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TITULO: Internalizacién y toxicidad de nanoparticulas de silice como vehiculo de CRISPR en lineas
tumorales de cancer de mama.

PALABRAS CLAVE
RESUMEN e Nanoparticulas de silice
e CRISPR

El cancer de mama es el tipo de cancer mas diagnosticado
en mujeres y supone su segunda causa de mortalidad. Los
tumores de mama triple negativo (TNBC) son aquellos que
carecen de expresion para los tres marcadores empleados
en diagndstico: los niveles de expresidon de los receptores endocrinos para estrégeno (ER) y progesterona
(PgR) y la amplificacién de HER2/Neu. Para este tipo tumoral no se dispone de tratamiento especifico, por
lo que las pacientes presentan una baja tasa de supervivencia. El tratamiento actual se basa en el uso de
agentes quimioterapéuticos convencionales. Sin embargo, la resistencia a los farmacos supone un grave
perjuicio en los pacientes con TNBC.

e (Cancer de mama
e Triple negativo

La evasidon de la apoptosis es una de las caracteristicas principales del cancer. Uno de los mecanismos que
permiten a la célula tumoral evadir la apoptosis es la alteracidn en la regulacion de la familia de proteinas
BCL-2. De hecho, algunos inhibidores de esta familia de proteinas se encuentran actualmente en ensayos
clinicos para su uso en cancer de mama. La molécula ABT-263, también conocida como navitoclax, es
capaz de inhibir la interaccidn entre proteinas proapoptdticas y antiapoptdticas pertenecientes a esta
familia, induciendo muerte celular. No obstante, ya se ha demostrado que las células sometidas a
tratamientos continuos con esta droga desarrollan resistencias ligadas a la sobreexpresion de la proteina
Mcl-1, un miembro de la familia antiapoptética con el que esta droga no interacciona. El sistema
CRISPR/Cas9 es una técnica de edicion génica basada en la rotura de la doble cadena de DNA, mediada
por la nucleasa Cas9. La hipdtesis de este trabajo sostiene que la edicidon génica de Mcl-1 permitira la
sensibilizacién de las células resistentes a navitoclax. Para la liberacion conjunta del sistema CRIPR/Cas9
y la droga navitoclax se utilizardn nanoparticulas de silice mesoporosas. Las propiedades de estas
nanoparticulas explican su gran capacidad de carga y la posibilidad de ser dirigidas a los tejidos con interés
terapéutico, evitando la liberacion prematura del cargo. Ademds, su gran estabilidad las hace
transportadores ideales para moléculas sensibles como el DNA.

Los principales objetivos de este trabajo son la evaluacidn de la biocompatibilidad y la internalizacién de
las nanoparticulas de silice, como vehiculo para el sistema CRISPR/Cas9, en lineas tumorales de cancer de
mama triple negativo.



SUMMARY KEYWORDS

Breast cancer is the most diagnosed type of cancer in women
and its second cause of mortality. Triple negative breast
cancers (TNBC) lack the expression of the three markers used
in diagnosis: the levels of expression of the endocrine
receptors for estrogen (ER) and progesterone (PgR) and the
amplification of HER2 / Neu. For this tumor type, no specific
treatment is available, therefore, patients present a low survival rate. Current treatment is based on
conventional chemotherapeutic agents. However, drug resistance is a serious detriment in TNBC patients.

e Silica nanoparticles
e CRISPR

e Breast cancer

e Triple negative

Evasion of apoptosis is one of the hallmarks of cancer. One of the mechanisms that allow the tumor cell
to evade apoptosis is the alteration in the regulation of the BCL-2 family of proteins. In fact, some
inhibitors for such family are at present in clinical trials for its use in breast cancer. The molecule ABT-263,
also known as navitoclax, can inhibit the interaction between the propapoptotic and antiapoptotic
proteins belonging to this family, inducing cell death. Nevertheless, it has been shown that cells under
frequent treatments with such drug develop resistances linked to the upregulation of Mcl-1 protein, one
of the antiapoptic members, unable to interact with the drug. CRISPR/Cas9 system is a genomic edition
technique based on DNA double-stranded breaks, mediated by Cas9 nuclease. The project hypothesis
supports that genomic edition of Mcl-1 protein will allow the sensitization of the navitoclax resistant cells.
For the combined release of both CRISPR/Cas9 system and navitoclax mesoporous silica nanoparticles
would be used. The properties of such nanoparticles explain their high loading capacity and the possibility
of being targeted to the tissues of therapeutic interest, while avoiding the premature cargo release.
Moreover, its high stability makes them an excellent carrier for soft molecules, such as DNA.

The main objectives of this project are the assessment of the biocompatibility and internalization of the
mesoporous silica nanoparticles, as CRISPR/Cas9 nanocarriers, in triple negative breast cancer.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 Cancer de mama

El cancer de mama es el tipo de cancer mds diagnosticado en mujeres y supone su segunda causa de
mortalidad (Chavez et al., 2011). Esta tasa de mortalidad se ha ido reduciendo en las ultimas décadas
debido a mejoras en el tratamiento, pero la tasa de morbilidad se mantiene alta. Por ejemplo, en 2012,
se reportaron mas de 1 millén de nuevos casos y 400.000 muertes asociadas a esta enfermedad (Liu et al.,
2017). También puede ocurrir en hombres, con una tasa de incidencia mucho menor (Makki, 2015).

El cancer de mama se clasifica a nivel clinico de acuerdo a los rasgos histolégicos y las caracteristicas
moleculares de cada tumor (Makki, 2015). El segundo criterio se fundamenta en la evaluacién de tres
marcadores: los niveles de expresidén de los receptores endocrinos para estrégeno (ER) y progesterona
(PgR) y la amplificacién de HER2/Neu (Chavez et al., 2011; Liu et al., 2017).

A partir de los resultados de estos marcadores, el cancer de mama se divide en cuatro subtipos: 1- luminal
A (ER+ o PgR+, HER2-), 2- luminal B (ER+ o PgR+, HER2+), 3- HER2 positivo, donde la proteina HER2 se
encuentra sobreexpresada y 4- basal o triple negativo (ER-, PgR- y HER2-), que no expresa ninguno de
estos marcadores (Liu et al., 2017).

