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1. Cancer de mama

Actualmente el cancer de mama supone un problema considerable para la sociedad. Se estima
gue 1 de cada 8 mujeres sufrira esta enfermedad a lo largo de su vida, siendo el carcinoma mas
frecuentemente diagnosticado en mujeres de 140 paises de los 184 paises del mundo, asi como
el que mas muertes provoca. En 2012, sélo en Espafia se diagnosticaron mas de 25.000 nuevos
casos, y supuso la primera causa de mortalidad por cancer en mujeres, dando lugar a 6.075
muertes (Figura 1) (1,2). Ademas, entre 2008 y 2012 se observé un aumento de la incidencia de
mas del 20%. Esto se ha producido en la mayoria de los paises desarrollados, posiblemente
debido al envejecimiento de la poblacién y a la mejora de las técnicas de diagndstico, que
permiten detectarlo cada vez mas temprano, aunque la mortalidad es mas elevada en los paises
menos desarrollados debido a la falta de métodos de deteccidn temprana y a las dificultades
para acceder a los tratamientos (1,3). En cuanto a la supervivencia, en los ultimos 20 afios se ha
observado una mejora notable puesto que el diagndstico temprano y los posibles tratamientos
han permitido una supervivencia global a los 5 afios del diagndstico de un 82,8% en nuestro pais,
gue es superior a la media europea y equiparable a la de los paises con las mejores cifras de

supervivencia (1).

Hay varios subtipos de cidncer de mama vy distintos tipos de clasificaciones, aunque la
clasificaciéon mas habitual suele hacerse en base a la expresién o no de tres receptores: el
receptor de estrogenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico-2 (HER2). La mayoria de los tumores expresan al menos alguno de los
marcadores indicados, mientras que entre el 10-20% no expresan ninguno de ellos (4,5). Este
ultimo subtipo se conoce como cancer de mama triple negativo (CMTN) (6,7). Los tumores
pertenecientes a este subgrupo, ademds de carecer de los receptores mencionados
anteriormente, también se caracterizan por un comportamiento mas agresivo en comparacion
con el resto de subtipos, un peor prondstico y un riesgo mas elevado de metastasis. Este es un
proceso complejo que empieza con la migracion de células tumorales desde el tumor primario
y continda con la entrada al sistema circulatorio, que permite la llegada a un lugar secundario
donde las células se extravasan y colonizan, pudiendo dar lugar asi a nuevos tumores derivados

del primero (4,6,7).
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Figura 1: incidencia y mortalidad en mujeres de los tumores més frecuentes (imagen modificada a
partir de Las cifras del cancer en Espafia, 2014 (2)).

Actualmente se dispone de algunas terapias dirigidas a receptores de membrana expresados
por las células tumorales de carcinoma de mama, que ya han permitido un aumento de la tasa
de supervivencia de pacientes con tumores RE/RP positivos y con amplificacion de HER2, pero
gue no son aplicables para los pacientes con CMTN debido a la ausencia de dianas moleculares
definidas (4,7,8). La Unica opcidén para las pacientes de este subtipo es la quimioterapia
citotdxica que, aunque permite la respuesta en algunos casos, tiene una elevada toxicidad y una
alta tasa de recaida en etapas tempranas. En el caso de las pacientes con CMTN metastatico, la

supervivencia media es menor de un afio y sélo consigue sobrevivir una pequefia parte de ellas

25,215 (29.0%)

12,979 (149%)
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a pesar de recibir quimioterapia. Es por ello que es cada vez mas urgente el desarrollo de

tratamientos efectivos para el CMTN (4,6-8).

2. Células madre tumorales de cancer de mama (BCSCs, breast cancer stem cells) y

transicion epitelio-meséngquima (EMT, epithelial-mesenchymal transition)

Ademas de la heterogeneidad intertumoral comentada anteriormente, los tumores sdlidos
también estdn compuestos por una poblacién heterogénea de células que tienen
comportamientos distintos en cuanto a su capacidad para propagar el tumor, iniciar metastasis
y resistir a terapias (9,10). Esta heterogeneidad intratumoral es explicada por dos modelos. El
primero es el modelo de la evolucién clonal, que postula que durante la evolucién tumoral hay
subclones de células cancerosas que adquieren al azar diferentes mutaciones o cambios
epigenéticos que les confieren distintas caracteristicas y propiedades, mientras que el segundo
modelo, que es el mas aceptado, es el modelo jerdrquico o de células madre, que propone que
las células tumorales se organizan en una jerarquia similar a la de los tejidos normales. En la
cima de la jerarquia se encuentran células altamente tumorigénicas llamadas células madre
tumorales (CSCs, cancer stem cells), que son una poblacidon minoritaria con la capacidad de
autorenovarse para generar mas CSCs, y de producir células diferenciadas con capacidad

tumorigénica baja o nula, que comprenden la mayoria de la masa tumoral (10).

Las células madre tumorales de cancer de mama (BCSCs, breast cancer stem cells) fueron
aisladas e identificadas por primera vez por su fenotipo CD44*/CD247®¥° Lin, y desde entonces
se ha utilizado el fenotipo CD44*/CD247%2° para aislarlas. La molécula de membrana CD44 es
una glicoproteina que sirve como receptor especifico para el acido hialurénico (HA, hyaluronic
acid). Tiene un papel fundamental en adhesidén, migracion, invasidon y angiogénesis, y esta
implicada en metastasis a tejidos u érganos como hueso, pulmén e higado, que son los lugares
mas comunes de metastasis de cancer de mama debido a su alto contenido en HA vy
osteopontina, que son ligandos especificos de CD44 que permiten el anclaje de las BCSCs. CD24
es otra glicoproteina de membrana, que expresada en bajos niveles aumenta la habilidad del
tumor para crecer y metastatizar. Ademas, recientemente se ha reconocido otro marcador de
BCSCs: la aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1). Esta es la forma dominante de la aldehido
deshidrogenasa (ALDH) en mamiferos. Media la conversidn de retinaldehidos a acido retinoico,

y niveles elevados de expresion de esta enzima se correlacionan con resistencia a terapias, un
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fenotipo agresivo, y un peor prondstico clinico no solamente en cancer de mama sino también

en cancer de eséfago (11,12).

Hoy en dia, ya hay evidencias que demuestran la hipotesis de que los tratamientos actuales son
capaces de eliminar gran parte de las células tumorales, reduciendo asi la masa tumoral, pero
no son efectivos frente a las BCSCs, que tienen la capacidad de regenerar un nuevo tumor (Figura

2)(10,13).

Terapias
antitumorales

convencionales

_ = =,
7SS p = %
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Figura 2: las terapias antitumorales convencionales tienen la habilidad de eliminar la mayoria de
poblacién tumoral pero no las células madre tumorales, que posteriormente, pueden regenerar el
tumor, y/o dar lugar a metastasis.

El estudio de muestras de tumores de pacientes antes y después de recibir quimioterapia
neoadyuvante, ha permitido comprobar que las células tumorales capaces de sobrevivir a estas
terapias convencionales mostraban una expresidén génica con caracteristicas similares a BCSCs:
CD44+/CD24'/baj°y altos niveles de expresion de los marcadores mesenquimales N-cadherina,
vimentina y fibronectina (14). Esto también se ha visto en células en cultivo, donde se ha
comprobado que las CSCs con caracteristicas mesenquimales son mas resistentes a los agentes
genotodxicos que las células epiteliales sin estas caracteristicas (15). Ademas, se ha visto que el
uso de una combinacién de quimioterapia convencional y metformina, que es un farmaco
utilizado habitualmente para tratar la diabetes que tiene la capacidad de inhibir selectivamente
las CSCs, bloquea el crecimiento tumoral y prolonga la remisién en xenotrasplantes en ratones,

lo que supone un importante refuerzo para dicha hipoétesis (13).

Actualmente, ya se conocen algunos mecanismos moleculares responsables de la resistencia de
las BCSCs a la quimioterapia. En primer lugar, parecen estar implicados distintos transportadores

de membrana de tipo ATP-binding cassette (ABC), que tienen la capacidad de transportar
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compuestos y pequefias moléculas fuera de la célula (11). Asimismo, parece ser que las BCSCs
poseen mecanismos de reparacién del DNA (11) y tienen una alta tolerancia a la radiacién
mediada por la via de sefializacion Wnt, a la que también contribuye la produccion del
compuesto antioxidante NADP+ (16) y la actividad de la ALDH, que permite la eliminacion de
especies reactivas de oxigeno, que son mediadores de la muerte celular inducida por radiacion
ionizante (10,11). Ademas, se ha comprobado que la enzima ALDH1 permite metabolizar el

agente antineoplasico ciclofosfamiday algunos analogos, posibilitando asi su detoxificacion (17).

En cuanto al origen de las BCSCs, a pesar de que comparten algunas propiedades con células
madre de tejidos normales, esta establecido que no se originan necesariamente a partir de
estas, sino que pueden formarse a partir de distintos tipos de células mamarias maduras (10).
En este proceso de formacidn de las BCSCs tiene un papel importante la denominada transicion
epitelio-mesénquima (EMT, epithelial-mesenchymal transition), que es un proceso que permite
a células epiteliales polarizadas adquirir un fenotipo mesenquimal con capacidad de migrar e
invadir. Esto ocurre normalmente durante la etapa de morfogénesis embrionaria, pero también
contribuye en los procesos de invasion tumoral, diseminacion metastatica y resistencia a
farmacos (13,18-20). Ya hay estudios que demuestran que células diferenciadas que sufren EMT
adquieren propiedades de células madre, como es la expresion de marcadores de BCSCs
(CD44*/CD2473°/ALDH1*), la capacidad de formar mamosferas y una tumorigenicidad

incrementada (21,22) .

