antisentido se
han utilizado para la inhibicién de la traducciéon de RNA mensajero (RNAm) de
diferentes genes, han sido objeto de estudio debido a su eficiente aplicacion en la
liberacion controlada de farmacos. Son candidatos para su transporte de acidos
nucleicos por sus propiedades fisicoquimicas, su eficiente funcionalizacién, por su
baja toxicidad celular y la facilidad de sintesis y control de parametros como tamario,
forma y grado de funcionalizacion. En este sentido en el desarrollo del proyecto se
tomara este nombre para nuestro sistema hibrido de NPsAu-QUER/PEG-ASOs-
antisentido.
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Actualmente existen pocos estudios que evaluen la citotoxicidad de estos sistemas
liberando acidos nucleicos sobre lineas celulares de cancer de colon. Por lo que
resulta importante desarrollarlos y evaluarlos, para en un futuro poder proponerlos
como andamios prometedores para el transporte de acidos nucleicos en

enfermedades como el cancer.

4. Hipotesis
Las NPsAu antisentido sintetizadas con sonoquimica, disminuyen la viabilidad

celular de SW480 y la expresion de Tp53.

5. Objetivo General
Sintetizar NPsAu antisentido y evaluar su efecto antiprofilerativo e inhibidor de Tp53

sobre células cancerosas de colon SW480.

5.1 Objetivos Especificos

Disefar la metodologia experimental para la preparacion de las NPsAu antisentido
(con tamafio y forma homogénea) a través de sintesis asistida por ultrasonido

estables al pH fisiolégico.

Determinar las propiedades oOpticas, electronicas, estructurales, morfologicas, de
carga y de tamano de las NPsAu con y sin ensamblar.

Evaluar el efecto de las NPsAu sobre la viabilidad celular de la linea SW480.

Analizar la expresién transcripcional de Tp53 y la cuantificacién de su proteina en

células de cancer de colon SW480.
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6. Materiales y métodos

6.1 Material
Acido Cloroaurico (HAuCls - 3H20) = 49.0 % Au, 393.83 g/mol, Sigma Aldrich, 3050
Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA.

Quercetina Hidratada 295.0 %, 302.24 g/mol, Sigma Aldrich, 3050 Spruce
Street,Saint Louis,MO 63103,USA.

SH-PEG2K-NHz (HS(CH2CH20)nCH2CH2NH2HCI), 2000 g/mol, Sigma Aldrich.

Medios de cultivo Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (ATCC, Rockville,
MD, EUA), suero fetal bovino (FBS) de la marca Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA);

penicilina, estreptomicina, tripsina, MTS de la marca Sigma (St. Louis, MO, EUA).

6.2 Metodologia

6.2.1 Sintesis de NPsAu antisentido
La sintesis se prepard con la solucion de HAuClsH20 a una concentracion de 1mM
y se le adiciono6 posteriormente la solucién de quercetina como agente reductor de
1mM y SH-PEG2K-NHz (HS(CH2CH20) nCH2CH2NH2HCI) de 1M. Una vez

preparadas las NPsAu se agregaron los ASOs dirigido a Tp53y se almacend a 4°C.

6.2.2 Espectroscopia UV-VIS
Para la medicién de la cuantificacion de la radiacion absorbida por las moléculas en

las regiones visibles del ultravioleta cercano (UV) y del infrarrojo cercano (NIR) del
espectro electromagnético de las NPsAu antisentido en coloide y sus bandas
caracteristicas de Au, quercetina y ASOs, las muestras fueron disueltas en agua
desionizada (controles previos a la sintesis) y colocadas en una celda de cuarzo
para ser medidas en un espectrometro Agilent Technologies en un rango de 200 a

800 nm a temperatura ambiente.

6.2.3 Microscopia Raman (RAMAN).
Esta técnica de analisis espectroscopico combina la espectroscopia Raman con la

microscopia optica para obtener informacion quimica y estructural de una muestra
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con alta resolucion espacial, el espectro resultante muestra los desplazamientos de
energia que corresponden a las vibraciones moleculares especificas de la muestra,
proporcionando una "huella dactilar" Unica para cada sustancia. En este caso se
empled un haz de luz monocromaticas verde a 532 nm y roja a 633 nm, con una
potencia laser de 6 mW, cada una de las muestras tanto de NPsAu con y sin ASOs,
como de PEG y ASOs se colocaron en un portaobjetos y ajustando el microscopio
para la medicion de los materiales se analizaron tres veces cada una, con una
exposicidon de 10 segundos para observar la superficie de las NPsAu, su
constitucion y fijacion al PEG y ASOs. El equipo que se utilizé fue un

microespectrometro Raman modelo DRX Il Termoscientific.

6.2.4 Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
Las imagenes de los nanomateriales (NPsAu antisentido) se obtuvieron por medio

de un microscopio JEOL JEM-1010 que funciono a 80 kV con una camara digital
ORIUS de GATAN, el microscopio trabaja mediante la emisién de un haz de
electrones acelerados a altas energias que interaccionan con la muestra generando
contrastes que forman la imagen, la diferenciaciéon entre compuestos se puede
realizar debido a su densidad electronica, de esta manera, utiliza la interferencia de
electrones que han atravesado diferentes partes de la muestra, proporcionando
informacion sobre la estructura interna a nivel atbmico. Los materiales en coloide se
dispersaron en celdas de cobre a temperatura ambiente, para la captacion de las

imagenes.