La asignacidon a uno de estos subtipos conduce el tratamiento a terapias mas especificas que la
guimioterapia, considerada el tratamiento estandar, aprovechando que los mismos marcadores
moleculares actian como dianas terapéuticas (Bianchini et al., 2016). Este hecho permite que los subtipos
luminales Ay B puedan ser tratados con terapias endocrinas antiestrégenos, como el palbociclib, y que el
tratamiento del subtipo HER2 positivo se base en agentes inhibidores de HER2/Neu, como el anticuerpo
de raton humanizado trastuzumab. Siguiendo este razonamiento, la carencia de marcadores en el cancer
de mama triple negativo limita el tratamiento a la quimioterapia (Chavez et al., 2011; Makki, 2015;
Matutino, 2018). En concreto, la terapia actual supone tratar con un agente quimioterapéutico cada vez
(quimioterapia secuencial) o con varios al mismo tiempo (quimioterapia concurrente) (Panayotopoulou
et al., 2017).

Se ha determinado, con base en los estudios epidemioldgicos, que el cdncer de mama triple negativo
supone el 10-20% del total de casos de cancer de mama (Chavez et al., 2011; Panayotopoulou et al., 2017).
Este tipo se caracteriza por la gran capacidad de division celular y diseminacién del tumor y una evolucién
desfavorable (Panayotopoulou et al.,, 2017). En este sentido, se produce una paradoja: este tipo de
pacientes responde mejor a la quimioterapia, pero a la vez presenta mayor tasa de recurrencia que otros
subtipos. Incluso con un tratamiento dptimo, menos del 30% de mujeres con metastasis supera los 5 afios
tras el diagndstico y la tasa de supervivencia es muy baja (Bianchini et al., 2016).

Algunas de las causas que explican estos datos es la falta de dianas terapéuticas y la resistencia a farmacos
tras el tratamiento primario. Para la primera causa, existen investigaciones acerca de una posible terapia
anti-andrdogena y de posibles inhibidores de diversas proteinas (PARP, PI3K, MEK) y células madre
tumorales (Bianchini et al., 2016; Panayotopoulou et al., 2017). Como soluciones a la resistencia, se
plantea el uso de inhibidores de proteinas asociadas o las nanoparticulas como sistema de entrega de
(bio)moléculas (Jena et al., 2013; Tse et al., 2008).
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1.2 Elrol de la familia de proteinas BCL-2 en la apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada fundamental para eliminar de células
innecesarias o potencialmente peligrosas. La evasion de este proceso, considerada una de las
caracteristicas del cdncer, es esencial para el desarrollo y expansién de los tumores y es la base de la
resistencia a los tratamientos contra el cancer (Kotschy et al., 2016; Tse et al., 2008).

Uno de los mecanismos que permiten a la célula tumoral evadir la apoptosis es la alteracién en la
regulacion de la familia de proteinas BCL-2 (Tse et al., 2008).

1.2.1 Lafamilia de proteinas BCL-2

La apoptosis mitocondrial es uno de los procesos mas comunes de muerte celular programada a lo largo
del ciclo vital de los mamiferos (Zheng et al., 2018). Este proceso esta regulado por la familia de proteinas
BCL-2, las cuales constituyen una red compleja de interacciones que determina la integridad de la
membrana mitocondrial externa (Chipuk et al., 2010).

La via de apoptosis mitocondrial se inicia con la permeabilizacidn de la membrana mitocondrial externa
permitiendo la difusién de proteinas solubles, como el citocromo c, desde el espacio intermembrana al
citosol. El citocromo ¢ se une al Apaf-1 (factor activador de la proteasa apoptdtica 1), permitiendo su
oligomerizacién y la formacién del apoptosoma. Este complejo multiproteico sirve de plataforma para la
activacion de la caspasa-9, que a su vez activa las caspasas efectoras 3 y 7 (Figura 1A) (Chipuk et al., 2010).

La familia BCL-2 agrupa a un conjunto de proteinas que, de acuerdo con su rol en la apoptosis, se clasifican
en antiapoptdticas y proapoptodticas. Por un lado, las proteinas antiapoptdticas promueven la integridad
de la membrana mitocondrial externa, inhibiendo directamente las proapoptdticas. Se caracterizan por la
presencia en su estructura de cuatro dominios BH (Bcl-2 homology) y se localizan en el citosol, en la
membrana mitocondrial y en la membrana del reticulo endoplasmatico. Las principales proteinas de este
grupo son Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Al (Bcl-2- related protein A1), Bcl-X. (B-cell lymphoma-extra large),
Bcl-w (Bcl-2-like protein 2) y Mcl-1 (Myeloid cell leukemia 1) (Figura 1B) (Chipuk et al., 2010).

Por otro lado, las interacciones entre los miembros proapoptoéticos, divididos en proteinas efectoras y
BH3-only, determinan la permeabilizacidon de la membrana y la apoptosis.

Dentro de las efectoras, se encuentran las proteinas BAK (Bcl-2 antagonist killer 1) y BAX (Bcl-2 associated
X protein), en cuya estructura se encuentra un dominio BH4 conservado. Ambas son responsables de la
formacidn de poros en la membrana, mediante su homooligomerizacién, causando su permeabilizacion.
La proteina BOK (Bcl-2-related ovarian killer) también se clasifica como efectora, por su aparente relacién
con BAXy BAK, aunque parece actuar por un mecanismo distinto del que se tiene escasa evidencia (Figura
1B) (Chipuk et al., 2010).

Las proteinas BH3-only se clasifican en sensibilizadoras, cuando interactian sdélo con las antiapoptdticas,
o en activadoras, si también se unen a las efectoras anteriormente mencionadas. Como ejemplos de
activadoras, se encuentran BAD (Bcl-2 antagonist of cell death), BID (Bcl-2 interacting domain death
agonist) y BIM (Bcl-2 interacting mediator of cell death), capaces de inducir la permeabilizacion de la
membrana (Chipuk et al., 2010).

La regulacidon de las interacciones entre ambos tipos determina la supervivencia o la muerte de la célula
(Chipuk et al., 2010). En una célula tumoral, se altera el equilibrio entre los miembros de la familia:
mientras la expresidn de los proapoptéticos se inhibe o disminuye, las proteinas antiapoptéticas se

2
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sobreexpresan (Zheng et al., 2018). Puesto que las células tumorales se vuelven “adictas” a esta
sobreexpresion para sobrevivir, se deduce que la inhibicidon de ésta podria inducir apoptosis (Del Gaizo
Moore & Letai, 2013). La aplicacidn de este conocimiento ha permitido sintetizar diversos inhibidores de
algunos miembros antiapoptdticos, como la molécula ABT-263 o navitoclax (Chipuk et al., 2010).
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Figura 1.Via de apoptosis mitocondrial regulada por la familia de proteinas BCL2 (A) y dominios de los miembros estudiados
en este trabajo (B). Se puede observar que todos los miembros estudiados conservan el dominio BH3 (rojo), BH1 (morado) y TM
(gris). Modificados a partir de ‘The BCL-2 family of proteins and mitochondrial outer membrane permeabilisation’ (Birkinshaw, y
Czabotar, 2017) (A) y ‘BCL-2 family members and the mitochondria in apoptosis’ (Gross et al., 1999).
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1.2.2 Navitoclax: mecanismo de accidn y resistencia al farmaco

La molécula ABT-263, o navitoclax, es un mimético de las proteinas BH3-only que inhibe selectivamente
las proteinas Bcl-Xi, Bcl-2 y Bel-w (Figura 2). El navitoclax actua evitando el secuestro y la neutralizacién
de las proteinas proapoptdticas por parte de las anteriores, desplazando el equilibrio hacia la muerte
celular programada (Campbell et al., 2018; Inoue-Yamauchi et al., 2017; Tse et al., 2008).

