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Resumen: Las nanoparticulas de silice mesoporosas (MSNs) suponen una novedosa plataforma de sistemas de “drug
delivery”, disminuyendo la citotoxicidad del farmaco y pudiendo ser funcionalizadas para un aumento de su efectividad.
Actualmente se esté investigando su actividad en numerosas enfermedades, entre las que destaca el cancer. EIl céncer,
como conjunto de enfermedades, es la principal neoplasia maligna en mujeres y la segunda a nivel mundial, habiéndose
diagnosticado en 2020 méas de 2,2 millones de nuevos casos. De éstos, el 15% pertenecen al subtipo triple negativo
(TNBC), definido por la ausencia de receptores tanto hormonales como del factor de crecimiento epidérmico HER2, lo
que dificulta el desarrollo de tratamientos. En este trabajo se ha confirmado el efecto antitumoral de las MSNs cargadas
con un farmaco proapoptoético frente al TNBC mediante técnicas de viabilidad celular y ensayos de apoptosis

confirmandose el mecanismo de accion.
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1. INTRODUCCION

La nanomedicina es una de las areas de la nanotecnologia
(rama de la ciencia encargada del estudio de materiales
cuyo tamafio oscila entre 1 y 100 nm) basada en la
aplicacion de nanomateriales en biomedicina. Los
nanomateriales poseen unas caracteristicas fisico-
quimicas Unicas que mejoran los parametros
farmacocinéticos de los tratamientos convencionales.
Actualmente hay diversas aproximaciones para el uso de
nanomateriales en investigacion biomédica y es su uso
como sistemas de “drug delivery”, una de las
aplicaciones con mayor potencial [1]. Por tanto, el
desarrollo de nanosistemas permite mejorar la absorcion
y distribucién de farmacos para el tratamiento de
infecciones bacterianas o incluso el tratamiento de
determinados tipos de cancer mediante la dosificacion de
farmacos antitumorales [2,3]. En el &mbito de los
nanomateriales existe una gran variedad de tipos que se
pueden clasificar atendiendo a su estructura quimica en
nanomateriales organicos e inorganicos [4]. Las
nanoparticulas de silice mesoporosas (MSNSs) [5] son un
tipo de nanomateriales inorganicos que suponen una
novedosa herramienta para el transporte de farmacos por
su gran variedad de tamafios y porosidad, la capacidad
que tienen para disminuir los efectos citotdxicos de los
farmacos portados y su gran capacidad de carga por la
elevada relacion superficie-volumen, lo que ha hecho que

cada vez mas investigadores pretendan utilizar estas
nanoparticulas para una gran variedad de tratamientos
frente a numerosas enfermedades, destacando su
presencia en tratamientos antitumorales [6].

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas
por la multiplicacion descontrolada de ciertas células
anormales del organismo, sobrepasando los limites
habituales de proliferacion e invadiendo partes
adyacentes del organismo. Es la segunda causa de
mortalidad en la Unién Europea [7] y, en 2020, se
produjeron aproximadamente 10 millones de muertes por
cancer, y se diagnosticaron mas de 19 millones de nuevos
casos en todo el mundo. El cancer de mama fue en 2020
el tipo de cancer con mayor nimero de casos.

El cancer de mama se caracteriza por una gran
heterogeneidad intratumoral y actualmente esta
clinicamente dividido en: Luminal A, Luminal B, HER2
positivo y cancer de mama triple negativo (TNBC). El
subtipo TNBC, tratado en este estudio, se caracteriza por
la ausencia de receptores, lo que hace que no tenga
actualmente un tratamiento dirigido [8]. Las células del
TNBC suelen portar mutaciones en los genes BRCA
encargados de llevar a cabo la reparacion de roturas
dobles de ADN mediante recombinacién homoéloga, lo
que hace que sean susceptibles a tratamientos dirigidos a
este sistema de reparacion [10,11]. La proteina poli
(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), es la encargada de
llevar a cabo la reparacién celular en estas células
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mutadas, por lo que su inhibicion desencadena la partida
de la viabilidad celular [11].

