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RESUMEN

Hoy en dia, el cancer de mama es el segundo cancer mas extendido a nivel mundial y el mas
frecuente en mujeres. Para este tipo de céncer, la enzima metaloproteasa 9 (MMP-9) ha sido
investigada como biomarcador en numerosos estudios, debido a que presenta una elevada
expresion en el tejido mamario tumoral. Este hecho se debe a que MMP-9 esta involucrada en
diferentes etapas de la carcinogénesis como es la proliferacion tumoral, la angiogénesis y la
invasién y metdstasis. Por otra parte, los diferentes tipos de tratamiento estandar para las
pacientes de cancer de mama, entre los que se encuentran la cirugia, la radioterapia, la
quimioterapia, la terapia con hormonas y la terapia dirigida, estdn evolucionando actualmente
gracias a la nanomedicina.

Por tanto, este estudio se centra en analizar la potencialidad del uso de MMP-9 en las lineas
celulares MCF-7, MDA-MB-231y 4T1 del cancer de mama mediante la nanotecnologia. Para ello,
se ha optado por tres enfoques diferentes. El primero utiliza la MMP-9 para dirigir a las
nanoparticulas hacia el tumor vy, asi, poder detectar y evaluar el cancer de mama mediante
técnicas de imagen. Aunqgue el segundo planteamiento vuelve a utilizar a esta enzima como guia,
también la emplea para administrar el farmaco incorporado a la nanoparticula en el interior del
tumor. Por Ultimo, se analiza la utilizacidn de nanoparticulas para inhibir la actividad de la
enzima MMP-9 en las diferentes etapas de la carcinogénesis en las que participa. Para la
inhibicién de esta enzima no solo se ha considerado las nanoparticulas que tienen a MMP-9
como diana, sino también aquellas que bloguean algun factor de la ruta metabdlica en la que
esté involucrada.

Se ha comprobado que tanto los nanosensores como los nanotransportadores dirigidos por
MMP-9 son bastante eficaces, aunque no tienen una elevada especificidad entre las gelatinasas.
Por otro lado, los tratamientos con nanoparticulas que regulan a MMP-9 como diana han
demostrado tener una buena eficacia, considerando la citotoxicidad que produce en el
organismo. La revisidn realizada permite concluir que esta nueva técnica presenta resultados
prometedores en la actualidad y plantea la necesidad de investigar con mayor profundidad para
poder aplicarla a la practica clinica.

Palabras claves: cancer de mama, MMP-9, nanomedicina, nanoparticulas.



ABSTRACT

Nowadays, breast cancer is the second most widespread cancer worldwide and the most
frequent in women. For this type of cancer, the metalloprotease enzyme 9 (MMP-9) has been
investigated as a biomarker in numerous studies, due to the facts its presents a high expression
in the mammary tumor tissue. This is due to the fact that MMP-9 is involved in different stages
of carcinogenesis such as tumor proliferation, angiogenesis and invasion and metastasis.
Furthermore, the types of standard treatment for cancer patients, as radiotherapy,
chemotherapy, hormone therapy and targeted therapy, are currently evolving thanks to
nanomedicine.

Therefore, this research focuses on analyzing the potential use of MMP-9 in breast cancer cell
lines MCF-7, MDA-MB-231 and 4T1 through nanotechnology. In order to do this, three different
approaches have been chosen. The first uses MMP-9 to direct the nanoparticles to the tumor,
and thus, to detect and evaluate breast cancer using imaging techniques. Although the second
approach uses this enzyme as a guide as well, it also employs it to administer the drug
incorporated into the nanoparticle into the tumor. Finally, the use of nanoparticles is analyzed
to inhibit the activity of the MMP-9 enzyme in the different stages of carcinogenesis in which it
participates. For the inhibition of this enzyme not only have they been considered both the
nanoparticles that have MMP-9 as a target, but also those which block any factor of the
metabolic pathway in which it may be involved.

It has been confirmed that both nanosensors and nanotransporters driven by MMP-9 are quite
effective, in spite of not having a high specificity among gelatinases. On the other hand, the
treatments with nanoparticles that regulate MMP-9 as a target have been proven to have a good
efficacy, considering the cytotoxicity it produces in the organism. The review carried out allows
us to conclude that this new technique presents promising results nowadays, and raises the
need to investigate in greater depth to be able to apply it to clinical practice.