Figura 2. Estructura de la molécula navitoclax. Extraido de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Navitoclax.

Uno de los inconvenientes del navitoclax es su falta de interaccion con la proteina Mcl-1, esencial para el
crecimiento y la supervivencia de diversos tumores, entre los que se encuentra el cdncer de mama triple
negativo (Campbell et al., 2018; Kotschy et al., 2016). De hecho, los niveles de esta proteina sirven de
indicador para estimar la evolucidn clinica del tumor. Un estudio reciente ha sugerido que la
sobreexpresion de Mcl-1 podria ser innata, pero no puede descartarse que aparezcan como respuesta a
un primer tratamiento con navitoclax (Campbell et al., 2018). En relaciéon con esto, los andlisis de
expresion genética han demostrado que el grado de resistencia es proporcional a los niveles de expresion
de Mcl-1 (Tse et al., 2008; Williams et al., 2018).

En este contexto, las terapias que bloqueen la actividad de Mcl-1 o reduzcan su expresién podrian
combinarse con el tratamiento de navitoclax para inducir apoptosis y evitar la resistencia ocasionada por
Mcl-1. Para bloquear su funcidn se ha desarrollado el inhibidor selectivo S63845 (Inoue-Yamauchi et al.,
2017; Kotschy et al.,, 2016). Nuestra propuesta para reducir su expresidon consiste en el empleo de
nanoparticulas transportadoras del sistema CRISPR/Cas9 con el fin de evitar la expresion de la proteina
Mcl-1y sensibilizar a las células tumorales a navitoclax.

1.2.3 Inhibidor de Mcl-1: S63845

La molécula S63845 es un mimético de las proteinas BH3 only, que inhibe selectivamente la proteina Mcl-
1, bloqueando su union con los miembros proapoptéticos BAX y BAK (Figura 3) (Kotschy et al., 2016).
Ensayos realizados en ratones demuestran que el tratamiento con el inhibidor S63845 no afecta a la
viabilidad de los tejidos normales en las mismas dosis que son letales para las células tumorales (Kotschy
et al.,, 2016). Aunque hasta la fecha no se ha realizado ningin ensayo clinico, se espera que se desarrollen
en los préximos afios.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Navitoclax
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Figura 3. Estructura del inhibidor $63845 (A) e interaccién de la molécula con la proteina Mcl-1 (B). Este mimético bloquea la
union de Mcl-1 con los miembros proapoptdticos BAX y BAK, ocupando el surco de union del dominio BH3. Imdgenes extraidas de
https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.qov/compound/122197581 (A) y http://www.rcsb.org/3d-view/5LOF CRISPR/Cas9.

1.2.4 Elsistema CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR/Cas9 (clustered regulary interspaced short palindromic repeat) pertenece a los
mecanismos de inmunidad adaptativa de las bacterias y consiste en el empleo de nucleasas guiadas por
RNA para escindir elementos genéticos exdgenos (Ran et al., 2013).

CRISPR/Cas esta formado por dos componentes: el locus CRISPR y los genes asociados a CRISPR (Cas) (Ran
et al., 2013). El Jocus CRISPR son secuencias agrupadas y variables de DNA repetitivo que se encuentran
separadas por secuencias no repetitivas, denominadas espaciadores. Estas secuencias no repetitivas son,
en su origen, material genético procedente de bacteriéfagos u otros elementos genéticos madviles. Cada
uno de estos espaciadores se encuentra asociado a un motivo adyacente (PAM), critico para su
funcionamiento (Adli, 2018; Ran et al., 2013) (Figura 5, aplicada al sistema CRISPR/Cas9). El mecanismo
de inmunidad involucra tres fases: adaptacién, expresion e interferencia. En la primera, tras la invasién
del DNA exdgeno, el sistema de adaptacidn selecciona los protoespaciadores y los incluye en el locus
CRISPR, donde pasan a llamarse espaciadores. En la fase de expresion, el locus se transcribe como RNA
CRISPR inmaduro (pre-crRNA), que posteriormente se procesa a crRNA maduro. Cada una de estas
unidades contiene una secuencia guia de 20 nt, que guia la nucleasa a la secuencia objetivo mediante
complementariedad de bases, y una repeticion directa incompleta. Por ultimo, en la fase de interferencia,
la nucleasa identifica y corta la secuencia complementaria al espaciador. De este modo, los
microorganismos pueden protegerse de la presencia de elementos genéticos exdgenos (Figura 4) (Khan
et al., 2018; Ran et al., 2013; Vivo Llorca, Gema, 2017).
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Figura 4.Mecanismo del CRISPR/Cas9. En la fase de adaptacion, el sistema selecciona los protoespaciadores y los incluye en el
array CRISPR, como espaciadores, tras la infeccion. Posteriormente, en la fase de expresion, se transcribe como RNA CRISPR
inmaduro (pre-cRNA), que se procesa como cRNA maduro. Por ultimo, en la fase de interferencia, la nucleasa identifica y escinde
la secuencia complementaria al espaciador. Extraido de ‘Cas9 as a versatile tool for engineering biology’ (Mali et al., 2013).

De acuerdo con la estructura de los genes Cas, se han clasificado los distintos sistemas CRISPR
descubiertos hasta la fecha. De este modo, se distingue entre la clase 1, que contiene los subtipos | y lll,
comunes en arquea, y la clase 2, que incluye los subtipos Il, IV, V'y VI (Adli, 2018). El mas conocido y usado
en ingenieria genética es el tipo I, conocido como sistema CRISPR/Cas9 (Ran et al., 2013).
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1.2.5 CRISPR/Cas9 como técnica de edicidon gendmica

locus Cas9 (2) repeticiones (3)
tracrRNA (1) Cas9 Casl Csn2 \
Cas2

(proto)espa.ciadores (4)

Figura 5.Estructura del sistema CRISPR/Cas9. Este sistema se encuentra definido por los siguientes componentes: el crRNA
trans-activador auxiliar (tracrRNA) (1), el locus de la nucleasa Cas9 (2) y el array CRISPR. El array se encuentra conformado
por secuencias de DNA repetitivo (3) interespaciados por secuencias no repetitivas, los espaciadores (4), que proceden de
material genético exdgeno. Modificado a partir de ‘Cas9 as a versatile tool for engineering biology’ (Mali et al., 2013).