6.2.5 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Espectroscopia de
Dispersion de energia (EDS).
La obtencion de imagenes con SEM y la composicion quimica, con EDS, de las

NPsAu se obtuvieron a partir de un microscopio HITACHI SU8200, mediante la
dispersidén de un haz de electrones de alta energia la cual incide sobre la muestra,
interactuando con los atomos de la superficie. Las muestras se montaron en laminas

de cobre sobre cilindros de aluminio. Esta técnica se utilizé para obtener imagenes
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de alta resoluciéon de la superficie de muestras, esto es, andlisis de la

microestructura, topografia y composicion de materiales.

6.2.6 Cultivo celular
Para la evaluacion biolégica de las NPsAu antisentido se utilizaron las células

SW480, mismas que son de adenocarcinoma humano, tipo B en la escala de Dukes,
y que presentan mutacion en el gen Tp53 en los codones 273 y 309, en el brazo
corto del cromosoma 17 (17p1.3) (ATCC, 2020; Rochette et al., 2005). Las células
SW480 se cultivaron con medio DMEM con suero fetal bovino (SBF) al 10% vy
antibidticos-antimicéticos al 1%, CO:2 al 5% a una temperatura de 37 °C mantenidas
en una camara de bioseguridad. El medio de cultivo se cambié por DMEM nuevo,
cada 48 horas hasta conseguir una confluencia de aproximadamente 80%, y se

realizaron subcultivos por medio de tripsina.

Tratamiento: Se usaron 7 diferentes concentraciones de dosis-respuesta de las
NPsAu antisentido y se calculara la 1Cso, usando un grupo control negativo de
células SW480 sin tratamiento y otros grupos control de células SW480 de
quercetina, PEG, NPsAu sin ASOs y de NPsAu antisentido con ASOs a una

concentracion de 1M.
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6.2.7 Disefo de los oligonucledtidos antisentido (ASOSs)
Para el disefio de los oligonucleétidos antisentido se uso la pagina web Sfold -

Software for Statistical Folding and Studies of Requlatory RNAs (wadsworth.orq),

(Figura 7) reportada en los articulos de Dai et al., 2006 y Xie et al., 2011.

S f I d Software for Statistical Folding of Nucleic Acids and Studies of Regulatory RNAs
OME

LICENSE INFO

APPLICATION MODULES ™

Target accessibility prediction and RNA duplex thermodynamics for rational
ARV siRINA design
© S Target accessibility prediction and rational design of antisense oligonucleotides
oligo and nucleic acid probes
© Sribo Target accessibility prediction and rational design of f#ramns-cleaving ribozymes
© Srna General features and output for statistical RINA folding

CLIP-based prediction of microRNA binding sites

I
N E

Database of microRINA binding sites predicted by STarMir

Figura 7. Pagina principal de Sfold, donde se presentan todas las opciones para el disefio de los
oligonucledtidos antisentido (ASOs) de interferencia, entre ellos los antisentido.

Para el disefio de los oligonucleotidos antisentido se tomé el FASTA de la proteina
tumoral Tp53 del Homo sapiens (Tp53), variante de transcripcion 1, RNAm (NCBI
Referencia Secuencia: NM_000546.6), que corresponde a las mutaciones de la
linea celular SW480, que presenta mutaciones en los codones 273 (Dominio de
union al DNA) y 309 (Senal de localizacion nuclear). En el codon 273 presenta el
cambio de nucledtido de base G a A (CGT a CAT), lo que hace el cambio de
aminoacidos de arginina (Arg) a histidina (Hist) (X. L. Li et al., 2015). Por lo que para
el codén 309 el cambio de base es de C a T (CCC a TCC), lo que corresponde en

aminoacidos de serina (Ser) a prolina (Pro) (Rochette et al., 2005b)

El programa de sfold se basa en los algoritmos de sus creadores Ding y Lawrence,

los cuales se basan en el plegamiento de las estructuras secundarias del RNAm de
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Boltzmann, prediccion de accesibilidad del RNAm diana y el disefio de la orientacion
del RNA (Ding et al., 2004; Ding & Lawrence, 2001, 2003).

Estos algoritmos, junto con algunas reglas empiricas como la energia de union,
contenido de G-C o bien la eliminacién de sitios con 4 guaninas consecutivas, son

caracteristicas para la seleccion 6ptima del oligonucledtido antisentido.
1. Evitar cuatro residuos contiguos de Guaninas.
2. Energia de unién de oligos antisentido < -8 Kcal/mol.

3. Eliminar los sitios con contenido de GC inferior al 40% o superior al 65%.

6.2.8 Tratamiento de pruebas con NPsAu sobre las células SW480.
Para las pruebas de citotoxicidad de las NPsAu sobre las células de cancer de colon

SW480, se requirid de la centrifugacion, secado y resuspension de las NPsAu en
medio de cultivo DMEM. En los primeros experimentos las células fueron
incubadas a diferentes concentraciones de NPsAu sin y con oligonucledtidos
(secuencia invertida de 3'a 5 dirigidos al codon 273 de Tpb3), estos ultimos
recubiertos con PEG-4000 estandar, para proteger a los ASOs de enzimas
endonucleasas, ambas muestras de NPsAu se diluyeron a concentraciones de
1000, 500, 250, 50, 5y 0.5 pg/ml, por 24 h, a 37°C, COz2al 5% y con luz Infrarroja

(IR), como se observa en la Figura 8.