Una de las caracteristicas de la EMT es la pérdida de adhesion celular y de polaridad epitelial en
las células, que se dan como consecuencia de la pérdida de expresion de E-cadherina y aumento
de expresion de N-cadherina, vimentina y fibronectina (23), marcadores cuya expresion es
mayor en las BCSCs que en el resto de células tumorales (5,9,18,20), y mayor en CMTN que en
otros subtipos (5). Ademas tiene un impacto importante en varias rutas de sefializacién ya que
la disrupcion de la polaridad epitelial permite la activacion de las moléculas YAP/TAZ implicadas
en la regulacion del tamafio de los érganos y la homeostasis tisular (24), y la pérdida de E-
cadherinas libera B-cateninas de la membrana plasmatica y facilita su translocacién nuclear para
activar la via Wnt candnica (25). La activacion de ésta ultima se ha comprobado que aumenta la
capacidad de formacién de mamosferas in vitro, la tumorigenicidad in vivo, y la capacidad
metastatica de células tumorales (10). Ya se han identificado algunos inductores de EMT vy
metdstasis como son los factores de transcripciéon ZEB1, ZEB2, SNAI2, SLUG y TWIST, que son

represores transcripcionales de la E-cadherina (18,19).

10
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Teniendo en consideracién todo lo descrito anteriormente, es comprensible que las BCSCs hayan
captado la atencion de numerosos investigadores debido a su potencial como diana para las
terapias de cancer de mama (11), lo que justifica el disefio experimental de este proyecto, cuyo

objetivo es el desarrollo de un tratamiento dirigido a BCSCs.

3. Terapias basadas en microRNAs (miRNAs)

Los miRNAs son moléculas de RNA no codificante de entre 18 y 24 nucleétidos, capaces de
regular la expresion de otros genes mediante la interaccion con RNAs mensajeros (RNAm) diana.
En primer lugar, son transcritos por la RNA polimerasa Il en el nicleo, dando lugar a pri-miRNAs
gue son sucesivamente procesados por la ribonucleasa Ill Drosha, que libera pre-miRNAs con
forma de horquilla. Estos son transportados al citoplasma por la exportina 5, y a continuacién,
son procesados por la ribonucleasa Dicer. Por ultimo se integran en el complejo RISC (complejo
de silenciamiento inducido por RNA) y guian la degradacion y/o represion de la transcripcion de

los RNAm diana (Figura 3) (19,26).

Ntcleo Citoplasma

pre-miRNA Exportina V
Regulacion de la

estabilidad del RNAm
y/o traduccion

Figura 3: Biogénesis y funcidén de los miRNA (imagen modificada a partir de Kent et al. (26)).

Desde el descubrimiento del RNA de interferencia en 1998, se ha comprobado que los miRNAs
tienen papeles importantes en el desarrollo, diferenciacion celular, metabolismo, regulacién del
ciclo celular y apoptosis, pero también en procesos patogénicos. Su implicacion en
tumorigénesis se demostrd por primera vez en 2002 y desde entonces se ha ido esclareciendo

su papel en la iniciacion y progresion del cancer como oncogenes y genes supresores de

11
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tumores, a la vez que se ha observado como la pérdida de miRNAs supresores de tumores y la
sobreexpresion de miRNAs oncogénicos ocurre en practicamente todos los tipos tumorales. Es
por ello que cada vez mas se investiga el desarrollo de terapias cuyo objetivo seria la
reconstitucion de miRNAs supresores de tumores o la deplecién de miRNAs oncogénicos en

células tumorales (19,27).

3.1 miR-200c

Entre los miRNAs que se consideran reguladores clave de CSCy EMT, la familia miR-200 tiene un
papel particularmente interesante en el control de la EMT, y en migracién e invasién tumoral
(13,28). Dicha familia esta compuesta por los microRNAs miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-
141 y miR-429, que tienen la capacidad de unirse a sitios de reconocimiento en las regiones 3’
no traducidas de los RNAm de los factores de transcripcion ZEB1 y ZEB2, considerados
activadores maestros de EMT, e inhibir su expresion (10,18,19). ZEB1 y ZEB2, ademas, son
represores transcripcionales de la E-cadherina (23,25), y de la familia miR-200, lo que genera
una retroalimentacién negativa (13,29). Los miRNAs pertenecientes a esta familia, ademas de
revertir EMT e inducir diferenciacién epitelial, actian como supresores tumorales que bloquean
la formacion de CSC (13), y también son capaces de inhibir la angiogénesis tumoral ya que se
dirigen a las citosinas proangiogénicas IL-8 y XCL1 (30). Por otro lado, también funcionan como
reguladores maestros de ciertas caracteristicas del cancer (19), y esto parece que puede estar
mediado por su efecto inhibitorio sobre la via de sefializacién Notch, que es una via clave en

células madre (31).

La expresidon de la familia miR-200 esta muy suprimida en células con caracteristicas de BCSCs
(9,13), lo que se ha relacionado con el mantenimiento de las caracteristicas de CSC y un fenotipo
de tipo mesenquimal (10), ademas de con una baja supervivencia en pacientes con tumores de
vejiga, gastricos, colorrectales, pancreaticos, ovaricos y de pulmén (19). Con el objetivo de
determinar las funciones en las que estd implicada la familia miR-200, se han hecho estudios de
inhibicidn de estos miRNAs en los que se ha observado que se produce un aumento de ZEB1 y
ZEB2, que provoca una disminucién de la expresion de E-cadherina y que se dé el proceso de
EMT. Ademas, aumenta el nimero de CSC en cancer de mama y pancredtico. Por el contrario,
en ensayos en los que se han aumentado los niveles de miR-200 en células epiteliales, se ha
observado que queda suprimida la acumulacién de factores de transcripcion de EMT y se

mantienen las células en el estado epitelial, ademas de inhibirse la formacién de CSC (9,13).

12



Desarrollo de nanoparticulas mesoporosas de silice para el tratamiento del cdncer de mama
Introduccion

De entre todos los componentes de la familia miR-200, el miR-200c resulta especialmente
interesante como posible diana para el tratamiento del cancer de mama, por su implicacion en
EMT (32), en inhibicién de la quimioresistencia (33,34) y en migracién e invasién tumoral (33—
37). Asimismo, miR-200c es capaz de inhibir rasgos de células madre, la clonogenicidad de
células tumorales de mama (9), suprimir el crecimiento de células de carcinoma embrionario in
vitro y la capacidad tumorigénica de BCSCs in vivo (9,13), y también de revertir la resistencia a
anoikis, un tipo de muerte celular programada consecuente a la pérdida del anclaje a la matriz

extracelular, que es un paso fundamental en la cascada metastdsica (18).

Con respecto a la quimioresistencia, la expresiéon de miR-200c se correlaciona con la resistencia
adquirida de células tumorales de mama a doxorrubicina, que es un farmaco citotdxico con
accién inhibitoria sobre la topoisomerasa Il que se utiliza habitualmente para tratar pacientes
con CMTN, de manera que al disminuir su expresion la resistencia a dicho farmaco aumenta.
Ademas, la pérdida de expresion de miR-200c se correlaciona con unos niveles disminuidos de
E-cadherina y PTEN, y unos niveles aumentados de ZEB1 y fosfo-AKT en células tumorales de
mama con resistencia adquirida a doxorrubicina, mientras que el aumento de miR-200c da como
resultado la disminucién de ZEB1, aumento de E-cadherina y PTEN, inactivaciéon de la
sefializacion por la via de AKT, y un aumento de la sensibilidad de células de cancer de mama a
doxorrubicina (23,25,32). Cuando se restaura miR-200c en células tumorales se observa una
reduccion de la capacidad migratoria e invasiva (18). Esto parece estar mediado por el aumento
de E-cadherina. Sin embargo, recientemente se ha visto que incluso en lineas en las que la E-
cadherina no se restaura, miR-200c reduce dramaticamente la migracién e invasion, lo que
implica que también actla sobre otras dianas capaces de contribuir a la supresidon de la

motilidad celular (33).

En el contexto del cancer de mama, un estudio realizado en la linea celular MDA-MB-231 de
CMTN ha revelado que la sobreexpresion del miR-200c inhibe la proliferaciéon y produce la
induccidn de apoptosis (38). Ademas, ya hay al menos un estudio in vivo que demuestra que la
introduccion de dicho miRNA reduce la habilidad de BCSCs humanas para formar tumores en
ratones inmunocomprometidos (9). Por otro lado, su implicacion se ha estudiado también en
otros tipos de neoplasias, como el carcinoma escamoso de cabeza y cuello, y el cancer de células
renales, y en ambos casos se ha demostrado su implicacién en migracidon, metdstasis y EMT

(39,40).

En lo referente a la administracion de moléculas miméticas de miRNAs, suele ser problematica

ya que se trata de RNAs de doble cadena de unos 22 nucleétidos con un peso molecular de unos
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15 kDa, poco estables en los fluidos bioldgicos y con una corta vida media debido a que son
eliminados rapidamente de la circulacién por las numerosas nucleasas presentes, y por el rapido
aclaramiento renal debido a su bajo peso molecular. Ademas, los grupos fosfato los hace
altamente hidrofilicos y anionicos, lo que impide la difusion a través de las membranas celulares,
y tiene como consecuencia que su entrada al citoplasma celular sea un proceso ineficiente y
lento. Asimismo, una vez en los endosomas y lisosomas, los oligonucledtidos son susceptibles
de la degradacidn acida antes de alcanzar sus dianas. Para superar estos obstaculos podrian
realizarse algunas modificaciones quimicas como es la adicion de los grupos 2’-O-metoxilo, 2’-
O-metoxietilo, 2’-F,fosfotioratos, o la conjugacidn con colesteroles, que aumentan su estabilidad
y actividad pero debido a su laboriosidad, elevado coste y complejidad, parece que no son del

todo aplicables para la clinica (19,27).

4. Nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs)

La nanomedicina pretende solucionar problemas médicos mediante el uso de dispositivos
basados en la nanotecnologia. Sus principales objetivos son mejorar las técnicas de diagndstico,
asi como las de imagen médica, y los tratamientos actuales. En este Ultimo ambito tiene mucho
potencial, ya que mediante el uso de nanodispositivos es posible aumentar la biodisponibilidad
de los farmacos y mejorar su eficacia, a la vez que se reduce la concentracion necesaria y la
frecuencia de administracion, consiguiéndose asi tratamientos mas efectivos y menos agresivos
para los pacientes. Asimismo, cabe destacar la posibilidad de reformular fdrmacos que no han

llegado a la fase clinica por su poca solubilidad o efectos secundarios graves (41).