El sistema CRISPR/Cas9 tipo Il, derivado de Streptococcus pyrogenes, se compone de la nucleasa Cas9, el
precursor de crRNA (pre-crRNA), que contiene los espaciadores interespaciados por repeticiones
idénticas, y un crRNA trans-activador auxiliar (tracrRNA), necesario para procesar el crRNA en pequefios
fragmentos de crRNA (Figura 3) maduros interferentes (Figura 5) (Cong et al., 2013).

Las secuencias crRNA y tracrRNA son necesarias para la formacidn del complejo CRISPR/Cas9. Una vez el
sistema llega a su secuencia objetivo, la nucleasa Cas9 dirigida por el RNA guia provoca la rotura en la
doble cadena, lo que lleva al elemento genético invasor hasta la muerte. La nucleasa Cas9 lleva a cabo un
corte especifico mediante los dominios cataliticos conservados HNH y RuvC (Figura 6) (Adli, 2018; Ran
et al., 2013).
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Figura 6. Estructura de la proteina Cas9. Esta proteina es la encargada de producir la rotura de doble cadena realizando un corte
especifico mediante los dominios catalicos conservados HNH y RuvC, destacados con un recuadro verde. Modificado a partir de
‘Crystal Structure of Cas9 in Complex with Guide RNA and Target DNA’ (Nishimasu et al., 2014).

En las aplicaciones de ingenieria genética el sistema CRISPR/Cas9 también puede ser guiado mediante una
Unica secuencia, el hibrido crRNA:tracrRNA, conocido como RNA guia (sgRNA), complementario a la
secuencia a editar. La modificacién del sgRNA permite redireccionar el complejo Cas9 a cualquier sitio de
interés (Ran et al., 2013). El Unico requisito del sistema es tener una secuencia PAM 5’-NGG (Adli, 2018).

Ademas, existen distintas versiones de la endonucleasa Cas9 con sus dominios cataliticos mutados que
amplian las aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9. Estos dominios pueden ser modificados para producir
nicasas: nucleasas con uno de los dominios inactivos, o dCas9: ambos dominios inactivados (Ran et al.,
2013). Asi se consiguen endonucleasas mas especificas, en el caso de las nicasas, e incluso proteinas Cas9
capaces de actuar como factores de transcripcion o factores modificadores de la epigenética (Perez-Pinera
et al., 2013; Ran et al., 2013).

La utilizacidn del sistema CRISPR/Cas9 como herramienta en aplicaciones de ingenieria genética en células
eucariotas puede dar lugar a dos posibles tipos de reparacidon del DNA, dependiendo de la presencia o
ausencia del molde de reparacion. En su presencia, se produce la reparacidn homoéloga de alta fidelidad,
gue permite, entre otras aplicaciones, introducir una mutacidn deseada en un gen diana o insertar un gen
exdgeno; en caso contrario, se produce la reparacién no homéloga, mucho menos precisa, que produce
alteraciones en forma de inserciones y deleciones (mutaciones InDel), siendo adecuada para la produccion
de mutaciones knock-out (Ran et al., 2013).

En comparacion con otros sistemas basados en nucleasas, como los ZFN (zinc finger nucleases) o TALEN
(transcription activator-like effector nucleases), el sistema CRISPR presenta tres potenciales beneficios. En
primer lugar, CRISPR/Cas9 es mas sencillo de personalizar puesto que no requiere mas que la modificacién
de una secuencia de sgRNA. Como contraste, los TALEN requieren de la construccién de dos nuevos genes
y los ZFN poseen un disefio complejo. En segundo lugar, el corte es mucho mds especifico que en otros
sistemas, siempre entre las bases 17 y 18 de la secuencia objetivo, a 3 pares de bases del PAM. En este
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sentido, el uso de nicasas o dCas9 permite incrementar ain mas la especificidad, evitando mutaciones en
regiones fuera de la diana que se desea editar (off-target). En tercer lugar, es el Unico sistema basado en
nucleasas conocido que puede ser multiplexado, esto es, es posible dirigirse a diversos loci
simultdaneamente, usando una libreria de sgRNA (Ran et al., 2013).

Los beneficios antes comentados, unidos a la alta eficiencia del sistema, son clave en el éxito del
CRISPR/Cas9. Su descubrimiento ha dado paso a una multitud de potenciales aplicaciones en el campo de
la biotecnologia y de la medicina (Chen & Zhang, 2018).

Algunas de estas aplicaciones son el modelado y la terapia del cancer, desérdenes genéticos como la
distrofia muscular o la betatalasemia, enfermedades virales como el virus del papiloma humana (HPV) o
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), desérdenes neurolégicos como la enfermedad de Huntington
o la esquizofrenia, alergias y enfermedades inmunoldgicas o antimicrobianos. También se puede emplear
para producir una deriva genética como medida indirecta para, por ejemplo, reducir la incidencia de la
malaria (Khan et al., 2018).

1.2.6 CRISPR/Cas9 como herramienta contra el cancer

Anteriormente se ha comentado que la resistencia a farmacos es una de las causas que explican las altas
tasas de recurrencia y mortalidad del cancer de mama triple negativo. Actualmente, para minimizar este
problema suelen combinarse diversos fdrmacos, a pesar de que el efecto sinérgico sea dificil de predecir.
Esto hace necesaria la busqueda de alternativas y mejoras en la terapia contra el cancer. Diversas
investigaciones centran sus esfuerzos en mejorar la especificidad de los agentes quimioterapicos o en
bloquear los factores responsables de la resistencia, de modo que el farmaco pueda ser reutilizado sin
complicaciones (Chen & Zhang, 2018).Una posible estrategia consiste en la manipulacion genética de
oncogenes, responsables de proliferacién y la estimulacidon de la sefializacién, bien actuando sobre las
formas mutadas mas activas del oncogén, bien interfiriendo en las rutas de sefializacién (Chen & Zhang,
2018).

Por otro lado, se pueden sensibilizar las células tumorales frente a quimioterapia afectando a procesos
celulares involucrados en el proceso de resistencia mediante la edicidn de los genes relacionados con la
misma (Chen & Zhang, 2018). El problema de la entrega especifica del sistema CRISPR/Cas9 a la célula
diana.