Posteriormente para los siguientes experimentos las células SW480 fueron tratadas
con NPsAu sin y con carga de ASOs de 3’ a 5 dirigidos al codén 309 de Tp53y un
recubrimiento de PEG-3000 bisaminado, para mejorar la adhesion de los ASOs a la
superficie de las NPsAu y la carga y finalmente ser diluidas en medio DMEM al 2%
con SBF. Después de 3 horas de incubacion, las células con tratamiento se
expusieron a luz IR de una longitud de onda de 600 nm, durante 3 minutos a 37°C
(las NPsAu expuestas a 37°C fueron disueltas en PBS, para después agregar el
PEG y los ASOs).
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En los experimentos finales se siguié el mismo procedimiento que con los segundos,
con las diferencias de que en estos ultimos experimentos, las NPsAu cargadas de
ASOs (conddn 309, Tpb3) y el PEG-3000 bisaminado, se centrifugaron para retirar
excesos (donde se pierde concentracion de NPsAu) y se disuelve en PBS y en
medio DMEM al 2% de SBF. Después de 3 h de incubacion también se expusieron

aluz IR, cada 20 segundos, por 2 minutos a 37 y 38°C.

Figura 8. Células SW480 a diferentes concentraciones de tratamiento con las NPsAu sin y con ASOs
(1000, 500, 250, 50,5, 0.5 ug/ml) expuestas a luz IR de una longitud de onda de 600 nm, por 3 min
a 37°C, el IR fue controlado por un termostato digital STC-1000, el cual detecta temperatura en
medios acuosos y prende o apaga el IR cuando la temperatura es de 37°C o menor. Las células
SWA480 que se encuentran en una placa de 96 pozos es cubierta por un cono de aluminio para no
disipar la energia del IR y se concentre en la placa.
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6.2.9 Viabilidad celular por el método de MTS
1- La viabilidad celular se analizé6 mediante con un ensayo colorimétrico, con la

reduccion de las sales de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio. Posteriormente, las células
se sembraron en una microplaca de 96 pozos (5 x 10° células/pozo) en
DMEM con SBF al 10%, con 24 h de incubacion.

2- El medio DMEM se cambia por los tratamientos a diferentes concentraciones
en DEMEM con SBF (2%), incluyendo controles positivos y negativos.

3- Después de 24 h de tratamiento se retir6 DMEM con tratamiento y se
realizaron lavados con PBS, posteriormente se coloc6 100 pl de DMEM
nuevo y agrego 20 ul de solucion MTS a cada pozo y la incubacion continua
a 37°C por 1h.

4- El valor de densidad 6ptica de cada pozo se detectd a una longitud de onda
de 490 nm en espectrofotometro de ELISA.

5- Para encontrar la dosis inhibitoria media se gréafico el porcentaje de viabilidad
contra concentracion del tratamiento (Merck KGaA y/o cualquiera de sus
filiales, 2022).

El calculo del porcentaje de viabilidad se obtuvo con la siguiente ecuacion:
% de viabilidad (respecto al control negativo) = (DOt/DOc)*100.

Donde la interpretacion es:

DOt: Densidad optica promedio de los cultivos tratados

DOc: Densidad 6ptica promedio del control negativo

La concentracion inhibitoria cincuenta (ICso) se refiere a la concentracién de
tratamiento necesaria para inhibir la supervivencia del 50% de la poblacién de

células tratadas.
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7. Resultados
7.1  Espectroscopia UV-VIS.

En la Figura 9 se muestra los espectros de los controles de UV-VIS de las soluciones
previas a la sintesis de NPsAu como del HAuCls, QE y Au+PEG. En la Figura 9 (a)
se presenta el espectro de la solucion de HAuCls, dénde se observa una banda de
baja intensidad a los 295 nm que pertenece a las especies de Au®*. El espectro de
la Figura 9 (b) se visualizan las bandas caracteristicas de la QE a los 255 nm
perteneciente al sistema cinamolio del anillo B y otra a los 388 nm del sistema

benzoilo del anillo A (Catauro et al., 2015).

Por otro lado, en la Figura 9 (c) se muestra el espectro de las bandas de la mezcla
de HAuClsy PEG (HAuCI4+PEG), predominando mas la banda del HAuCls con un
ligero desplazamiento a la derecha de los 295 nm que se puede atribuir a la

interaccion entre el PEG y las especies del Au®*.

3~ - (@) HAuCI,
nm —— (b) Quercetina
(c) Au+PEG
© 2
©
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B 306 nm 388 nm
S
3 oo
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Figura 9. Espectros de absorbancia de los diferentes controles medidos con espectrofotometria UV-
Vis. Los espectros muestran las curvas de absorbancia para: a) HAuCl, (acido cloroaurico), con un
pico caracteristico a los 306 nm; b) Quercetina (QE), con longitudes de onda en 255 y 388nm; y c)
Polietilenglicol y oro (Au+PEG).
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En la Figura 10 (a) se visualiza los espectros de los controles de la mezcla de PEG
y ASOs, se conoce que la banda caracteristica de los acidos nucleicos es a los 260
nm y la absorcion va de 1.8 a 2.5, lo cual coincide con la banda que aparece a los
259 nm con una absorcion en 2, lo que se le atribuye la banda de 259 nm con una
absorbancia en 2 indicando la presencia de ASOs mezclados con el PEG
(Porterfield & Zlotnick, 2010). Mientras que en el espectro Figura 10 (b) predomina
las bandas de la QE pero con menor intensidad, una a los 259 nm con menor
intensidad del sistema cinamolio anillo B y otra a los 380 nm correspondientes al
sistema benzoilo anillo A. En este caso, se ve un cambio en las bandas de absorcién
de la QE, tanto en forma como en intensidad, esto se puede atribuir a que existe
una fuerte interaccion entre ambos compuestos, tal que, algunas excitaciones