En los ultimos afios, se han utilizado ya varios tipos de nanomateriales para el transporte de
moléculas de interés, como nanoparticulas poliméricas, dendrimeros o liposomas. Sin embargo,
es dificil conseguir que no haya ni siquiera una minima liberacién de las moléculas cargadas
cuando se transportan con estos materiales. En muchos casos, la carga empieza a liberarse
cuando estas estructuras se introducen en agua, lo que supone un problema cuando se trata de
moléculas con elevada toxicidad, o farmacos basados en acidos nucleicos o proteinas, que deben
protegerse para evitar su degradacion. Ademas, muchos nanomateriales basados en
nanoparticulas poliméricas, dendrimeros o liposomas se consideran demasiado téxicos para su

aplicacion clinica (41).

Debido al rapido incremento del interés en el uso de dispositivos estables de liberacion

controlada, muchas investigaciones en la Ultima década se han centrado en el desarrollo de este
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tipo de sistemas que permitan transportar gran cantidad de moléculas a tejidos o incluso a
organulos intracelulares sin el problema de la liberacién prematura. Entre los distintos
materiales con una estructura estable se encuentran los de silice, que suele ser el material de

eleccion cuando se trata de nanoparticulas inorganicas (41).

El término nanoparticula comprende varias familias de nanobjetos como son los dendrimeros,
liposomas, micelas o nanoparticulas de metal y silice. Generalmente suelen clasificarse segun su
naturaleza organica (polimeros o bicapas lipidicas) o inorganica (formadas por metales o
materiales inertes como la hidroxiapatita o la sillice) (42). En comparacion con las nanoparticulas
tradicionales lipidicas o poliméricas, los nanomateriales inorgdnicos presentan propiedades
Unicas como la estabilidad y la facilidad para ser funcionalizados. Mds concretamente, las
nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs) han atraido un gran interés para aplicaciones tan
variadas como técnicas de imagen médica, diagndstico, biocatalisis, reparacion de tejido éseo,

sintesis de materiales de soporte, biosensores o liberacién controlada de farmacos (41,43-46).

Las MSNs son materiales sélidos biocompatibles con una estructura porosa con cientos de
canales vacios (mesoporos). Poseen un tamafio de poro homogéneo, que va desde
aproximadamente 2 a 10-20 nm, un volumen de poro elevado y una muy alta superficie
especifica de entre 500 y 1000 m?/g. Se caracterizan por poseer propiedades Unicas como su
gran area superficial, gran tamafio de poro, estabilidad quimica y térmica, y la posibilidad de
regular la morfologia y el tamafio de los poros. Estas caracteristicas hacen que sean materiales
potencialmente muy Utiles en aquellos procesos que requieran la adsorcion o encapsulacion de
cantidades significativas de moléculas bioactivas. Una de las ventajas mds interesantes de este
tipo de materiales es que su superficie permite la implementacién o funcionalizacidon con
moléculas que actian como “puertas moleculares”, permitiendo una liberacién controlada de
la especie almacenada, bajo demanda. Las “puertas moleculares” pueden ser definidas como
dispositivos nanoscopicos que se implementan en la superficie de los silicatos porosos, y que
pueden controlar el transporte de materia desde el interior de los materiales de estudio al
exterior (o viceversa) de forma idealmente reversible, gracias a la aplicaciéon de un estimulo
externo, capaz de modificar alguna de las propiedades como la carga, el tamafio o la polaridad

de la molécula anclada en el exterior (27,41,47,48).

En 2001 se propusieron por primera vez las MSNs como un posible sistema para transportar
farmacos y desde entonces se han hecho numerosos esfuerzos para crear dispositivos basados
en MSNs que permitan una liberacién controlada. Con este fin es posible funcionalizar la

superficie de las nanoparticulas mediante componentes organicos como polimeros hidréfilos,
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puertas o ligandos que permiten dirigir las nanoparticulas a determinados tejidos o tipos
celulares. Este tipo de dispositivos sin liberacion prematura de la carga son particularmente
utiles cuando esta es tdxica, como ocurre en el caso de los antitumorales, pero también
permiten dirigir la liberacidn a un tejido o tipo celular especifico. En los casos en que se realiza
el recubrimiento de las nanoparticulas con cubiertas organicas, ademas de facilitar el anclaje a
ligandos para que haya reconocimiento celular especifico también permite mejorar su

biocompatibilidad (41,46).

En cuanto a la biocompatibilidad de las MSNs, se han realizado estudios de viabilidad y
proliferacion con diferentes células de mamiferos en los que se ha comprobado que la
internalizacion de las MSNs no afecta hasta concentraciones de 100 pg/mL por 10° células
incluso tras 7 ciclos celulares. Ademas, las células mantienen la integridad de membrana, la
morfologia celular, la actividad mitocondrial y las tasas de crecimiento normales. En cuanto a la

biocompatibilidad a largo plazo y la biodegradacién, hay animales modelo en los que se han

realizado implantes de silice y no se han observado efectos tdxicos derivados en un periodo de
42 dias, lo que lleva a pensar que las MSNs tendrian al menos la misma biocompatibilidad que

otros materiales de silice (41).

Cabe comentar que ya se han realizado pruebas in vivo con MSNs que han mostrado resultados
satisfactorios en cuanto a citotoxicidad, biodegradacion, biodistribucion y excrecién, y
recientemente se ha iniciado el reclutamiento de pacientes para un ensayo clinico de
nanoparticulas de silice en forma de “cornell dots”, siendo este el primer ensayo clinico con este

tipo de materiales, lo que supone un gran avance hacia su aceptacion clinica (27,47,48).

La sintesis de MSNs se llevé a cabo por primera vez en 1992 y desde entonces se han realizado
numerosos estudios. Su sintesis se basa en el uso de precursores de silice como el
tetraetilortosilicato (TEQS), silicato sddico o silicato de tetrametilamonio en presencia de
surfactantes cationicos en condiciones basicas. Los surfactantes forman micelas v,
sucesivamente, estructuras supramicelares que actian como molde y dan lugar a la formacion
de poros al combinarse con los precursores de silice. Usualmente, se utiliza el TEOS en
combinacion con el surfactante catidnico bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) a pH 11.
Finalmente, se elimina el surfactante del interior de los poros, lo que puede hacerse mediante
tres métodos: tratamiento con nitrato amodnico, reflujo en alcohol acidulado con acido
clorhidrico o calcinacién. La eliminacién del surfactante del interior de los poros permite la

obtencidn de las nanoparticulas mesoporosas (47,49).
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Las MSNs pueden servir como herramienta para permitir la llegada de moléculas de miRNA al
citoplasma, donde tienen que ejercer su accion. De hecho, ya hay trabajos en los que se han
administrado RNAs de silenciamiento (siRNAs) mediante MSNs. Estas moléculas tienen
propiedades fisicoquimicas muy similares a los miRNAs pero, a diferencia de los miRNAs que son
moléculas codificadas en el genoma que no requieren una completa complementariedad por lo
gue pueden dirigirse a varios RNAm diana, los siRNAs se originan de forma exdgena, entran a las
células mediante endocitosis o vectores como pueden ser virus, y se dirigen a un RNAm
especifico (50). Ya hay autores que han disefiado nanodispositivos para su administracion,
sobretodo adsorbiéndo siRNAs en la superficie de las nanoparticulas, y también en algunos casos
se han cargado en el interior de MSNs de poro grande (MSNpg), demostrando que de este modo
se pueden administrar incluso de un modo mas eficaz que con agentes de transfeccidn

comerciales (27,51,52).

Las MSNpg, a diferencia de las MSNs convencionales como el material MCM-41, que posee un
tamafio de poro de aproximadamente 2 nm de didmetro, presentan poros con tamafios que
llegan a ser superiores a los 20 nm de diametro. Estos materiales se preparan mediante
expansidn de los poros de MSNs convencionales mediante agentes expansores de poro como el
trimetilbenceno (TMB), que es el mas utilizado. Las MSNpg son especialmente Utiles cuando
pretenden sintetizarse nanoparticulas con moléculas de gran tamafio cargadas en el interior de

sus poros (27,52).

Una de las ventajas de transportar miRNAs mediante MSNs es que estas, ademads de permitir el
transporte de moléculas protegiéndolas de la degradacion o deteccidn por el sistema
inmunitario, también ofrecen la posibilidad de transportar moléculas hidréfobas o con una
elevada toxicidad, permitiendo aumentar su efecto terapéutico y reduciendo los efectos

adversos (46).
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El objetivo final de este proyecto fue comparar dos nanodispositivos. Uno de ellos basado en
MSNpg, y el otro basado en MCM-41 como soporte inorganico, para la liberacién de

doxorrubicinay moléculas miméticas de miR-200c, que se dirijan de forma especifica a las BCSCs.