Debido al gran tamafio de la proteina Cas9, cuyo peso molecular aparente es 162 kDa, es técnicamente
complicado que el sistema se internalice de forma especifica y eficiente en los entes bioldgicos de interés.
El uso de vectores virales, unos de los vehiculos mas ampliamente empleados por su baja
inmunogenicidad, pone de relieve tal complejidad (Adli, 2018). A esto hay que afadir el riesgo de
bioseguridad o la dificultad de transfeccidn de ciertos tejidos y células (Chen & Zhang, 2018).

Posibles soluciones son el uso de vectores no virales, como la electroporacién, la inyeccion, las
nanoparticulas o la combinacién de varios de estos métodos (Chen & Zhang, 2018). En la siguiente seccién
se explicara la adecuacién de las nanoparticulas de silice mesoporosas, que se enmarca en estos vectores
no virales, como vehiculo del sistema CRISPR/Cas9.
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1.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo interdisciplinar que incluye la investigacidn y el desarrollo tecnolégico a
escala atdmica, molecular y macromolecular. Su objetivo es comprender, crear y aplicar estructuras cuyo
rango de tamafo se encuentra entre 1 a 100 nm (Boulaiz et al., 2011; McNeil, 2005).

A esta escala, las fuerzas fisicoquimicas que actian sobre las particulas son distintas que las que se aplican
a macroescala. En este rango de tamanfios, los materiales adquieren nuevas propiedades y se comportan
de otro modo a causa del considerable incremento en la relacidon superficie-volumen (Stander &
Theodore, 2011)

La nanotecnologia puede ser empleada en diferentes sectores de la ciencia, entre ellos, los sistemas de
almacenamiento electrdnicos, la biotecnologia o la medicina. Este Ultimo caso, da lugar al campo de la
nanomedicina, la cual es considerada una version mas precisa de la medicina molecular. La
nanotecnologia se aplica en diversas areas de la medicina como el screening, diagndstico y tratamientos
de enfermedades (Boulaiz et al., 2011).

Dentro de la nanomedicina, una de las areas mds importantes e investigadas es la sintesis de
nanovehiculos capaces de transportar moléculas con un propdsito terapéutico (Boulaiz et al., 2011). Este
esfuerzo ha cristalizado en la obtencidon de un rango amplio de nanoparticulas, orgdnicas e inorganicas
con este fin (Anna Watermann & Juergen Brieger, 2017). Con respecto al grupo de nanoparticulas
organicas, un subconjunto representativo incluye los liposomas, las micelas, los dendrimeros y las
nanoparticulas basadas en acido poli(lactico-co-glicdlico) o PLGA (Anna Watermann & Juergen Brieger,
2017).

En relacién con las nanoparticulas inorganicas, algunos ejemplos son las nanoparticulas de oro, los
nanotubos de carbono, las particulas de 6xido de hierro, los quantum dots o las nanoparticulas de silice
mesoporosas (NPSMs) (Anna Watermann & Juergen Brieger, 2017). En este trabajo, las NPSMs han sido
seleccionadas como nanovehiculos para el transporte del sistema CRISPR/Cas9.

1.3.1 Nanoparticulas mesoporosas de silice y sus propiedades

Las nanoparticulas mesoporosas de silice (NPSMs) son estructuras hexagonales o cubicas formadas por
materiales con poros muy pequefios y uniformes, similar a un tamiz, entre 2 y 10 nm (Figura 7) (Mehmood
et al., 2017).

Figura 7. Imagen de microscopia electrénica de una nanoparticula mesoporosa de silice MCM-41. Extraido del trabajo de fin de
mdster ‘Puesta a punto de un sistema de nanoparticulas de silice mesoporosa para ediciéon génica basado en la tecnologia
CRISPR/Cas9’ de Gema Vivo Llorca (2017).
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Las propiedades de estas nanoparticulas explican su adecuacién como sistema de entrega de farmacos,
diagndstico y biosensores. Las propiedades mas relevantes de las nanoparticulas son el orden interno de
sus mesoporos, que presentan una relacién area-volumen alta, su tamano y forma, su maleabilidad y
robustez y la facil modificacion de sus superficies (interna y externa). Ademads, son bien tolerados in vivo
e in vitro, sin causar citotoxicidad, y poseen una buena hemocompatibilidad (Mehmood et al., 2017,
Vallet-Regi et al., 2017).

Una de las peculiaridades de las nanoparticulas es su tendencia a acumularse en los tumores a través de
un mecanismo conocido como permeacidn y retencion aumentada (efecto “EPR”). Esta tendencia se debe
a la peculiar vascularizacion de los tumores (REF). No obstante, debido a la heterogeneidad tumoral, es
necesario que estas particulas sean capaces de discriminar entre células tumorales y no tumorales, lo cual
puede conseguirse con biomoléculas, como proteinas o anticuerpos, que dirijan las nanoparticulas a las
células tumorales (Vallet-Regi et al., 2017).

1.3.2 Nanoparticulas con puerta molecular
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Figura 8. Esquema de la estructura y el funcionamiento de una nanoparticula de silice mesoporosa MCM-41 con puerta
molecular. Se representa un soporte inorgdnico cargado con una molécula de interés (fdrmaco, fluoréforos, materiales de
contraste, etc.) y funcionalizado con una molécula que ejerce como puerta molecular (anticuerpos, DNA, RNA, etc.). Un estimulo
externo predefinido (pH, temperatura, campo magnético, etc.) favorece la liberacion de la carga en el érgano, tejido o tipo celular
de interés a través de cambios conformacionales en la puerta molecular. Figura modificada a partir de ‘Mesoporous Silica
Nanoparticles for Drug Delivery: Current Insights’ (Vallet-Regi et al., 2017).

Para dirigir el fdrmaco al tejido enfermo, se funcionaliza la superficie externa de estas nanoparticulas con
moléculas capaces de interaccionar Unicamente con los receptores sobreexpresados en las células
tumorales, discriminando de este modo entre células sanas y enfermas (Vallet-Regi et al.,2017).

Para evitar la liberacion prematura de la carga es posible bloguear los poros de las nanoparticulas con
puertas moleculares, que bloqueen la salida del farmaco, hasta que reciba el estimulo correspondiente.
Estos estimulos pueden ser internos y externos. Los estimulos internos incluyen cambios en el pH,
reacciones redox, cambios de polaridad o presencia de ciertas moléculas, mientras que en los externos se
encuentran campos magnéticos, ultrasonidos, luz o temperatura (Figura 8) (Pascual et al., 2017; Vallet-
Regi et al., 2017).
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Los materiales empleados en la sintesis de las puertas moleculares pueden ser compuestos inorgdnicos:
particulas de oro u dxido de hierro; polimeros: por ejemplo el polietilenglicol (PEG) y macromoléculas:
péptidos y proteinas, anticuerpos, DNA o aptdmeros, oligonucledtidos sintéticos de DNA o RNA con alta
afinidad al objetivo (Anna Watermann & Juergen Brieger, 2017; Pascual et al., 2017; Vallet-Regi et al.,
2017).