electronicas han sido inhibidas.
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Figura 10. Espectroscopia UV-Vis de los controles: a) PEG+ y b) PEG+Quercetina. Los espectros
muestran la interaccion de los ASOs y la quercetina con el polietilenglicol (PEG). En el control a)
(PEG+ASOs), se observan picos de absorbancia caracteristicos de los ASOs alrededor de 259 nm.
En el control b) en PEG+Quercetina, se encuentran los picos de absorbancia que se situan en 260
y 380 nm, destacando las caracteristicas de la quercetina.
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En la Figura 11 se exhibe los espectros de los PSR de la Figura 11 (a) NPsAu
(unicamente con QE y PEG) sin ASOs con una banda de absorcion a los 526 nm lo
que nos indica la formacion de las NPsAu por el método de sintesis de sonoquimica.
Mientras que en el espectro mostrado en la Figura 11 (b), el cual corresponde a las
NPsAu cubiertas con los ASOs que muestra una banda a los 259 nm con una
absorcion de 1.8 que se puede atribuir a la interaccion de los ASOs con los nucleos
de las NPsAu. que se observa un desplazamiento a la derecha a los 540 nm, esto

se puede discutir debido la aglomeracion de las NPsAu al agregar los ASOs.

Si se comparan ambos espectros, Figura 11 (a) y 11 (b), se puede observar un
desplazamiento y un aumento de absorcion del nanobiosistema. El desplazamiento
se muestra a la izquierda en el nanobiosistema con respecto a las NPsAu que va
de los 540 nm a los 526 nm, esto se puede atribuir al crecimiento de las NPsAu por
la adicion de los ASOs, modificando asi la banda de absorcion. Cabe mencionar
que también se observé un cambio de manera directa en el color emitido de las
diferentes muestras, que es un color rojizo para la NPsAu, mientras que para el
nanobiosistema es de una tonalidad morada. En algunos trabajos reportados,
observan el mismo fenémeno (Moitra et al., 2020). Este resultado nos indica que si
se estan obteniendo cambios significativos en las diferentes muestras, que apuntan

a la formacioén del nanobiosistema de NPsAu con los ASOs.
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Figura 11. Espectroscopia UV-Vis de la formaciéon de coloides: a) NPsAu (nanoparticulas de oro) y
b) NPsAu+ASOs. El espectro a) muestra la longitud de onda de las NPsAu a los 526 nm, que
corresponde al fenémeno de plasmones de superficie (PSR). El espectro b) representa las NPsAu
recubiertas con los ASOs.

7.2 RAMAN
A continuacion, se muestran los espectros de los modos vibracionales RAMAN de
las NPsAu con y sin ASOs, como del PEG, los resultados se compararon con los

espectros reportados con la literatura.

En la Figura 12, se encuentra el espectro RAMAN de la estructura quimica del PEG,
en donde se puede encontrar el grupo C-C-O en 71, 356 y 528 cm™! con movimiento
de torsion, ademas del modo vibracional esqueleto en las regiones de 217, 272 y
575 cm™' (Kuzmin et al., 2020). Mientras que las vibraciones de C-O estiramiento se
encuentran acopladas en 836 y de 927-1390 cm™'. Por otro lado, los modos de
vibracion de C-C estiramiento se observan en 855y 1133 cm™', y las bandas de 927
y de 1225 a 1477 cm-' corresponden al modo de deformacidn torsién. Finalmente,
los grupos de estiramiento de OH y CH aparecen de 2565-1678 cm™ y de 2746-

2937 cm™', respectivamente (Yamini et al., 2014).
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Figura 12. Espectroscopia Raman de la estructura quimica de PEG-4000, tomada con laser verde
de 532 nm.

Analizando los espectros de las NPsAu sin ASOs centrifugadas y secas en la Figura
13, se pudo observar los modos vibracionales caracteristicos del PEG como el
grupo C-O con estiramiento de los 844-1285 cm', C-C estiramiento en 1113 cm™',
la vibracién de torsion del grupo CH2 en 1469 cm™, asi como los modos
vibracionales de los grupos CH y OH en 2919 y 3240 cm™ respectivamente.
Finalmente, un grupo perteneciente a la quercetina ubicado a los 1560 cm-! que
corresponde al modo vibracional de estiramiento y su grupo C=0 de la molécula de

la quercetina (Kuzmin et al., 2020; Numata & Tanaka, 2011; Yamini et al., 2014).

Comparando las Figuras 12 y 13, es evidente que la forma y las intensidades de las
sefales cambiaron para el caso de las NPsAu recubiertas con Quercetina y PEG;
pero en el caso del PEG, las vibraciones relacionadas con el esqueleto y las
flexiones relacionadas los enlaces C-C-O ya no aparecen en la NPsAu, lo que indica
que estos modos vibracionales han perdido movilidad, sugiriendo que son los que

se encuentran anclados hacia el interior de la NPsAu.
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Los grupos funcionales encontrados en la capa superficial de las NPsAu nos indican
un recubrimiento del PEG con |la Quercetina hacia el nucleo de la NPAu, en este
caso la Quercetina, el agente reductor que se utilizé para reducir las sales del
HAuCl4.
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Figura 13. Espectroscopia Raman de la capa superficial de las nanoparticulas de oro (NPsAu)
recubiertas con PEG y quercetina, se usé laser verde de 532 nm.