En las ultimas décadas, se han desarrollado numerosos
compuestos para tratar el TNBC. Algunas de estas drogas
han mostrado actividad clinica en otros tumores, como es
el caso de los miméticos de BH3, dirigidos contra la
familia de proteinas antiapoptéticas Bcl2 [12]. En la
actualidad también hay farmacos inhibidores de PARP
aprobados para su uso como monoterapias en el TNBC
con mutacion en BRCA, testados en ensayos clinicos de
fase 111 [13,14]. Estos farmacos mejoran el pronéstico del
50% de los pacientes con TNBC mutados en BRCA, pero
también se ha dado el caso de resistencias [15], y tienen
asociados multiples efectos secundarios.

En esta linea, se desarrollan nuevas formas de liberacién
de los farmacos antitumorales para que puedan mejorar
su eficacia minimizando los efectos secundarios.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Sintesis de las nanoparticulas mesoporosas de silice

La sintesis de las nanoparticulas mesoporosas de silice
fue realizada de acuerdo al procedimiento descrito
previamente por Diaz-Garcia y colaboradores [6].

2.2. Caracterizacién por Microscopia Electrénica de
Transmisién (TEM)

Los nanomateriales se caracterizaron mediante TEM de
tal modo que se pueda obtener tanto la morfologia como
el tamafo de las nanoparticulas. Esta técnica permite el
estudio de materiales de escala nanométrica como es el
caso de las MSNs, proporcionando informacién tanto
quimica como estructural de las mismas, informacién no
accesible mediante microscopia oOptica.

2.3. Lineas celulares

La linea celular de cancer de mama triple negativo,
MDA-MB-231 (MDA) fue proporcionada por ATCC.
Las células se mantuvieron en medio DMEM con alto
contenido en glucosa suplementado con suero bovino
fetal al 10% y antibidticos: penicilina-estreptomicina
(1%) y ciprofloxacino (1%). Las células se mantuvieron
a37°Cy 5% de CO. El medio fue cambiado y las células
fueron tripsinizadas cada 3-4 dias.

2.4. Ensayo de Viabilidad Celular

Para realizar este ensayo se sembrd la linea celular MDA-
MB-231 en una placa de 48 pocillos mediante el pipeteo
de 7.500 células en un volumen de 200 pL de DMEM,
incubandose la placa a 37°C y 5% de CO; durante 24
horas. Al dia siguiente, se trato cada pocillo con 200 pL
de soluciones crecientes de nanoparticulas mediante
dilucion seriada (200 - 12,5 uM) y se dej6é incubar
durante 72 horas. Este tratamiento se llevé a cabo
paralelamente con un tratamiento con el farmaco que
portaban las nanoparticulas. Pasado este tiempo, se retird
el medio y se afiadieron 200 uL de una solucién de MTT
(0.5 mg/mL en DMEM sin rojo fenol) incubando la placa
a 37°C y 5% de CO2 durante 40 minutos. Finalmente, se

retird la solucion de MTT y se afiadieron 200 pL de
dimetilsulféxido (DMSO), midiéndose la absorbancia a
555 nm y a 690 nm, (Abs = Abssss - AbSssg). El
procedimiento se realizé por triplicado.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacién por Microscopia Electrénica de
Transmisién

La caracterizacién por TEM muestra una morfologia
parcialmente esférica con una distribucién hexagonal y
ordenada de los poros. En la Figura 1. se muestra la
morfologia caracteristica de este tipo de nanoparticulas,
asi como la estructura interna que presentan en forma de
canales hexagonales paralelos que recorren toda la
nanoparticula. Estas nanoparticulas presentan tamafios
méas bien homogéneos que no superan los 200 nm de
longitud.

Figura 1. Imagen TEM de las nanoparticulas de silice
mesoporosas con el fArmaco incorporado.