1.3.3 Nanoparticulas en el campo de la biomedicina
Las nanoparticulas suponen una gran mejora respecto a la medicina convencional. A continuacion, se
enumeran algunos de sus beneficios:

En primer lugar, su reducido tamafio les permite una interaccién mas precisa con las células (Vallet-Regi
etal.,, 2017).

En segundo lugar, la liberacién controlada de farmacos encapsulados en las nanoparticulas permite evitar
niveles toxicos de farmaco libre en los fluidos bioldgicos. En este sentido, la formulacién encapsulada
permite mantener unos niveles éptimos de farmaco en la diana a tratar, aumentando asi la eficacia del
tratamiento y reduciendo los efectos adversos. Esto es especialmente importante a la hora de considerar
compuestos quimioterapéuticos contra el cancer (Vallet-Regi et al., 2017).

En tercer lugar, las nanoparticulas con puerta molecular consiguen que la entrega sea en el momento y
lugar adecuados, al depender de la presencia de un estimulo predefinido. De esta manera impiden la
liberacion prematura de la carga, protegiéndola del ambiente externo y permitiendo el transporte de
moléculas sensibles, como el RNAy las proteinas (Vallet-Regi et al., 2017). Esta razén explica que éste sea
el vehiculo para portar el CRISPR/Cas9 a las células resistentes a quimioterapia.

En cuarto lugar, su gran capacidad de carga posibilita el disefio de terapias combinadas si se incluyen dos
0 mas farmacos en la misma nanoparticula. También permite la observaciéon a tiempo real de un posible
tratamiento cuando uno de los compuestos trasportados por la nanoparticula es un agente de contraste
(Vallet-Regi et al., 2017).

12



Objetivos

2 OBIJETIVOS

Resultados anteriores del grupo de investigacion han demostrado que las nanoparticulas de silice
mesoporosas (NPSMs) funcionalizadas con PEl y revestidas con el sistema CRISPR/Cas9 son capaces de
actuar como sistemas eficientes de transfeccién para ediciéon génica de la proteina fluorescente verde
(GFP) en lineas celulares humanas.

Asimismo, resultados previos han demostrado que el co-tratamiento con navitoclax y el inhibidor S63845
consiguen revertir la resistencia al primero de los farmacos en lineas celulares de cdncer de mama triple
negativo.

Basandose en estos resultados, se ha planteado emplear este tipo de particulas para la edicién de genes
de resistencia a navitoclax en cancer de mama triple negativo, dirigiendo el sistema CRISPR/Cas9 al gen
codificante de la proteina Mcl-1. En este trabajo se abordan los primeros objetivos de esta investigacion,
los cuales se detallan a continuacion:

Objetivo 1: Caracterizacidn de la expresion de las proteinas de la familia BCL-2 en las lineas celulares
humana de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 sensible (MDA-MB-231-S) y resistente
(MDA-MB-231-R) a navitoclax.

Objetivo 2: Evaluacién de la toxicidad de las NPSMs funcionalizadas con PEl y el plasmido
CRISPR/Cas9 (NPSMs-PEI-CRISPR/Cas9) en MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R.

Obijetivo 3: Caracterizacion de la internalizacion de NPSMs-RhB-PEI-CRISPR/Cas9 en MDA-MB-231-S
y MDA-MB-231-R.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Nanoparticulas de CRISPR
En este trabajo se han utilizado las nanoparticulas que se resumen en la tabla siguiente (Tabla 1):

Tabla 1.Nanoparticulas utilizadas en el trabajo. (EN la tabla falta una columna de nombre)

Nomenclatura Tipo de nanoparticula Cargo Puerta molecular

NP-CRISPR MCM-41 Vacia PEI-CRISPR
NP-RhB-CRISPR MCM-41 Rodamina PEI-CRISPR

3.2 Caracterizacion de la expresion de las proteinas anti-apoptéticas de la familia BCL-2

El extracto de proteinas de las lineas celulares MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R se realiz6 empleando
tampon de lisis compuesto por Tris-EDTA (1 mM a pH 8.0), EGTA, SDS e inhibidores de proteasas (PMSF,
leupeptina y pepstatina) a 1 pug/ml (Sigma Biochemicals). Los lisados de proteina se centrifugaron 10
minutos a 14000 rpm y los sobrenadantes se mantuvieron congelados a -20°C.

La concentracion de las proteinas se cuantific6 mediante el método BCA (siglas) utilizando el kit Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) y un espectrofotémetro para medir la absorbancia a 562
nm (Wallac 1420 Victor2 Microplate Reader de Perkin Elmer).

Los extractos de proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 12% a 130V durante 1,30 horas y
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a 400 mA, a 4°C durante y 3 horas, usando el Trans-Blot
Turbo Transfer System de BioRad. Tras la transferencia, cada membrana fue tefiida con Rojo Ponceau para
observar las proteinas y lavada 3 veces con buffer de TBS-T (121 g de Tris base y 90 g de NaCl, pH 7.5, al
que se le afiade Tween-20 al 0.1%) en agitacién durante 10 minutos.

A continuacion, se bloquearon las uniones inespecificas de membrana incubando con solucién de
blogueo, leche desnatada al 5% en solucidn salina tamponada con Tris-Tween 20 al 0.01% (TBS-T), en
agitacion a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Seguidamente, las membranas se hibridaron con los anticuerpos primarios diluidos en leche al 5% a 4°C
en agitacidon durante toda la noche. Los anticuerpos primarios, todos de conejo y en diluciéon 1:1000,
fueron anti-Bcl-2 (#2872), anti-Bcl-X. (#2762), anti-Mcl1 (#4572), anti-BAK (#3814), anti-BAX (#2722) (Cell
Signaling) y anti-BOK (ab186745) (Abcam). A continuacién, las membranas se lavaron con TBS-T durante
10 minutos en agitacién. Se incubaron con el anticuerpo secundario, anti-conejo (A4914) a una dilucidn
1:3000 (Sigma) a temperatura ambiente durante 1 hora.

Por ultimo, las membranas se volvieron a lavar con TBS-T y se revelaron empleando los agentes
guimioluminiscentes ECL (Thermo Fisher) y el detector Amersham Imager 600 de GE Healthcare. Esta
caracterizacion fue llevada a cabo por triplicado.