A continuacion, en la Figura 14 se presentan los modos vibracionales de las NPsAu
con ASOs y PEG. En la primera seccion de 205 a 556 cm-! se encuentra el grupo
C-C-O del PEG (Yamini et al., 2014), con corrimientos hacia la derecha, lo que
sugeriria la interaccion de entre el PEG y los ASOs. Del rango de 610-1611 cm™ se
aprecian las purinas y pirimidinas de los (Gong et al., 2009). Las adeninas (A) son
la base nitrogenada con mayor visibilidad en el espectro RAMAN y esto se puede
deber a que tanto las adeninas como las guaninas (G) son las que contienen mayor
cantidad de grupos amino (NH2), el cual le otorga cargas positivas a estas purinas
que funcionan como interaccién con los grupos OH negativos del PEG, que podrian

estarse uniendo por fuerzas electrostaticas, junto con las G que se encuentran de
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los 610-674 cm (He et al., 2020; Liu & Liu, 2019). Ambas purinas se encuentran en
la region de 1584 cm™".

Las pirimidinas en el espectro RAMAN (Figura 14) se visualizan en 1168-1290 cm-"
el uracilo (U), junto con la citosina (C), pero especificamente la C se observa en
1530 cm™' (He et al., 2021). Las moléculas como la ribosa y el grupo fosfato (P-O-
P), se encuentran de 850-1085 cm™' y en 801 cm™'. Mientras que los grupos C=0y
C-H (anillo), se ven acopladas en 1611 y de 1452-1469 cm™' (Gong et al., 2009).
Aunque el grupo de las pirimidinas contienen menor cantidad de grupos amino en
su estructura, segun lo reportado por (Liu & Liu, 2019) indica que existe una
interaccion directamente con el PEG en 1290 cm™' con su grupo C-O estiramiento y
CHztorsion. Otro grupo de interés que se aprecia en el espectro RAMAN es el grupo
CH estiramiento después de las bandas de los ASOs, lo que podria estar indicando

que la capa superficial de las NPsAu posee un recubrimiento tanto de ASOs como
del PEG.
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Figura 14. Espectroscopia Raman de la capa superficial de la mezcla de nanoparticulas de oro
(NPsAu), ASOs y PEG, para este se utilizé el laser rojo a 633 nm.
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Con la comparacion y el analisis de los 3 grupos de espectros RAMAN (PEG,
NPsAu, NPsAu + ASOs) se puede observar un recubrimiento por parte de los
compuestos organicos en la superficie de la NPAu, como también se observé en los

resultados de TEM/EDS y SEM, que a continuacion se discuten.

7.3 TEM
El tamafo y la morfologia se analizaron mediante la técnica de TEM, como se

muestra en la Figura 15.

a) g b)

»

100 nm

50 nm

Figura 15. Tamarno y morfologia de las nanoparticulas de oro (NPsAu) observadas por
microscopia electrénica de transmision (TEM), dispersadas en celdas de cobre. Las
imagenes a) y b) muestran NPsAu-PEG sin ASOs a una escala de 50 y 100 nm,
respectivamente. Las imagenes c) y d) a escalas de 50 y 100 nm, respectivamente, son
las NPsAu-PEG con ASOs.
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En la Figura 15 a) y b) se presenta NPsAu recubiertas con una capa superficial
organica, estas corresponden al contraste mas claro en las micrografias, que de
acuerdo a los analisis RAMAN corresponderia al PEG, el cual se midié6 dando un
valor en promedio de 4 nm, en las micrografias se aprecian NPsAu con morfologia
icosaédrica, que oscilan entre los tamafios de 20-25 nm aproximadamente, las mas

pequefas y las de mayor tamafio poseen tamafnos entre los 45-48 nm.

De la Figura 15 c)-d) se muestran las NPsAu con el PEG y ASOs en la cubierta de
las NPsAu, de acuerdo con los RAMAN presentados anteriormente, en las
micrografias ¢) y d) no solo se observan NPsAu icosaédricas, también se pueden
observar algunas nanovarillas, nanotridngulos e icosaedros con tamafios entre los
80-134 nm. Estas NPsAu contienen una capa superficial organica entre los 6-10 nm

correspondientes a los ASOs y PEG adheridos
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Figura 16. Muestra el proceso para conocer el tipo de estructura cristalina de las NPsAu, mediante
la adquisicion de imagenes por HRTEM y el analisis de los patrones de difraccion.

En la Figura 16 se observan las imagenes que se obtuvieron por HRTEM de
diferentes zonas de las NPsAu, que nos indica que nuestros nanomateriales poseen
una estructura cristalina cubica de cara centrada (FCC), y que los atomos de Au
estan de colocados de manera ordenada cada 0.138 nm, lo que nos indica que el

método de sintesis por sonoquimica favorecio en el crecimiento homogéneo de las
NPsAu.

55



7.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Con esta técnica no sélo obtuvimos la morfologia, sino que también la composicién

quimica de la superficie de las NPsAu, como se muestra a continuacion, en la Figura
17:

NPsAu s/oligos
100nm SE MAG: 100000 x HV: -1.0 kV WD: -1.0 mm Px: 3 nm

3

V 3.2mm x6.00k SE (UL)