En este trabajo se realizaron pruebas preliminares con nanodispositivos sin incorporar las
moléculas miméticas de miR-200c. Con esto se pretendié comparar las dos estrategias, y
descartar una de ellas en caso de que no resultara efectiva, previamente a la sintesis de los

nanodispositivos finales, que si que incorporarian las moléculas miméticas de miR-200c.
Para ello, los objetivos especificos fueron los siguientes:

1. Disefiar, sintetizar y caracterizar dos nanodispositivos utilizando MSNpg y MCM-41
como soporte inorgdnico.

2. Comprobarin vitro que la liberacién de las moléculas cargadas en el interior de los poros
se produce de forma controlada

3. Comprobar que los nanodispositivos no producen hemolisis.

4. Validar la eficacia de los materiales en lineas celulares de cancer de mama triple
negativo.

5. Determinar la eficiencia con que se internalizan los nanodispositivos por las células.

6. Comprobar que los nanodispositivos se dirigen especificamente a células que expresan

el receptor CD44.
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1. Sintesis de los materiales mesoporosos

1.1 Sintesis de MSNpg

La sintesis de las MSNpg se llevd a cabo mediante un método basado en el uso de
tetrametilortosilicato (TMOS) como precursor inorganico, el tensoactivo bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como agente director de estructura, y la incorporacion del agente
expansor 1,3,5-trimetilbenceno (TMB), como fue descrito anteriormente por otros autores
(27,52). Para ello, 3,94 g de CTAB (Aldrich) y 2,28 mL de una disolucion 1M de NaOH (Aldrich) se
disolvieron en 800 g de la mezcla etanol 96% (Scharlab)/agua (0,4:0,6, v:v). Con agitacién a 700
rpm se anadié 1,3 mL de TEOS (Aldrich) a la solucidn. Después de dejar en agitacion 8 horas, la
mezcla se dejo reposar toda la noche. El precipitado blanco resultante (pre-MSNpg) se separd
mediante centrifugacion, se lavé dos veces con etanol y tres con agua desionizada, y se dejo
secar a 70°C. Posteriormente se suspensié el polvo blanco resultante en etanol mediante
sonicacién durante 30 minutos y a esta suspensién se le afladieron 20 mL de una mezcla 1:1 (v:v)
de agua y TMB (Aldrich). La suspension se colocé en autoclaves y se mantuvo a 140°C durante 3
dias. Transcurrido este tiempo se aislod el sdlido mediante centrifugado, y se lavd dos veces con
etanol y tres veces con agua. La materia organica se eliminé mediante calcinacién en una mufla

a 550°C durante 5 horas en atmédsfera oxidante. De este modo se obtuvo el material MSNpg.

1.2 Carga de MSNpg

En un segundo paso los poros del material MSNpg se cargaron con doxorrubicina, obteniendo
asi el sélido MSNpg-doxo. Para ello se suspendieron 30 mg de MSNpg en una disolucion de 15
mg de doxorrubicina (0,86 mmoles doxorrubicina/g de sélido) en 500 uL de agua desionizada, y

se dejé evaporar el disolvente a temperatura ambiente.

1.3 Funcionalizacion de MSNpg-doxo y MSNpg

Los materiales MSNpg y MSNpg-doxo se funcionalizaron, en primer lugar, con PEl, y
posteriormente con HA, para obtener asi los sdlidos MSNpg-doxo-PEI-HA, y MSNpg-PEI-HA,
respectivamente. En ambos casos, las moléculas organicas se adsorbieron por interaccidn

electrostatica con la superficie de la nanoparticula.
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Para la funcionalizacidn de los sdlidos, se suspendieron 30 mg de MSNpg y el sélido MSNpg-doxo
(obtenido tras el proceso de carga con doxorrubicina) en 825 uL de PBS 42x y se afiadieron 15
uL de polietilenimina (PEI) (Aldrich) (relacion MSNpg/PEl 2:1 mg/uL), dejandose la suspension
en agitacién a temperatura ambiente durante 3 horas. En el caso de MSNpg-doxo, en la
disolucién de funcionalizacién con PEI se afiadieron 2 mg de doxorrubicina con el objetivo de
evitar la liberacion del farmaco cargado en el paso anterior al medio. A continuacién, se
centrifugd a 9.500 rpm durante 10 minutos, y se retird el sobrenadante. Posteriormente se
resuspendieron los solidos (MSNpg-PEl y MSNpg-doxo-PEIl) en 825 uL de agua desionizada, se
afiadieron 7,5 mg de acido hialurénico, y se dejaron en agitacion durante 3 horas, para

centrifugarse posteriormente a 9.500 rom durante 10 minutos.

Por ultimo, se realizaron varios lavados de MSNpg-doxo-PEI-HA con agua para eliminar la
doxorrubicina adsorbida en la superficie del material, resuspendiendo el sélido en 10 mL de agua
desionizada y centrifugando a 9.500 rpm durante 10 minutos, hasta obtener el sobrenadante
incoloro. En el caso de MSNpg-PEI-HA, se realizaron los lavados de forma paralela, puesto que
este solido pretendia utilizarse posteriormente como control negativo del anterior. Los sdlidos

finales se dejaron secar a vacio a temperatura ambiente hasta que se secaron por completo.

1.4 Sintesis del material MCM-41

La sintesis de las nanoparticulas mesoporosas de tipo MCM-41 se llevé a cabo mediante un
procedimiento basado en el uso de tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor inorganico y el
tensoactivo CTAB como agente director de estructura (53-57). Para ello se adiciond 1 g (2,74
mmol) de CTAB (Aldrich) a 480 mL de H,0 desionizada. Dicha disolucién se dejo en agitacion a
100 rpm en una placa calefactora a 28°C. A continuacion, se afiadieron rapidamente, para evitar
la carbonatacidn, 3.5 mL de NaOH (Aldrich) 2 M en H,0 desionizada y posteriormente se ajusté
la temperatura de la disolucién a 80°Cy se afiadieron, gota a gota, 5 mL (2,57x1072 mol) de TEOS
(Aldrich), dejandose la disolucién a incubar durante 2 horas en agitacion, hasta observarse la
formacion de un precipitado blanco. Sucesivamente, el producto sdlido obtenido se centrifugé
a 9.500 rpm durante 20 minutos y se lavd con agua desionizada hasta neutralizar el pH de la
disolucién. Una vez alcanzado el pH deseado, el material (pre-MCM-41) se dej6 secando en la
estufa a 60°C durante 24 horas. Finalmente, se procedié a la calcinacién en la mufla del sélido
obtenido, para eliminar el CTAB utilizado como molde; para ello, el material se dejé a 550°C

durante 5 horas en atmdsfera oxidante. Este proceso dio lugar al material MCM-41.
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1.5 Carga de MCM-41

Tras la obtencidon del material MCM-41 se procedié a cargar una fraccién de este con
doxorrubicina, obteniendo asi el sélido MCM-41-Doxo. Para ello se suspendieron 200 mg de
MCM-41 en una disolucién de 40 mg de doxorrubicina (0,35 mmoles doxorrubicina/g sélido) en
1,5 mL de agua desionizada, se sonicd la suspension durante 1 minuto, y se dejé secar en estufa

a37°C.

1.6 Funcionalizacion de MCM-41 y MCM-41-doxo

Los materiales MCM-41 y MCM-41-doxo se funcionalizaron con PEl y acido hialurénico, para

obtener los sélidos MCM-41-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA, respectivamente

Para ello se resuspendieron 200 mg de cada sélido en 5,5 mL de PBS 42x, y se afiadieron 100 plL
de PEI (Aldrich) (relacién solido/PEI 2:1 mg/uL, y PEI/PBS 42x 1:55 en volumen), y 4 mg de
doxorrubicina para evitar la difusidn del farmaco desde el interior de los poros al medio de
funcionalizacion. Esta suspension se dejo en agitacidén a temperatura ambiente durante 3 horas.
A continuacidn, se centrifugd a 9.500 rpm durante 10 minutos, y se retird el sobrenadante. Los
solidos resultantes se resuspendieron en 825 uL de H,0 desionizada, se afiadieron 7,5 mg de
acido hialurdnico, y se dejaron en agitacién durante 3 horas, para centrifugarse posteriormente
a 9.500 rpm durante 10 minutos. Por ultimo, se realizaron varios lavados del sélido MCM-41-
doxo-PEI-HA con agua para eliminar la doxorrubicina adsorbida en la superficie del material,
resuspendiendo el sélido en 10 mL de agua desionizada y centrifugando a 9.500 rpm durante 10
minutos, hasta obtener el sobrenadante incoloro. En el caso de MCM-41-PEI-HA, se realizaron
los lavados de forma paralela, puesto que este sélido pretendia utilizarse posteriormente como
control negativo del anterior. Los sdlidos finales se dejaron secar a vacio a temperatura

ambiente hasta que se secaron por completo.
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2. Caracterizacion de los materiales

2.1 Isotermas de adsorcién/desorcién de nitrégeno

El andlisis de la superficie de los materiales se llevd a cabo en el equipo Micromeritics ASAP2010
automate desorption analyser. Para ello las muestras fueron previamente desgasificadas a

120°C a vacio durante 24 horas.

Las areas superficiales especificas se determinaron utilizando los datos de adsorcién en el rango
de presiones menores mediante el modelo de Brunauer, Emmett y Teller (BET), que se basa en
la capacidad de los sdlidos para absorber gases en su superficie y permite obtener la superficie
especifica. Suponiendo que las particulas son esféricas y que presentan una distribucion de
tamafio estrecha, se puede obtener un didmetro medio de las nanoparticulas denominado

diametro de BET. (49,58).

La distribucion de tamafio de poro se calculé siguiendo el método propuesto por Barret, Joyner

y Halenda (BJH), que permite el calculo de su didmetro y volumen (49,59).

2.2 Medida de difraccion de rayos X de angulo pequeiio de polvo

Los patrones de difraccion de rayos X de polvo de los materiales, determinados por la
periodicidad y el orden interno de las MSN, se obtuvieron mediante el difractdmetro Philips D8

Advance utilizando radiacion Cu Ka.

2.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM, transmission electron microscopy)

La morfologia y dimensiones de los materiales se estudié mediante microscopia de transmisién
electrénica (TEM, transmission electron microscopy) utilizando el microscopio 100 kVlJeol JEM-
1010, operando a 100 kV para examinar la muestra a una magnificacién dptica de entre 2.500 x
y 40.000 x . Para la realizacion de estas mediciones se sonicé una alicuota de cada sélido en 250
puL de 1,2-dicloroetano durante 5 minutos. Posteriormente, se dejé caer una gota de esta

suspension sobre una rejilla de TEM y se dejé secar al aire.
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3. Ensayo de liberacidn in vitro

El ensayo de liberacion in vitro se realizd utilizando como estimulos de liberacién extracto

lisosomal purificado, o agua desionizada a pH 4,5 (blanco).