La cuantificacidn de los niveles de proteina se realizd con el software de analisis de imagen Imagel. Se
calculé la relacidon entre la intensidad de la banda de la muestra y la tubulina. A partir de estos valores, se
normalizé respecto al nivel de proteina de la linea MDA-MB-231-S, en el que se establece que la expresidon
es igual a 1. Estos ensayos se realizaron por triplicado.
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3.3 Evaluacién de la toxicidad de las NPSMs funcionalizadas con PEI y conjugadas con el
plasmido CRISPR/Cas9

3.3.1 Cultivo celular: condiciones de cultivo y mantenimiento
La linea celular MDA-MB-231 resistente (MDA-MB-231-R) a navitoclax se obtuvo en el laboratorio a partir
de MDA-MD-231 cultivadas y mantenidas con navitoclax a 2,5 uM.

Las células crecieron y se mantuvieron en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich), en incubacién a 372C y 5% de CO,, siendo tripsinizadas,
utilizando tripsina-EDTA 0.05% (1X) (Thermo Fisher), 2 veces por semanas. Se mantuvieron condiciones
estériles en una cabina de flujo laminar (Telstar Life Science Solutions) para su manipulacion.

3.3.2 Ensayo de viabilidad celular

Antes de proceder a los ensayos de internalizacion y edicién génica fue necesario optimizar la
concentraciéon a la que se iban a realizar los tratamientos con las nanoparticulas. Para ello, se evalué
viabilidad celular a las 48 y 72 horas post-tratamiento en las lineas celulares MDA-MB-231-S y MDA-MB-
231-R. Las lineas celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de siembra de 10.000
células/pocillo. Después de 24 horas en incubacion en DMEM con 10% de SFB, se aplicd un tratamiento
en Opti-MEM a concentraciones crecientes de nanoparticulas de CRISPR (NP-CRISPR) (10, 25, 50 y 100
pg/ul) y dos relaciones masicas de nanoparticula:plasmido (12,5:1 y 25:1). Como controles, se emplearon
células tratadas con el vehiculo. Una vez pasadas durante 4 horas, el medio fue reemplazado por DMEM
con SFB al 10% y las células se dejaron crecer durante 48 y 72 horas.

Transcurrido este tiempo, la viabilidad celular fue evaluada empleando el reactivo WST-1 de Roche o el
MTS de Promega. Ambos reactivos se basan en la transformacién del reactivo, mediante las enzimas
deshidrogenasas mitocondriales, a unos productos coloreados, conocidos como formazan, cuya
absorbancia se puede detectar por un espectrofotometro (Wallac 1420 Victor2 Microplate Reader de
Perkin Elmer). Por un lado, el reactivo WST-1 se convierte en un formazan rojo cuya absorbancia se mide
a 440 a 440 nm. Por otro lado, el MTS se transforma en un formazan morado, con ayuda del intermediario
PMS, siendo su absorbancia medida a 490-500 nm. Los valores de absorbancia son directamente
proporcionales al valor de viabilidad celular: a mayor coloracién, mayor viabilidad. Los resultados
obtenidos se normalizaron respecto al control (células no tratadas), en el que se considera que la
viabilidad celular es del 100%. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

3.3.3 Analisis estadistico

A partir de los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos, se calculé la media y desviacién estandar
de cada tratamiento y los controles. Las diferencias entre el control y los tratamientos se compararon
mediante métodos no paramétricos, realizando un analisis ANOVA de un factor (one-way ANOVA) y el
test de Tukey. Todos los analisis estadisticos y las representaciones graficas se realizaron empleando el
software GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA). * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 indican
diferencias estadisticamente significativas.

15



Materiales y métodos

3.4 Caracterizacion de la internalizacién de las nanoparticulas con PEl y conjugadas con el
plasmido CRISPR-Cas9

3.4.1 Citometria de flujo

Las lineas celulares MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R se sembraron en placas de 24 pocillos a una
densidad de siembra de 40.000 células/pocillo, permitiendo su adherencia durante 24 horas.
Posteriormente, fueron tratadas con nanoparticulas marcadas covalentemente con rodamina-B-
isotiocianato (NP-RhB-CRISPR) a una concentracion de 25 pg/ml y una relacion masica
nanoparticula:pladsmido de 12,5:1. Para la observacion de la cinética de internalizacidn, se tripsinizaron
las células a diferentes tiempos: 30 minutos, 90 minutos y 24 horas, tras el tratamiento con las
nanoparticulas. Tras la tripsinizacion, las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos a 4°C. El
precipitado celular se resuspendié en 200 pl de PBS-Hoescth 33342 (dilucién 1:200), para detectar los
nucleos celulares. Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo (Cytoflex S) y los datos
procesados con el programa CytExpert Software, analizando el porcentaje de células que habian
internalizado rodamina para cada tiempo.

3.4.2 Microscopia confocal

Las células de MDA-MB-231 sensibles y resistentes a navitoclax fueron sembradas en cubreobjetos a una
densidad de 400.000 células/pocillo, dejandolas crecer durante 24h. A continuacion, las células se
incubaron durante 4 horas con NP-RhB-CRISPR a la concentracion de 25 pg/ml y a una relacion
nanoparticula:plasmido 12,5:1 en OptiMEM. El medio se reemplazé por DMEM-SBF al 10% transcurridas
las 4 horas de incubacién y las células se observaron mediante microscopia de confocal (Leica TCS SP8
HyVolution Il) 24h tras el tratamiento. Los nucleos fueron marcados con Hoechst 33342 y las membranas
celulares con Wheat Germ Agglutinin, ambos a 1 ug/ml.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de la expresion de las proteinas anti-apoptdticas de la familia BCL-2
Los resultados del Western Blot (Figura 9A) comparan la expresién de las proteinas entre las lineas
celulares MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R. Como se puede observar, ambas lineas son equivalentes en
la expresion de todas las proteinas de la familia BCL2, a excepcion del Mcl-1, donde se advierte una
sobreexpresién en la linea resistente. Estos resultados vienen apoyados por los resultados obtenidos al
comparar los niveles de expresién de dichas proteinas en células sensibles y resistentes (Figura 9B), donde
la proteina Mcl-1 en MDA-MB-231-R presenta una expresion significativamente mayor que en MDA-MB-
231-S.