Figura 17. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido SEM, montadas en
laminas de cobre sobre cilindros de aluminio, en donde la imagen a) muestra las NPsAu
sin ASOs en modo STEM-SEM de mayor resolucion y bajo las caracteristicas de 30 kV, 8.0
mm, x300 k y una escala de 100 nm, para tomar la imagen, mientras que la b) fue tomada
mediante la espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS) y con las
condiciones MAG:100000 x, HV: -1.0 kV, WD: -1.0 mm y Px: 3 nm, a escala de 300 nm,
igual para NPsAu sin ASOs, unicamente con una capa de PEG en la cubierta. La imagen
c) también fue tomada por STEM, bajo las caracteristicas de 1 kV, 3.2 mm x, 6k, pero a
una escala de 5 um, finalmente la imagen d) tomada por EDS y a una escala de 300 nm,
ambas imagenes c) y d) para NPsAu con ASOs.
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Tabla 1. Porcentajes en masa de los elementos detectados mediante espectroscopia de dispersion
de energia de rayos X (EDS) de las NPsAu sin ASOs, cubiertas con PEG

NPsAu sin ASOs

C 61.26
0 9.08
Au 29.66

Tabla 2. Porcentajes en masa de los elementos detectados mediante espectroscopia de dispersion
de energia de rayos X (EDS) en las NPsAu recubiertas con ASOs modificados con fosforotioato y
PEG-Bisaminado.

NPsAu con ASOs

C 29.23
O 5.47
Au 63.21
N 1.18
S 0.89




En la Figura 17 a) se puede observar el STEM-SEM (combinacion de TEM y SEM)
de las NPsAu recubiertas por una capa, estas NPsAu tienen una forma icosaédrica
y de acuerdo con la técnica por RAMAN (Figura 14) la cubierta que se observa
alrededor de las NPsAu son correspondientes al PEG-4000. Esta informacion se
corroboré con el mapeo de elementos quimicos tomados de una determinada region
de la muestra (Figura 17 b), los elementos quimicos que se encontraron fueron
(tabla 1) carbono (C), oxigeno (O) y oro (Au) correspondientes a los porcentajes en

peso al 61.26, 9.08% y 29.66% respectivamente.

Por otro lado, en la Figura 17 c) se puede observar el HRSEM (microscopia de
mayor resolucion) de las NPsAu con una capa mas densa (Figura 17 d); los
resultados por RAMAN (Figura 14) indicaron que corresponden a los ASOs,
recubiertos por una capa de PEG. De acuerdo con lo obtenido del mapeo (Tabla 2)
de elementos quimicos de la Figura 17 d), se observé C en un 29.23%, O en un
10.66% y N en un 1.18%, estos elementos corresponden al PEG-3000 bisaminado,
mientras que el N no solo corresponde al PEG-3000 bisaminado, sino que también
a la modificacién quimica de los ASOs (fosforotioato), una modificacion quimica en
el grupo fosfato de los ASOs con un azufre (S), también se encontré sobre las
NPsAu en un 0.89%, y finalmente el porcentaje que se encontré de Au fue de
63.21%. A pesar de ser una técnica con aplicacion de alta energia si se pudo
capturar las imagenes y otra informacion como el mapeo de elementos quimicos
(EDS), que nos confirmé la existencia de los acidos nucleicos y del PEG alrededor
de las NPsAu.
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7.5 Disefo de los ASOs antisentido (ASOSs)
De acuerdo a los resultados Sfold y después de tomar los filtros a consideracion

arrojo los siguientes resultados para los codones 273 y 309:

oo 1 1 tered output for design of antisense oligoswrmrwmmmmmmmmmsnmns

Column 1: target position (starting - ending)
Column 2: target sequence (S5p --> 3p)

Column 3: antisense oligo (5p --> 3p)

Column 4: GC content

Column 5: oligo binding energy (kcal/mol)

FILTER CRITERIA: ("<=": less than or equal to)

A) 40% <= GC % <= 60%;
B) Antisense oligo binding energy <= -8 kcal/mol;
C) No GGGG in the target sequence.

1- 20 CCCAACAACACCAGCUCCUC GAGGAGCTGGTGTTGTTGGG 6@.0% -26.5 «—— 309
1- 20 CGUGUUUGUGCCUGUCCUGG CCAGGACAGGCACAAACACG 60.0% -19.1 «—— 273

Figura 18. El archivo de salida generado por el programa Sfold incluye un analisis detallado de los
ASOs disefiados para los codones 309 y 273 de Tpb53. En el archivo, se presentan los datos, como:
cantidad de GC, energia de enlace y los ASOs sugeridos.

Como se puede observar los ASOs (Figura 18 y 19) tanto para los codones 309 y
273 cumplen con los las reglas empiricas del programa Sfold, para el disefio de los
ASOs, los cuales se usaron para el tratamiento junto con las NPsAu como prueba
en las células SW480.
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Figura 19. Los ASOs disefiados por Sfold dirigidos a los codones 273 y 309 del RNA mensajero
(RNAm) del gen Tp53 estan orientados en la direccion 5' a 3. Estos ASOs estan disefiados para
unirse de manera complementaria a las secuencias correspondientes de los codones especificos,
con el objetivo de bloquear la traduccion de Tp53 mutado.

7.6 Ensayo de viabilidad MTS

Para los ensayos de viabilidad celular MTS (Figura 20, 21y 22) se consideré agregar
controles negativos, como el de medio DMEM preparado con SBF al 2% sin células,
para retirar la posible interferencia entre el rojo fenol del medio DMEM. Ademas del
control de referencia de células viables sin ningun tratamiento mas que el medio
DEMEM preparado, que se consideré como el 100% y a partir de este se normalizé

las demas células con sus respectivos tratamientos.