3.1 Obtencidon de extracto lisosomal purificado a partir de higado de conejo

El extracto lisosomal purificado se obtuvo a partir de higado de conejo, utilizando el kit Lysosome
Isolation Kit (LYSISO1), de Aldrich. Se llevd a cabo el protocolo indicado en el informe técnico de

dicho kit.

3.2 Realizacion del ensayo de liberacion in vitro

Para la realizacidén de los ensayos de liberacién in vitro de los sélidos MSNpg-doxo-PEI-HA y
MCM-41-doxo-PEI-HA, se utilizd como estimulo extracto lisosomal purificado y agua desionizada

a pH 4.5 para el blanco.

En primer lugar, se suspendid 1 mg de cada sélido en 2 mL de agua desionizada, y la suspensién
resultante se dividié en dos alicuotas. A continuacidon, se recogieron alicuotas de 150 plL a
tiempos 30 segundos y 5 minutos. Estas se centrifugaron durante 2 minutos a 9.500 rpm, y se
recogieron 120 uL del sobrenadante. Posteriormente se procedid a afiadir 1 mL de extracto
lisosomal en una de las alicuotas, y 1 mL de agua desionizada a pH 4.5 en el restante (blanco).
Los tubos se dejaron en agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora, tomando 5 alicuotas
de 150 plL a lo largo de este periodo (2, 5, 15, 30 y 60 minutos). Estas alicuotas se centrifugaron
del mismo modo que en el caso anterior, durante 2 minutos a 9.500 rpm y se recogieron 120 plL
del sobrenadante. La liberaciéon de doxorrubicina en funcion del tiempo se midié con el equipo
JASCO Spectrofluorometer FP-8500, mediante su banda de emisidn a 557 nm (Aexc = 480 nm).

Los ensayos se realizaron por triplicado.

4, Ensayo de toxicidad hematolégica

La actividad hemolitica del material MSNpg-PEI-HA se evalud segun el protocolo descrito por

Evans et al. (60). Se recogieron 3 mL de sangre de tres voluntarios en tubos con EDTA para
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prevenir la coagulacion, se centrifugd la sangre a 500 xg durante 5 minutos y se descarté el
plasma. El hematocrito obtenido se lavo tres veces con PBS a pH 7.4 utilizando un volumen
equivalente al plasma descartado, centrifugando a 500 xg durante 5 minutos. Tras el ultimo
lavado se afiadio el mismo volumen de PBS a pH 7.4 que en los lavados y se realizé una dilucién
1:50 en PBS a pH 7.4. A continuacién, se incubaron 190 pL de estas diluciones con 10 pL de
diluciones de las nanoparticulas a concentraciones 20, 100 y 800 pg/ml (para que queden
finalmente a 1, 5y 40 pug/ml), 10 pL de Triton X-100 al 20% para los controles positivos, y 10 ul
de PBS a pH 7,4 en los controles negativos. Esto se incubd a 37° durante 1 hora y a continuacién
se centrifugd a 500 xg durante 5 minutos y se transfirieron 100 pL del sobrenadante a una placa
de 96 pocillos en la que se llevd a cabo la medida de la absorbancia a 540 nm (permite medir la
liberacion de hemoglobina) con el lector de placas. Este ensayo se realizé por triplicado con cada

una de las tres muestras, asi como con los controles.

5. Ensayos de viabilidad celular

5.1 Cultivo celular

En este estudio se utilizé la linea de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231. El medio de
cultivo utilizado fue Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
(Thermo Fisher Scientific) suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Thermo Fisher
Scientific), un 1% de penicilina-estreptomicina (10,000 U/mL) (Thermo Fisher Scientific), y un 1%
L-glutamina (200 mM) (Thermo Fisher Scientific). Las células se mantuvieron en un incubador

humidificado a 37°C con un 5% de CO,.

5.2 Realizacion de los ensayos de viabilidad celular

La citotoxicidad de los sélidos MSNpg-PEI-HA, MSNpg-doxo-PEI-HA, MCM-41-PEI-HA y MCM-41-
doxo-PEI-HA se evalué mediante un estudio de viabilidad utilizando células MDA-MB-231. Para
ello se sembraron las células en placas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de siembra de 1
x 10* células por pocillo. Tras incubarlas durante 24 horas en 200 pL de medio completo, se retird
el medio en el que se encontraban las células, y se sustituyd por una suspension de
nanoparticulas en el caso de los sélidos MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA en medio

de cultivo a una concentracién equivalente de doxorrubicina de 0.1, 0.3, 1, 5, 10, 20, 50, 100 y
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150 puM. Para el célculo de la cantidad necesaria de nanoparticulas en cada caso, se supuso que
la totalidad de la doxorrubicina afiadida en el paso de carga quedd en el interior de los poros o
adsorbida en la superficie de las nanoparticulas. Las cantidades de MSNpg-PEI-HA y de MCM-
41-PEI-HA fueron las mismas que de MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA,
respectivamente. Transcurridas 48 horas se retiré el medio y se afadieron 100 pL de una
disolucion de WST-1 al 7% (Sigma-Aldrich), que es una sal de tetrazolio que se transforma a
formazan por las deshidrogenasas mitocondriales, en DMEM-F12 sin rojo fenol (Sigma). Se
incubaron las células durante 1 hora, y a continuacién se procedié a realizar la lectura de la
absorbancia a 490 nm, que permite cuantificar la cantidad de formazan producido, y este es
directamente proporcional al nimero de células vivas. A esta absorbancia se le restd la

absorbancia a 690 nm (referencia). Los ensayos se hicieron por triplicado.

6. Estudio de la internalizacion de los sélidos

Para comprobar la endocitosis de los sélidos MSNpg y MCM-41, se hicieron ensayos en la linea
célular MDA-MB-231 y se comprobd la internalizacion mediante microscopia confocal y

citometria de flujo.

6.1 Estudio de la internalizacion de los sélidos mediante microscopia confocal

Para estudiar la internalizacion de los sélidos MSNpg-doxo-HA-PElI y MCM-41-doxo-HA-PEI
mediante microscopia confocal, se sembraron células MDA-MB-231 en cubreobjetos con 8
camaras de cultivo celular (Nunc Lab-Tek Il chambered coverglass, Thermo Fisher Scientific) a
una densidad celular de 45.000 células/camara en 500 uL de medio completo, y se incubaron
durante 24 horas. A continuacion, las células se trataron con 100 pg/mL de los sélidos MSNpg-
doxo-PEI-HA o MCM-41-doxo-PEI-HA, y se incubaron durante 30 minutos y 3 horas, para
posteriormente lavarlas con PBS, y fijarlas. Para ello, se afiadieron a cada compartimento 100
pL de una disolucion de paraformaldehido (Sigma-aldrich) al 4% y Hoechst 33342 (Thermofisher)
en una relacidn 1:2000, se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se lavé dos
veces con PBS. Las muestras se observaron mediante microscopia confocal con el microscopio

LSM 710 de Zeiss. Estos ensayos se hicieron por triplicado.
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6.2 Estudio de la internalizacion de los sélidos mediante citometria de flujo

Para realizar los ensayos mediante citometria de flujo se utilizaron nanoparticulas marcadas
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) anclado covalentemente a su superficie.

6.2.1 Marcaje de los sélidos MSNpg y MCM con FITC

Para el marcaje de los sélidos con un fluoréforo se unid FITC covalentemente a la superficie de

las nanoparticulas MSNpg y MCM-41.

Con este objetivo, en primer lugar, se prepard el compuesto FITC-APTES mediante una reaccién
de formacion de una urea entre el FITC y el 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES). De esta forma
se pudo anclar FITC-APTES en la superficie de las nanoparticulas. Para ello se disolvieron 77
pumoles de FITC en 10 mL de etanol, y se sonicd durante 5 minutos. A esta suspension se le
afiadieron 200 pL de 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES) y se dejo en agitacion durante 24
horas en atmdsfera inerte en oscuridad. Transcurrido este periodo se elimind el disolvente
mediante rotavaporacién, se afiadié 1 mL de acetonitrilo al FITC-APTES resultante, y se sonicé

durante 5 minutos.

En el caso de MSNpg se incubaron 30 mg de sélido con 250 pL de la disolucién de FITC-APTES,
mientras que en el caso del sélido MCM-41 se incubaron 30 mg de sdlido con 125 uL de la
suspensidn. Cuando se trataba de MSNpg se afadidé una cantidad mayor de FITC-APTES debido
a que el area superficial de estas nanoparticulas es mayor. De este modo se obtuvieron los

solidos MSNpg-FITC y MCM-41-FITC, respectivamente.

6.2.2 Realizacion del ensayo

Para los ensayos de citometria de flujo, las células MDA-MB-231 se sembraron en placas de 24
pocillos a una densidad de siembra de 50.000 células/pocillo en 1 mL de medio. Tras ser
incubadas durante 24 horas, el medio se reemplazé por suspensiones de MSNpg-FITC y MCM-
41-FITC en medio, a una concentracion de 100 pg/mL durante 30 minutos o 3 horas. Pasado el
tiempo de incubacidn las células se lavaron con PBS, se tripsinizaron, y se centrifugaron a 1.500
rpm durante 5 minutos. A continuacion, se resuspendieron en 500 pL de una disolucién al 0,4%
de azul de tripano (HyClone). Se incubaron las células durante 10 minutos y se realizé un lavado

con PBS.
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El andlisis se llevd a cabo en un equipo FACSVerse, de BD biosciences. Se establecid la intensidad
limite de deteccién por encima del valor mas alto observado en células control a las que no se

les habia afadido azul de tripano ni DAPI. Todas las pruebas se hicieron por triplicado.

7. Ensayos de inhibicion de la internalizacidn

Las células MDA-MB-231 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de siembra de
10.000 células por pocillo en 200 pL de medio completo. 24 horas después se reemplazé el
medio por una disolucion de HA en medio completo a una concentracion de 5 mg/mL, y se
incubaron las células durante 30 minutos. Posteriormente se reemplazé este medio por una
suspension de MSNpg-doxo-PEI-HA o MCM-41-doxo-PEI-HA a una concentracion equivalente de
doxorrubicina de 50 uM. Tras 48 horas, se procedid a medir la viabilidad (véase el punto 5.2
Realizacion de los ensayos de viabilidad celular, del apartado Material y métodos). Los ensayos

se realizaron por triplicado.