3.2. Ensayos Biol6gicos

Tras la caracterizacion de las nanoparticulas se procedié
a evaluar la actividad biol6gica que tenian éstas, en
comparacion al tratamiento con el faormaco que portaban.
Para ello se realizaron ensayos de viabilidad celular con
los que determinar la cantidad minima necesaria para
inhibir el 50% de la viabilidad celular de las células
tumorales MDA-MB-321 del subtipo TNBC. Los
resultados se reflejan en la Figura 2. apreciandose una
actividad antitumoral de las MSNs incluso a la
concentracion mas baja evaluada (12.5 pM), esta
actividad es dosis-creciente.
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Ensayo de Viabilidad Celular
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Figura 2. Ensayo de viabilidad celular para las células
tumorales MDA-MB-231 con nanoparticulas de silice
que portan un farmaco antitumoral (MSN - Farmaco) y el
farmaco convencional.

Posteriormente, se determing el valor de 1Cso para ambos
tratamientos (Tabla 1). A las condiciones del ensayo, el
tratamiento con el farmaco mostré un valor de 1Csy de
127.3 uM, mientras que, para el tratamiento con las
nanoparticulas, este valor se redujo hasta la
concentracion de 112.4 uM.

Tabla 1. Concentraciones para reducir de la viabilidad
celular de la linea MDA-MB-231 en un 50%.

Tratamiento ICs0 (UM)
Farmaco 127.3
MSN-Farmaco 112.4

4. DISCUSION

En este estudio se sintetizaron nanoparticulas
mesoporosas de silice a las que se les incorpor6 un 10%
en masa de un farmaco, se caracterizé su forma por la
técnica de TEM, y se evalud su actividad antitumoral
frente a la linea celular tumoral de TNBC MBA-MD-
231, comparando la actividad de la MSNs frente a la
actividad del tratamiento con el farmaco convencional.

Los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad
celular (Figura 2) demuestran la elevada actividad
antitumoral de las MSNs portadoras del farmaco
antitumoral, siendo reportado por primera vez la
actividad de este nanosistema. En la Figura 2 se observa
ya una disminucion de la viabilidad celular a
concentraciones muy bajas que va creciendo con la dosis
tanto para las nanoparticulas como para el tratamiento
solo con el farmaco. Con estos resultados se calcularon
los ICso para ambos tratamientos, las nanoparticulas
mostraron un menor ICsp que el tratamiento
convencional,  consiguiendo asi  disminuir la
concentracion necesaria para reducir la viabilidad celular
en un 50% de 127.3 uM a 112.4 uM, lo que derivaria en
una posible mejora del tratamiento mediante la
vehiculizacion del farmaco en las MSNs. Esta actividad
del farmaco frente a lineas celulares de cancer de mama

ha sido reportado previamente, asi Pierce et al. [16]
demostraron la elevada actividad de este inhibidor de
PARP frente a 14 lineas celulares de cancer de mama,
tanto del subtipo TNBC como de los demas subtipos, lo
que indica que este tipo de tratamiento puede usarse
como terapia dirigida para el TNBC.

La alternativa de nanomedicina en el tratamiento del
cancer estd experimentando un gran desarrollo en los
ltimos afios. Asi, algunos autores ya han reportado
resultados esperanzadores empleando nanoparticulas
lipidicas como “carrier” de numerosos farmacos,
aumentando su eficacia en el tratamiento del cancer de
mama [17]. Asimismo, las nanoparticulas de silice se
estan estudiando como sistema de administracion de
farmacos para el tratamiento de numerosos tipos de
cancer como el cancer de pulmon [18], el retinoblastoma
[19], o el cancer de mama entre otros.

Los presentes resultados, demuestran el gran potencial
que tienen estos sistemas de “drug delivery” en el
desarrollo de terapias dirigidas para humerosos tipos de
cancer, al tener la capacidad de mantener o incluso
incrementar la actividad biol6gica de los farmacos que
transportan. Esto hace de la nanotecnologia una interesa
estrategia para encapsular y dirigir farmacos, pudiendo
crear asi terapias dirigidas para diferentes tipos de cancer
que actualmente no tengan una terapia establecida, como
podria ser el caso del TNBC.
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