A continuacion, se presenta los graficos de los tratamientos de NPsAu sobre la linea
celular SW480, mediante el ensayo de viabilidad celular MTS con IR a 37°C durante
3 minutos. En la Figura 21 y 22 a) se observo un menor efecto sobre la viabilidad
celular con las NPsAu sin ASOs, especialmente en la concentracion de 50 pg/ml
con un 77% de viabilidad celular y en algunas otras como en las concentraciones
como de 1000, 500, 250 y 5 pg/ml hubo una muerte celular aproximada del 20%,
mientras que la mas baja de 0.5 yg/ml fue la que mostré menor efecto en las células
con una viabilidad celular del 99%, por lo que no se considerd relevante para
provocar un dafio significativo en las células SW480, al igual que las demas
concentraciones de 5 a 1000 ug/m con sus DE que oscilaban en el mismo rango y
en general que no se observd un efecto dosis-respuesta importante en viabilidad

celular.
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En la Figura 20, se aprecian los controles de células con PEG (barra verde), PEG-
Bisaminado (PEG-BIS) (barra amarilla) y Quercetina con DMEM y SBF al 2% (barra
morada), en ninguno de los tres controles se observ que causaran un dafio severo
en la viabilidad celular. También entre los controles, como en los demas tratamientos
de células con NPsAu se observan las células sin tratamiento, slo DMEM y SBF al
2% (barra rosa), y de acuerdo a sus DE que oscilan de + 0.1573 a + 0.4972, nos
indicé que los componentes con los que las NPsAu fueron sintetizadas no causan
citotoxicidad severa sobre las células SW480, teniendo viabilidades incluso del

100% o mas.

Controles
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Figura 20. Viabilidad celular expresada en porcentaje + DE de los diferentes controles, tratadas con
polietilenglicol (PEG), polietilenglicol bisaminado (PEG-BIS), quercetina y un control de células
viables sin tratamiento. Cada tratamiento se realizé por triplicado y réplicas.

Por otro lado, las células tratadas con NPsAu recubiertas de ASOs dirigido al codén
273 (NPsAu con ASOs_C273) Figura 21 b), si se observé una tendencia mas
definida de dosis-respuesta, indicando que a mayor concentracion mayor muerte
celular. En la concentracion de 500 pg/ml se aprecio una disminucion celular del

87% aproximadamente, mientras que en las concentraciones mas bajas de 5y 0.5
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pg/ml, no se observé una disminucién en la viabilidad celular. Por otro lado, el valor
de I1Cso indico que se requiere de una concentracion de 134.7 yg/ml para reducir la
viabilidad celular al 50%. Comparado con el ICso de las NPsAu con ASOs_C309
(5627.922 pg/ml) que se discutira mas adelante, el ICso de las NPsAu con
ASOs_C273 es mas bajo, lo que sugirié que este tratamiento es mas toxico para las

células, pero con una menor concentracion para reducir la viabilidad en un 50%.

Ensayo de viabilidad celular con NPsAu-273
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Figura 21. Viabilidad de células SW480 tratadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas
de oro (NPsAu) sin a) y b) con ASOs dirigidos al codén 273 del gen Tp53, a 1000, 500, 250, 50, 5 y
0.5 ug/ml. Las células fueron incubadas a 37°C y expuestas a radiacion ionizante (IR) durante 24
horas. Cada tratamiento fue por triplicado y se expresan como porcentaje + DE.

En la siguiente Figura 22, se muestran los resultados de los tratamientos con
NPsAu, con las mismas caracteristicas que en las anteriores, pero con la excepcion
que las NPsAu recubiertas con ASOs fueron para el codon 309 del gen de Tpb3
(NPsAu con ASOs_C309) Figura 22 b).
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Los tratamientos de células con las NPsAu con ASOs_C309 Figura 22(b), mostré
una mayor muerte celular entre el 80 y 40%, con las concentraciones 1000 y 500
pg/ml, respectivamente, al igual que con las NPsAu con ASOs_C273, pero con la
diferencia que estas ultimas NPsAu con ASOs_C309 provocaron una menor muerte
celular con la misma cantidad de NPsAu recubiertas de ASOs_C309 que las
anteriores. El valor de ICso indicé que se necesita una concentracion de 527.922
pg/ml del tratamiento para reducir la viabilidad celular en un 50%; este valor se
considero alto, debido a que las NPsAu con ASOs_C309, no son lo suficientemente
efectivo para generar una muerte celular, porque como se puede ver en las
viabilidades requiere una concentracidon relativamente elevada para lograr una
inhibicién del 50% en las células, que son las concentraciones de 1000 y 500 ug/ml,
con DS de £0.0290 y + 0.1590, respectivamente, lo que coincide los resultados de
viabilidad baja, pero conforme las concentraciones van bajando a partir de 250 a 5
pg/ml, las variaciones de DS (+0.146, 0.074, y 0.179, sucesivamente) y las viabilidad

altas, mostro que pierde eficacia rapidamente conforme la concentracion disminuye.

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos decir que fueron mas efectivas
las NPsAu recubiertas con de ASOs dirigidos a inhibir el codén 273 que las que iban

dirigidas al codon 309 del gen de Tp53 en células de cancer de colon SW480.

Quedando como perspectiva expandir la curva de 1000 a 250 ug/ml, para obtener
mayor informacién sobre el efecto-dosis del uso de ASOs dirigidos al codén 309 del

gen de TpS3.
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Figura 22. Viabilidad de células SW480 tratadas con nanoparticulas de oro (NPsAu) a) sin y b) con
ASOs dirigidos al codén 309 del gen Tp53, a 1000, 500, 250, 50, 5 y 0.5 ug/ml. Las células fueron
incubadas a 37°C y expuestas a radiacion ionizante (IR) durante 24 horas. La viabilidad celular se
evalué mediante el ensayo MTS, cada tratamiento fue por triplicado. Cada tratamiento fue por
triplicado y se expresan como porcentaje + DE.