8. Analisis estadistico

Los andlisis de datos se llevaron a cabo con el software Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA). Se
realizd el test t-student, consderandose resultados estadisticamente significativos cuando el

valor de P era menor a 0,05.
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1. Diseno del sistema

Como se ha comentado anteriormente, el objetivo final del trabajo fue comparar dos estrategias
terapéuticas para determinar cudl de ellas resultaria mas efectiva para el tratamiento del cancer

de mama. Los nanodispositivos objeto de este estudio son los que se detallan a continuacidn:

A. N-A: Nanoparticulas basadas en MSNpg como soporte inorganico, cargadas con
doxorrubicina y miR-200c, y funcionalizadas con PEIl y HA (Figura 4A).

B. N-B: Nanoparticulas basadas en MCM-41 como soporte inorganico, cargadas con
doxorrubicina, funcionalizadas con PEl sobre el que quedarian adsorbidas las moléculas

de miR-200c, y recubiertas con HA (Figura 4B).

A. N-A

\

@ Doxorrubicina 3 miR-200c / PEI j HA

Figura 4: Representacion esqueméatica de los nanodispositivos objeto de estudio. A: N-A: MSN de
poro grande, cargadas con doxorrubicina y miR-200c, y funcionalizadas con polietilenimina (PEI) y
acido hialuronico (HA). B: N-B: MCM-41 cargadas con doxorrubicina, funcionalizadas con PEI con
miR-200c adsorbido sobre la PEI, y recubiertas con HA.

Sin embargo, debido a la poca estabilidad quimica de las moléculas miméticas de miR-200c, y
como estudio preliminar, se decidié preparar dos materiales cargados exclusivamente con
doxorrubicina y que se diferencian en el tamafio de los poros de la matriz inorgdnica. Estos

dispositivos son MSNpg-doxo-PEI-HA (Figura 5A) y MCM-41-doxo-PEI-HA (Figura 5B).
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A. MSNpg-doxo-PEI-HA B. MCM-41-doxo-PEI-HA

(- Doxorrubicina/ PEI f HA

Figura 5: Representacion esquematica de los nanodispositivos a comparar en este trabajo. A:
MSNpg-doxo-PEI-HA: MSN de poro grande (MSNpg), cargadas con doxorrubicina y funcionalizadas
con polietilenimina (PEI) y &cido hialurénico (HA). B: MCM-41-doxo-PEI-HA: MCM-41 cargadas con
doxorrubicina y funcionalizadas con PEl y HA.

Para dirigir los nanodispositivos de forma selectiva a las BCSCs, se utilizéd HA recubriendo las
nanoparticulas. Este, como se ha visto, es un ligando del receptor CD44, que esta
sobreexpresado en las BCSCs. Se trata de un glicosaminoglicano biodegradable, biocompatible
y no inmunogénico, componente principal de la matriz extracelular y esencial para el

crecimiento celular, estabilidad estructural de los 6érganos, y organizacidn tisular.

Pero ademas de recubrir las MSNs con HA, también es necesario funcionalizar su superficie con
otras moléculas que permitan el denominado escape de la via endosomal. Esto se debe a que
en general, las MSNs se internalizan en las células via endocitosis. Este es un proceso complejo
mediante el que las células utilizan parte de su membrana celular para crear una vesicula dentro
de la que quedan las particulas (endosomas), que se fusionaran posteriormente con los
lisosomas. Los lisosomas son organulos celulares con pH acido que contienen numerosas
enzimas digestivas, y la fusion endosoma-lisosoma podria provocar la degradacién de los
nanodispositivos y de las moléculas cargadas en suinterior. Por tanto, un paso fundamental para
que la terapia sea efectiva es facilitar el escape endosomal para asegurar que el contenido de
las MSNs sea liberado en el citoplasma celular. Hay muchas terapias antitumorales como la
doxorrubicina que son capaces de atravesar las membranas por lo que no es del todo necesario
gue se lleve a cabo el escape de la via endosomal y solo requieren que se prevenga la liberacion

prematura para evitar efectos no deseados como consecuencia de su efecto sobre células sanas.
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Pero en el caso de moléculas hidrofdbicas o que no tienen la capacidad de atravesar la

membrana, como es el caso de los miRNAs, si son necesarias (46).

Para lograr el escape de la via endosomal, se optd por funcionalizar las nanoparticulas con PEI.
Esta es una molécula con numerosos grupos protonables que tiene efecto de tampdn de pH
(lamado esponja de protones), que entraria a los endosomas adsorbida en los nanodispositivos,
donde provocaria un hinchamiento osmético y ruptura de la membrana endosomal sin
necesidad de ningun estimulo externo. No se conoce exactamente el mecanismo de accion de
este tipo de moléculas pero parece ser que durante el trayecto hacia los endosomas tardios o
lisosomas, los endosomas se acidifican desde pH fisioldgico hasta 5,5, lo que provoca un
aumento drastico del nivel de protonacién de la PEI. La acumulacién de cargas positivas dentro
del endosoma tardio o lisosoma esta acoplada a una entrada pasiva de aniones cloruro a través
de canales de iones para mantener la electroneutralidad. Este gran aumento de la concentracion
de iones resulta en una entrada de moléculas de agua que causan el hinchamiento del orgdnulo
y la ruptura de su membrana, y por tanto la liberacion al citoplasma de las nanoparticulas y de

su contenido (45,46,61) (Figura 6).
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CD44-HA

Resultados y discusion
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Figura 6: Representacion esquematica del mecanismo de accion de los nanodispositivos. En primer
lugar, el acido hialurénico (HA) adsorbido en la superficie de las nanoparticulas N-A y N-B seria
reconocido por el receptor de membrana CD44, lo que iniciaria el proceso de endocitosis, tras el cual
las nanoparticulas quedarian en el interior de los endosomas. A continuacién, comenzaria el proceso
de acidificacion de los endosomas, que tendria como consecuencia la protonacion de la polietilenimina
(PEI), y como consecuencia el hinchamiento osmotico del ensoma, que daria lugar a la ruptura de su
membrana y a la liberacién de las nanoparticulas y su contenido al citoplasma.

2. Sintesis de nanoparticulas y caracterizacidn

Para preparar los materiales de poro grande (MSNpg), como se ha comentado anteriormente,
se expandieron los poros del material inicial (pre-MSNpg) utilizando TMB como agente expansor
en agua y etanol (27,52). A partir del MSNpg obtenido se utilizé una fraccién para cargarlo con
doxorrubicina y funcionalizarlo con PEl y HA (MSNpg-doxo-PEI-HA), y otra para funcionalizarla

con PEl y HA (MSNpg-PEI-HA).

En cuanto al sélido MCM-41, se prepard como esta descrito en el apartado material y métodos,

y tal y como se hizo en el caso anterior, también se utilizé una fraccién para cargarlo con
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doxorrubicina y funcionalizarlo con con PEl y HA (MCM-41-doxo-PEI-HA), y otra para
funcionalizarla con PEl y HA (MCM-41-PEI-HA).

Tanto en el caso de MSNpg como de MCM-41, la carga de doxorrubicina en el interior de los
poros se realizdé en PBS 42x para mantener constante el pH de la disolucién durante todo el
proceso de sintesis del sélido final. Esto es un requisito imprescindible para que el farmaco no

se degrade debido a la subida del pH que tendria lugar en el paso de funcionalizacién con PEI.

2.1 Caracterizacién mediante isotermas de adsorcién/desorcién de nitrégeno

Con el objetivo de obtener informacion acerca del area superficial y tamafio y volumen de los
poros de los materiales MSNpg y MCM-41, se llevaron a cabo isotermas de adsorcidén/desorcién

de nitrégeno.

Las isotermas de adsorcion/desorcion de nitrégeno del material MSNpg se muestran en la Figura
7. Es posible observar un aumento gradual de la adsorcion de nitréogeno, observandose un salto
mas pronunciado a partir de P/Po > 0,7. Este perfil se corresponde con el llenado de poros de

un tamano bastante heterogéneo.
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Figura 7: Isotermas de adsorcién/desorciéon de nitrdgeno del material MSNpg.
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Mediante la aplicacién del modelo BET se calculé un area especifica de 504 m?/g. Ademas,
aplicando el modelo BJH en las medidas de adsorcion se calculé un diametro medio de poro de
7,59 nm, y un volumen de poro de 1,18 cm3/gr. En |a Figura 8 se ha representado la distribucidn
de tamafio de poro obtenida para este material, en la que se observa una distribucién muy ancha
desde alrededor de 3 nm hasta 20 nm. Se puede apreciar un pico centrado a aproximadamente
3-4 nm, y un pico mucho mas intenso centrado a 15 nm. Esta distribucién confirma lo observado

en la isoterma de adsorcion.
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Figura 8: Distribucion del tamafio de poro del material MSNpg.

En la Figura 9 se muestran las isotermas de adsorcion del material MCM-41. Se observa la curva
tipica de este tipo de sélidos mesoporosos, distinguiéndose un salto de adsorcion entre los
valores P/Po 0,2 y 0,4. Esto se corresponde con una isoterma de tipo IV, que se debe a la
condensacion del nitrégeno en el interior de los mesoporos. La ausencia de histéresis entre los

valores de P/Po de 0,2 y 0,4 sugiere la presencia de mesoporos cilindricos uniformes.
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Figura 9: Isotermas de adsorcién/desorcién de nitrogeno del material MCM-41.