Ambas observaciones confirman la hipdtesis de partida, esto es, la sobreexpresion de Mcl-1 confiere
resistencia a navitoclax. Por tanto, se espera que la reduccion en su expresiéon, mediante edicidén génica
con el sistema CRISPR/Cas9 permita revertir esta resistencia, sensibilizando la linea celular MDA-MB-231
al tratamiento.
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Figura 9. La linea celular MDA-MB-231 resistente a navitoclax sobreexpresa la proteina Mcl-1 como mecanismo de resistencia al
farmaco. Andlisis por Western Blot de la expresion de las proteinas de la familia BCL2. Se muestran resultados representativos de la
expresion de las proteinas. Se evalud por triplicado en ambas lineas celulares MDA-MB-231 sensible(S) y resistente (R) a a navitoclax
(N=3) (A). Cuantificacion de los niveles de expresion de las proteinas de la familia BCL2; se representan los niveles de expresion
respecto a la linea celular MDA-MB-231-S (media + desviacion estdndar). Todas las medidas se realizaron por triplicado (N=3) (B).
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4.2 Evaluacion de biocompatibilidad de las NPSMs funcionalizadas con PEl y conjugadas
con el plasmido CRISPR/Cas9

Con el objetivo de seleccionar la concentracién de trabajo mas adecuada para los ensayos de ediciéon
génica y sensibilizacién a navitoclax, se evalud su toxicidad en las lineas celulares MDA-MB-231 resistente
y sensible a navitoclax. De acuerdo con el protocolo descrito en el apartado 3.2.2 de Materiales y
Métodos, las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de NP-CRISPR (0, 10, 25, 50 y 100
ug/ml) y relaciones masicas nanoparticula:plasmido fijas (12,5:1 y 25:1). La toxicidad de las nanoparticulas
fue evaluada a las 48 y 72 horas.

Como se observa en la figura 10, ninguno de los tratamientos supone una reduccion significativa de la
viabilidad celular con respecto al control no tratado, tanto a las 48 (A) como a las 72 horas (B), es decir,
las NP-CRISPR son un sistema biocompatible para la linea celular MDA-MB-231. No obstante, para los
sucesivos ensayos de caracterizacion de las nanoparticulas se selecciond la concentracion de 25 pg/mL,
debido a que una mayor concentracién supone un incremento en la agregacion del material y por
consiguiente una reduccién en la internalizacidon de este.
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Figura 10. Viabilidad celular evaluada en la linea celular MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R a las 48 horas (A, B) y 72 horas (C,
D). Las células se trataron con las NP-CRISPR a las concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100 ug/ml y a las relaciones NP:pldsmido
12,5:1y 25:1. Se representa el porcentaje de celular vivas respecto al control no tratado (media + desviacion estdndar). Todas las
medidas se realizaron por triplicado (N=3). Las células sensibles y resistentes a 12,5:1 se representan de color verde claro y rojo
claro; a 25:1, de verde oscuro y rojo oscuro, respectivamente, en ambos casos.

4.3 Caracterizacidn de la internalizacion de las nanoparticulas con PEl y conjugadas con el
plasmido CRISPR/Cas9

Para la caracterizacion de la internalizacién de las NP-RhB-CRISPR en las lineas celulares MDA-MB-231-S

y MDA-MB-231-R se realizaron ensayos de citometria de flujo y microscopia de confocal. Mediante el

primero de los métodos se cuantifico el porcentaje de células que internalizaron las nanoparticulas a los

30 minutos, 90 minutos y 24 horas tras el tratamiento (figura 5). De esta manera, se constaté que a
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tiempos cortos entorno al 60-70% de las células habian internalizado las nanoparticulas, siendo positivas
para rodamina. A las 24 horas se observé cémo el 100% del cultivo habia internalizado las NP-RhB-CRISPR.
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Figura 11. Estudios de internalizacién en MDA-MB-231-S (verde claro) y MDA-MB-231-R (rojo claro) evaluados por citometria de
flujo. Las células se incubaron distintos tiempos (30, 90 minutos y 24 horas) con NP-Rhb-CRISPR a la concentracion de 25 ug/mL a

la relacion NP:pldsmido 12,5:1 evaluados por citometria de flujo.
Estos resultados se confirmaron mediante microscopia de confocal. En la figura 6A y 6B se visualiza la

internalizacion de las NP-RhB-CRISPR en las lineas celulares MDA-MB-231 sensibles y resistentes a las 24
horas tras el tratamiento. Ambas lineas celulares mostraron niveles similares de internalizacién de

rodamina.
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Figura 12. Estudios de internalizacion en MDA-MB-231-S y MDA-MB-231-R evaluados por microscopia de confocal. Las células
se incubaron 4 horas con las NP-RhB-CRISPR a 25 ug/ml, a una relacién NP:plasmido 12,5:1 y se observaron 24 horas después. El
proceso se monitorizé con rodamina B fluorescente (rojo) en presencia del marcador de membrana Wheat Germ Agglutinin (verde)
y la sonda de DNA Hoechst 33342 (azul). Las células que presentan fluorescencia roja en su interior indican que la internalizacion
de las nanoparticulas se ha producido.

Con estos experimentos se demuestra que la internalizacion de las nanoparticulas se produce
adecuadamente en ambas lineas celulares y que la resistencia adquirida en MDA-MB-231 no afecta al
proceso endocitico por el que tiene lugar la internalizacidon. Asi pues, las nanoparticulas mesoporosas de
silice pueden ser consideradas un vehiculo apropiado para el plasmido CRISPR/Cas9 en lineas celulares de
cancer de mama triple negativo.
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5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En este trabajo se han llevado a cabo los primeros ensayos con un nanodispositivo basado en
nanoparticulas de silice mesoporosa capaz de actuar como agente de transfeccién no viral en lineas
celulares de cancer de mama triple negativo. Los resultados han demostrado que las nanoparticulas
funcionalizadas con el pldsmido de CRISPR son biocompatibles en el tipo celular MDA-MB-231 y se
internalizan adecuadamente en las lineas sensibles y resistentes a navitoclax. Por tanto, dicho sistema de
nanoparticulas puede ser considerado como una opcién viable para el disefio de nanodispositivos mas
complejos multifuncionales capaces de co-transportar el sistema CRISPR/Cas9 dirigido a genes de
resistencia a fdrmacos, como Mcl-1, y fdrmacos encapsulados, como el navitoclax, para la eliminacion de
las células tumorales una vez revertida la resistencia, mediante edicién génica.

Como perspectivas futuras de este proyecto se pretende sintetizar y evaluar la actividad de las
nanoparticulas multifuncionales cargadas con navitoclax y funcionalizadas con el plasmido CRISPR/Cas9
dirigido a la proteina Mcl-1. Como objetivo principal se perseguira la sensibilizacién de la linea celular de
cancer de mama triple negativo resistente a navitoclax frente a dicho farmaco y la eliminacién de las
células tumorales mediante la accion combinada del sistema de CRISPR/Cas9 y el navitoclax.
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