Un factor que puede estar influenciando de acuerdo al creador del programa sfold,
Ding et al., (2004), es que estructuras como el RNAm que no son moléculas lineales
y se encuentran en estructuras secundarias formando hélices, horquillas o bucles
por el mismo emparejamiento de sus bases entre si mismas, provoca que existan
menos zonas de accesibilidad para la unién del ASO, mientras que regiones donde
sus bases nitrogenadas estan desemparejadas o que adoptan formas de bucles,
son mas accesibles para los ASOs entrar en hibridacion con el RNAm de interés,

para cumplir su funcion terapéutica.

En este caso de acuerdo a los resultados obtenidos por MTS, la region donde se
encuentra el codon 273 del gen de Tp53 (dominio de union al DNA), es la que se

encuentra con mas acceso para unirse, que la zona del codén 309 del gen de Tp53
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(no se encuentra en ningun dominio importante o bien conservado de Tp53, sino
mas bien en la zona de “senal de localizacién nuclear”), en la linea celular SW480

de cancer de colon (Rochette et al., 2005).

También tiene influencia la sobreexpresion de esta mutacion en especifico del codon
273, ya que se encuentra con mayor frecuencia en este tipo de cancer y es capaz
de acelerar el progreso de este cancer (CCR) a etapas avanzadas. Hassin et al.,
(2022), analizaron mediante western bloot las diferentes mutaciones que
presentaba la linea celular SW480 y observaron una mayor sobreexpresion de la
proteina de Tp53 en este codon de 273 en comparacion de otros sitios con mutacion
que presenta Tp53. En el estudio menciona que las mutaciones en los codones 273
y 175 son relevantes en el CCR, ya que juntas representan mas del 20% de todos
los tumores de este tipo que poseen mutaciones en Tp&3, pero la mutacion de 273
es considerada por los autores con mayor potencial metastasico y con menor

supervivencia en los pacientes que los que tienen mutacion en el codén 175.

En el estudio realizado por Xie et al., (2011), se emplearon ASOs con modificacion
quimica de fosforotioato (PS) para inhibir el RNAm del gen de Tp53 en diversas
lineas celulares, como SNU-449 (hepatoma), SK-BR (adenocarcinoma de mama),
PLC/PFR/5 (hepatoma) y HepG2 (hepatoma). Para determinar la viabilidad celular,
se utilizd el ensayo colorimétrico MTS, en el cual se aplicaron concentraciones de
ASOs de 50, 100, 150 y 250 nM, incubando las células durante 48 horas. Se
emplearon diferentes concentraciones de ASOs dirigidos a diferentes mutaciones
de Tpb53; sin embargo, solo el ASO dirigido al codén 161 mostré un efecto
significativo en SNU-449, resultando en una disminucién de la viabilidad celular del
60 al 90%. En la linea celular SK-BR, el ASO eficaz en muerte celular fue el que se
dirigi6 al codén 175, con una viabilidad que oscilé entre el 70 y el 85%. Para la linea
PLC/PFR/5, el ASO que demostro efectividad sobre el crecimiento celular fue el que
se orientd al codon 249, logrando una viabilidad celular del 70 al 98%. En contraste,

ninguno de los ASOs probados inhibi6 el gen Tp53 en la linea celular HepG2. Los
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autores mencionan que para detener el crecimiento celular a través de la inhibicion

del gen de Tp53 depende de las mutantes presentes en cada linea celular.

En nuestro estudio, usamos la misma modificacion quimica de fosforotioato (PS)
para nuestros ASOs y las mismas condiciones de temperatura y humificacion, asi
como el mismo ensayo de viabilidad MTS, con la diferencia que por menos tiempo
de exposicion al tratamiento y con luz IR para la liberacién controlada de los ASOs
a través de las NPsAu, observamos un mayor impacto sobre la viabilidad celular
con bajas concentraciones de ASOs. Por ejemplo nuestra concentracion mas alta
de 1000 pg/ml de nanoparticulas de oro (NPsAu) con una concentracion de ASOs
de 100 pmol/ml, se observd una viabilidad celular del 14% sobre la linea celular
SW480, dirigido a la mutante del codon 273 de Tp53y esto se puede deber no solo
a lo que mencionan los autores de Xie et al., (2011), sino que también por el
encapsulamiento de estosASOs que los protege de enzimas degradativas, lo que
les permite llegar a su objetivo para cumplir sus funciones terapéuticas en las

células.

8. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que el método de sintesis por sonoquimica
resultd ser efectivo para la obtencion de NPsAu a partir de una reaccion REDOX,
logrando obtener NPsAu homogéneas en tamafio y forma. Ademas, el PEG utilizado
se confirmé como un encapsulador adecuado para los ASOs, de acuerdo a lo
observado por las técnicas de analisis RAMAN y SEM.

En el ensayo de viabilidad celular mediante MTS, se observo que las NPsAu sin
ASOs no presentan toxicidad significativa al aplicar radiacién IR. Sin embargo,
NPsAu cargadas de ASOs al coddn 273 de Tp53 mostraron una mayor toxicidad en
las células de la linea SW480, mientras que las NPsAu con ASOs dirigidos al codon
309 de Tpb53 también presentaron toxicidad, aunque en menor medida y con las

mismas concentraciones. Estos hallazgos destacan el potencial de las NPsAu
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funcionalizadas con ASOs especificos para afectar selectivamente la viabilidad

celular en tratamientos dirigidos.
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