Aplicando el modelo BET se calculd un area especifica de 1122 m?2/g. Ademas, aplicando el
modelo BJH en las medidas de adsorcidn (P/Py<0.6) se calculé un didmetro medio de poro de
2,53 nm, y un volumen de poro de 0,92 cm3/gr. En la Figura 10 se ha representado la distribucidn
de tamafio de poro obtenida para este material, en la que se observa una distribucidn estrecha

centrada alrededor de 2,5 nm.
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Figura 10: Distribucién del tamafio de poro del material MCM-41.
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2.2 Caracterizacion mediante medida de difraccidon de rayos X de polvo

Otra técnica utilizada para caracterizar los nanodispositivos fue la difraccién de rayos X de polvo.
Mediante este procedimiento fue posible estudiar los cambios en la estructura de los materiales
que tuvieron lugar durante los procesos de expansién de poro y calcinacién. Esto se realizé con

los materiales pre-MSNpg, MSNpg, pre-MCM-41 y MCM-41.

En el caso del material pre-MSNpg (antes de la expansion de los poros y calcinacion), se observan
los cuatro picos tipicos de los materiales mesoporosos con ordenacion hexagonal, indexados a
los picosde Bragg (100),(110),(200)y(210)(FigurallA). En el sélido MSNpg, no se observan
los picos (110),(200)y(210), debido a que la expansién del poro conlleva una reorganizacién
de la mesoestructura interna del material y un aumento del grado de desorden (Figura 11B). En
cuanto al pico (1 0 0), se mantiene, aungue se observa un desplazamiento hacia angulos mas

bajos, lo que indica que se ha producido un aumento del tamafio de los poros.
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Figura 11: Patrones de difraccion de rayos X de polvo de los materiales pre-MSNpg (A) y
MSNpg (B).

En cuanto a los patrones de difraccién de rayos X de los materiales pre-MCM-41 y MCM-41
(Figura 12), antes de la calcinacion (pre-MCM-41), como ocurria en pre-MSNpg, se observan los
cuatro picos de Bragg (1 00), (1 10), (20 0) vy (2 1 0) caracteristicos de los materiales
mesoporosos ordenados de tipo MCM-41 (Figura 12A). Tras la calcinacién (MCM-41), se siguen
observando los cuatro picos, lo que indica que se mantiene la estructura mesoporosa hexagonal,
pero se puede ver un leve desplazamiento del pico (1 0 0) hacia dangulos mas altos, como
consecuencia de la disminucion del tamafio de celda, habitual en el paso de calcinacion, debido

a la condensacién adicional de grupos silanol y al refuerzo de la estructura de las nanopariculas

(Figura 12B).
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Figura 12: Patrones de difraccion de rayos X de polvo del material MCM-41 antes (A) y
después (B) de la calcinacion.
A partir de los datos obtenidos mediante difraccion de rayos X de polvo, y aplicando la ley de
Bragg, es posible calcular la distancia interplanar (d) del material estudiado. Tomando los datos
en el plano (1 0 0) y teniendo en cuenta que los materiales de este trabajo son de simetria
hexagonal, es posible calcular el pardmetro de celda unitaria (ao), que es equivalente a la

distancia centro a centro entre poros adyacentes, mediante la ecuacidn ap= 2d100/V3.

Si se compara el parametro de celda unitaria de los materiales pre-MSNpg y MSNpg, se observa
que el valor aumenta desde 42 hasta 59 A. Esto representa un aumento de la celda unidad de
17 A, confirmando la expansién del poro. Por el contrario, cuando se realiza el mismo célculo
para los materiales de tipo MCM-41, se observa que el pardmetro de celda pasa de 47 A antes
de calcinar, a 42 A tras el proceso de calcinado, lo que concuerda con la tipica contraccién de

celda que tiene lugar durante este proceso, tal y como se ha explicado anteriormente.

2.3 Caracterizacion mediante TEM

Mediante estudios de TEM se confirmaron los resultados obtenidos con el resto de métodos de

caracterizacion.
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La visualizacién de los sélidos MSNpg y MSNpg-doxo-PEI-HA reveld que estos sélidos poseen una
morfologia esférica, con una mesoestructura desordenada como consecuencia del proceso de
expansion de los poros. En cuanto al tamafo de las nanoparticulas, se observdé que se
encontraban entre 350 y 450 nm (Figura 13). Es posible observar en las imagenes adquiridas
como la carga con doxorrubicina y la funcionalizacién con PEl y HA no causaron alteraciones

morfoldgicas.

100 nm 100 nm

Figura 13: Imagenes de los materiales MSNpg (A) y MSNpg-doxo-PEI-HA (B), obtenidas
mediante microscopia electronica de transmision.

En cuanto a los sélidos MCM-41 y MCM-41-doxo-PEI-HA, su visualizacion mediante TEM reveld
gue estos poseen una morfologia esférica, como ocurria en los anteriores, aunque en este caso
fue posible visualizar la distribucién ordenada de los poros, que pueden verse con claridad en
las imagenes obtenidas como lineas blancas y negras alternadas (Figura 14A). Como puede
observarse en la Figura 14B, la carga y funcionalizacion del material en este caso tampoco tuvo
ningun efecto en la estructura y morfologia de las nanoparticulas, aunque la estructura porosa
se observa con menor claridad debido a la presencia de moléculas en el interior y alrededor de

las nanoparticulas.

A

Figura 14: Imagenes de los materiales MCM-41 (A) y MCM-41-doxo-PEI-HA (B), obtenidas
mediante microscopia electrénica de transmision.
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3. Ensayo de liberacidn in vitro

La PEl, tal y como se ha descrito anteriormente, permite la liberacion del contenido de las
nanoparticulas a pH acido, pero puesto que ambos dispositivos tienen una capa de HA externa,
era de esperar que esta molécula impidiera la salida del contenido de las nanoparticulas en
ausencia de enzimas capaces de degradarla. Es por ello que se estudio el perfil de liberacién de
los materiales. Para ello se suspendieron los materiales MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-

PEI-HA en agua desionizada y a continuacion se introdujo agua a pH 4,5 o extracto lisosomal.

En la Figura 15 se observa el perfil de liberacién de MSNpg-doxo-PEI-HA. Se puede observar que
cuando se introduce agua a pH 4,5 no se produce una liberacién significativa de la doxorrubicina
encapsulada en los poros (inferior al 10% después de 60 minutos). Por el contrario, en presencia
de extracto lisosomal (que mimetiza el ambiente con el que se encontraran las nanoparticulas
tras ser endocitadas por las células), se observa una liberacion de doxorrubicina rapida (casi el
100% a los 10 minutos). Esta liberacion es debida a la hidrdlisis enzimatica del acido hialurdnico

y la posterior protonacion de la PEI.
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AguaapH4.5  =e=Extracto lisosomal (pH 4.5)

Figura 15: Cinética de liberacién de doxorrubicina de una suspension de nanoparticulas MSNpg-
doxo-PEI-HA tras la adicidon de un estimulo de agua a pH 4,5 o extracto lisosomal.

En el caso de los nanodispositivos MCM-41-doxo-PEI-HA (Figura 16), los resultados son muy
similares a los obtenidos con el sdlido anterior, observandose que cuando Unicamente estd
presente el estimulo de pH la liberacidon de doxorrubicina es insignificante (menor del 10% a los
60 minutos), mientras que cuando se expone al extracto lisosomal se produce la liberacion de la

doxorrubicina cargada en el interior de los poros en un corto periodo de tiempo.
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Figura 16: Cinética de liberacion de doxorrubicina de una suspensién de nanoparticulas MCM-41-
doxo-PEI-HA tras la adicion de un estimulo de agua a pH 4,5 o extracto lisosomal.

Estos resultados son consistentes con que las nanoparticulas no van a liberar su contenido hasta

haber sido endocitadas por las células, y encontrarse en el lisosoma de estas.

4, Ensayo de toxicidad hematolégica

A pesar de que los estudios de liberacidn in vitro demostraron que las nanoparticulas no liberan
su contenido hasta ser endocitadas por las células, se quiso comprobar que los nanodispositivos
no resultan dafiinos para las membranas celulares. Esto se debe a que las nanoparticulas
contienen PEl, que podria causar citotoxicidad debido a que es un polimero altamente

ramificado y a su carga positiva.

Para evaluar la capacidad de los sdlidos para causar dafio a membranas celulares, se realizd un
ensayo de hemotoxicidad. En este se utilizd sangre humana, a partir de la que se aislaron
eritrocitos que fueron incubados con nanoparticulas o con PEl libre a diferentes concentraciones
durante una hora. Transcurrido el tiempo de incubacién fue posible determinar el porcentaje de
eritrocitos que se habian lisado, mediante la cuantificacion de hemoglobina. Para establecer el
100% de hemdlisis se utilizd Tritdén X-100, y como control negativo se utilizé PBS. Los ensayos se
llevaron a cabo con el material MSNpg-PEI-HA, puesto que tiene una mayor area superficial y
por tanto una mayor capacidad de adsorcién de PEI, que es la molécula que tiene la capacidad

de producir dafo a las membranas.
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En la Figura 17 se muestra el porcentaje de eritrocitos lisados en cada caso, que es indicador del
dano producido a las membranas. Cuando se trataba de PEl libre, puede observarse como se
produce un aumento del porcentaje de hemolisis a partir de 0,1 mg/mL, llegando a provocar
aproximadamente el 30% de hemolisis con 0,3 mg/mL. En el caso de las nanoparticulas, la
cantidad de estas que se incubaron en cada caso fue calculada de modo que la cantidad de PElI
total fuera equivalente a la de PEl libre. Se puede observar en la Figura 17 como ninguna de las
concentraciones utilizadas produjo efectos hemoliticos (no superdé el 3% de hemolisis), lo que
permite considerar que a estas concentraciones no causan dafio en la membrana de los
eritrocitos. Esto podria ser debido a la presencia de la capa de HA que se encuentra en el exterior

de los nanodispositivos, que podria impedir el contacto de la PEIl con las membranas celulares.
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Figura 17: Actividad hemolitica de PEI y MSNpg-PEI-HA. Porcentaje de eritrocitos humanos
incubados con PEI o MSNpg-PEI-HA, que han perdido la integridad de membrana tras 1 hora de
incubacion.

5. Ensayos de viabilidad celular

Se llevaron a cabo distintos estudios de viabilidad para comprobar la citotoxicidad de los
nanodispositivos obtenidos. Estos se realizaron en la linea celular MDA-MB-231 de CMTN. Para
calcular la cantidad necesaria de nanoparticulas en cada caso, se tuvo en cuenta que las
nanoparticulas adsorbieron la totalidad de la doxorrubicina afiadida en el proceso de carga. Se

utilizaron como control células no tratadas.
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Por un lado, quiso compararse la eficacia de los sdlidos cargados con doxorrubicina en
comparacién con los equivalentes sin citotoxico (Figura 18). El objeto de este estudio fue
comprobar si el efecto citotdxico observado se debia a la liberacién del farmaco en el interior

de las células o a la presencia de los nanodispositivos.
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Figura 18: Resultados del ensayo de viabilidad realizado en la linea celular MDA-MB-231. Las
células fueron tratadas con los s6lidos MSNpg-doxo-PEI-HA y MSNpg-PEI-HA (A), 0o MCM-41-doxo-
PEI-HA y MCM-41-PEI-HA (B) durante 48 horas (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).

Como puede observarse en la Figura 18, en ambos casos los nanodispositivos cargados con
doxorrubicina disminuyen la viabilidad celular. Cuando se compard la citotoxicidad del material
MCMpg-doxo-PEI-HA con su equivalente no cargado con doxorrubicina, se observaron
diferencias estadisticamente significativas cuando se utilizaron concentraciones equivalentes de
doxorrubicina mayores de 10 uM. Cabe comentar que, en este caso, se observé que la
nanoparticula no cargada con el citotéxico produjo una disminucién de la viabilidad celular.
Cuando se realizaron los ensayos para comparar el sélido MCM-41-doxo-PEI-HA con el mismo
sin cargar, se observaron diferencias estadisticamente significativas a partir de una

concentracién equivalente de doxorrubicina de 5 uM.

Por otra parte, con los resultados obtenidos también fue posible comparar la eficacia de los
nanodispositivos MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA (Figura 19). En este caso, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 19: Resultados del ensayo de viabilidad realizado en la linea celular MDA-MB-231. Las
células fueron tratadas con los sélidos MSNpg-doxo-PEI-HA 0 MCM-41-doxo-PEI-HA durante 48
horas.

6. Estudio de la internalizacion de los sélidos

La internalizacion de las nanoparticulas se estudié mediante microscopia confocal y citometria

de flujo.

6.1 Estudio de la internalizacion de los sélidos mediante microscopia confocal

Para la realizacién de este ensayo se trataron células MDA-MB-231 con las nanoparticulas
MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA durante 30 minutos y 3 horas, y a continuacién se
fijaron y observaron las células mediante microscopia confocal con el fin de observar si se

producia la internalizacién de estas nanoparticulas.

En la Figura 20 se muestran las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal tras tratar
las células con una concentracién de 100 pg/mL de nanoparticulas. Tal y como muestran las
fotografias, no existen diferencias apreciables en cuanto a la internalizacidn de los dos tipos de
nanoparticulas. En ambos casos puede verse como las células son capaces de internalizar las
nanoparticulas, y se observa la sefial de fluorescencia de la doxorrubicina (rojo) en el citoplasma
celular. Este farmaco ejerce su accién en el nucleo celular, en el que no se observa fluorescencia
emitida por la doxorrubicina, lo que podria ser debido a que las imagenes estan tomadas
transcurrido un corto periodo de tiempo tras el tratamiento, que podria ser insuficiente para la

llegada del farmaco al nucleo.
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Figura 20: Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal: células MDA-MB-231 tratadas con
con los sélidos MSNpg-doxo-PEI-HA durante 30 minutos (A) y 3 horas (B), y con el sélido MCM-41-
doxo-PEI-HA durante 30 minutos (C) y 3 horas (D) con una concentracion de 100 pg/mL. Se observa
en rojo la fluorescencia emitida por la doxorrubicina.

6.2 Estudio de la internalizacion de los sélidos mediante citometria de flujo

Puesto que el estudio de internalizacién de los sélidos mediante microscopia confocal no
permitié ver diferencias en cuanto a la velocidad de internalizacién de los dos tipos de sdlidos,
se decidié llevar a cabo un estudio mediante citometria de flujo, ya que esta técnica permite
determinar con una mayor exactitud el nimero de células que han endocitado las
nanoparticulas a diferentes tiempos. Para ello se utilizaron nanoparticulas marcadas con FITC
unido covalentemente a su superficie. Empleando este fluoréforo es posible llevar a cabo un
protocolo que permite discernir entre las nanoparticulas endocitadas y aquellas que se

encuentran en el exterior de las células, incluso si estan adheridas a su superficie.

Para la realizacion de estos ensayos se incubaron las nanoparticulas MSNpg-FITC o MCM-41-
FITC con células MDA-MB-231 durante 30 minutos o 3 horas, y a continuacion se lavaron las
células y se incubaron con azul de tripano, que tiene la capacidad de extinguir la fluorescencia

verde emitida por las nanoparticulas que se encuentran en el exterior de las células.
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En la Figura 21 se muestran los resultados obtenidos mediante citometria de flujo. Se observa
como a los 30 minutos de afiadir las nanoparticulas, el porcentaje de células que han
internalizado MSNpg-FITC es menor que el de células que internalizan MCM-41-FITC, aunque
estas diferencias no son estadisticamente significativas. Tras 3 horas de incubacién se comprobé
gue la cantidad de MSNpg-FITC habia aumentado respecto del tiempo anterior, mientras que
no hubo grandes cambios en el nimero de células que habian endocitado el material MCM-41-

FITC. En este caso, tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 21: Internalizacién de los sélidos MSNpg-FITC y MCM-41-FITC, medida mediante citometria
de flujo.

Los resultados obtenidos eran predecibles ya que las nanoparticulas con MCM-41 como soporte
inorganico, como se ha visto, tienen un tamafio menor y por tanto pueden ser endocitadas mas

facilmente por las células que las de tipo MSNpg.

7. Ensayos de inhibicion de la internalizacidon

Se realizaron ensayos de inhibicion de la internalizacién para comprobar que las nanoparticulas
se dirigen especificamente a células que expresan el receptor CD44. Con este fin se incubaron
las células objeto de estudio con una disolucidon de HA libre. Este tiene la capacidad de unirse
especificamente a los receptores CD44 e inhibir la interacciéon entre el receptor y el acido

hialurénico adsorbido en la superficie de las nanoparticulas.
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Como puede observarse en la Figura 22, en ambos casos la preincubacion con HA libre previa al
tratamiento con las nanoparticulas provoca una disminucién estadisticamente significativa del
efecto citotodxico. Se utilizaron como control las mismas células tratadas con acido hialurénico

para comprobar que este no tenia ningun efecto sobre la viabilidad celular.
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Figura 22: Comparacion del efecto citotoxico de los solidos MSNpg-doxo-PEI-HA (A) o MCM-41-
doxo-PEI-HA (B), con o sin preincubar las células con HA (5 mg/mL) durante 30 minutos (*P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001).

El hecho de inhibir los receptores CD44 provocd una disminucion estadisticamente significativa
del efecto citotéxico de las nanoparticulas, por lo que es posible afirmar que las nanoparticulas
se dirigen a este receptor de membrana, y esto desencadenaria el proceso de endocitosis

mediada por CD44.

Como se ha comentado anteriormente, en este trabajo se han realizado estudios para evaluary
comparar la eficacia de nanoparticulas equivalentes a N-A y N-B no cargadas con moléculas

miméticas de miR-200c.

Los materiales MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA se han disefiado, sintetizado vy
caracterizado mediante las técnicas estandar. Ademas, se ha comprobado que ambos sistemas
liberan el contenido de forma selectiva cuando se exponen a estimulos que simulan el ambiente
lisosomal y que resultan citotdxicos para células tumorales de cdncer de mama, efecto que se
ha demostrado que estd mediado por su selectividad para dirigirse a células que expresan el

receptor CD44 (sobreexpresado por BCSCs). También se ha observado que las nanoparticulas de
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tipo MSNpg, a pesar de su mayor tamafio pueden ser internalizadas con una alta eficacia por las

células, aunque a una menor velocidad que las MCM-41.

Estos ensayos no han permitido establecer grandes diferencias entre los dos tipos de
nanodispositivos, que permitan descartar alguno de ellos. Es por ello que se espera continuar
con este proyecto, sintetizando los nanodispositivos N-A y N-B y comparando tanto su eficacia

para administrar las moléculas miméticas de miR-200c, como su efecto sobre las BCSCs.
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Las conclusiones de este trabajo son:

1. Se han disefiado, sintetizado y caracterizado los nanodispositivos MSNpg-doxo-PEI-HA

y MCM-41-doxo-PEI-HA.

2. Se han realizado estudios de liberacidon in vitro que han permitido comprobar que los
nanodispositivos Unicamente liberan el farmaco cargado en el interior de sus poros en

presencia de estimulos que simulan el ambiente lisosomal.

3. Se han realizado estudios de toxicidad hematoldgica utilizando sangre humana,
mediante los que se ha demostrado que las nanoparticulas no producen dafio a las

membranas celulares, a pesar de que contienen PEI, que se considera téxica.

4. Sehanrealizado estudios de viabilidad para comprobar el efecto citotéxico de los sélidos
sobre células de linea celular de CMTN MDA-MB-231, mediante los que se ha
comprobado que MSNpg-doxo-PEI-HA y MCM-41-doxo-PEI-HA tienen un efecto
citotéxico. A partir de estos estudios no se pudieron establecer diferencias

estadisticamente significativas entre la eficacia de ambos dispositivos.

5. Sehanrealizado estudios de internalizacién de los materiales para determinar la eficacia
con la que son endocitados por las células, en los que se ha comprobado que, aunque
la MSNpg es endocitada mas lentamente por las células, no se observan diferencias

estadisticamente significativas entre ambos nanodispositivos.

6. Se han realizado estudios de inhibicion competitiva de la internalizacién en los que se
ha demostrado que los dos tipos de nanoparticulas se dirigen preferentemente a las

células que expresan el receptor CD44.
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