Key words: breast cancer, MMP-9, nanomedicine, nanoparticles.



INTRODUCCION

1. Cancer de mama

El cancer de mama es el segundo cancer mas comun a nivel mundial y el mas frecuente en
mujeres, sobretodo en Asia con un 43.6% de incidencia. Respecto a la mortalidad, es el quinto
cancer que produce mas muertes en todo el mundo con un 6.6%, por detrds del cancer de
pulmon (18.4%), colorrectal (9.2%), estémago (8.2%) e higado (8.2%), como se puede observar
en la figura 1. Tanto la incidencia como la mortalidad son Unicamente de mujeres, ya que no ha
habido ningln caso de cancer de mama en hombres [1].

Nuimero de nuevos casos en 2018, ambos sexos, todas las edades Nimero de muertes en 2018, ambos sexos, todas las edades

Pulmén
2093876 (11.6%) Pulmén

1761007 (18.4%)

/ Mama Otros cénceres
4 ) 208884911150 3422417 (35.8%)
Otros canceres / i
7753 946 (42.9%) L — Colorrectal Colorrectal
< 1849518 (10.2%) 880 792 (9.2%)
Préstata Préstata Estémago
1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Cuello uterino Estémago Péncreas Higado
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781631 (8.2%)
Eséfago Higado Eséfago EEET Mama
572034 (3.2%) 841080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)
Total: 18 078 957 casos Total: 9 555 027 muertes

Figura 1. NUmero de nuevos casos y muertes causados por el cancer en todo el mundo en 2018,
independientemente del sexo y la edad [1].

Segln la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), en 2018, se diagnosticaron
mas de 2 millones de nuevos casos, representando el 11.6% de todos los canceres. Por otro lado,
el nimero de casos prevalentes en 5 afios es el mas elevado de todos los tipos de cancer, con
mas de 6.5 millones de casos, sobretodo en Asiay Europa (38.2% y 29.9%) [1].

1.1. Tratamientos

Segun el Instituto Nacional del Cancer (NIH), las recomendaciones del plan de tratamiento son
muy personalizadas y dependen de varios factores, entre ellos [2]:

- El subtipo de tumor, que incluye el estado de los receptores de hormonas (RE-receptor
de estrégeno- y RP-receptor de progesterona-) y el estado del HER2.

- El estadio del tumor.

- Los marcadores gendmicos.

- La edad de la paciente, el estado de salud general, el estado de la menopausia y sus
preferencias.

- La presencia de mutaciones conocidas en los genes heredados del cancer de mama
(BRCA1 0 BRCA2).



Los diferentes tipos de tratamiento estandar para los pacientes de cancer de mama son la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, la terapia con hormonas y la terapia dirigida.

Por lo general, se recomienda cirugia para extirpar el tumor cuando se trata de un caso de
carcinoma ductal in situ (DCIS) o de un cancer de mama invasivo en estadio temprano. Para
aquellos tumores mas grandes o que crecen mas rapidamente, se aconseja un tratamiento
sistémico con quimioterapia o terapia hormonal antes de la cirugia. Hay casos en que es
imposible realizar una cirugia para extirpar el cancer (inoperables), por lo que se recomendara
otras formas de tratamiento como la quimioterapia, la terapia dirigida, la radioterapia y/o la
terapia hormonal y asi, poder reducir el tamafo del tumor. Por ultimo, para los casos de cancer
recurrente, el tratamiento va a depender de como se trato el tumor en un principio y del subtipo
molecular (RE, RP y HER2) [3].

A continuacion, se presentaran las opciones de tratamiento mas frecuentes para el cancer de
mama, teniendo en cuenta los sintomas y efectos secundarios que pueden causar, ya que es una
parte importante de la atencidn del cancer.

1.1.1. Cirugia

La cirugia es la extirpacion del tumor y el tejido circundante mediante una operacién. La cirugia
también se utiliza para evaluar si existe diseminacion a los ganglios linfaticos axilares cercanos
al tumor [3].

Por lo general, los pacientes tienen mas opciones quirdrgicas cuanto mas pequefio es el tumor.
Los tipos de cirugia incluyen los siguientes:

— Lumpectomia: consiste en la extirpacion del tumor y de un pequefio margen de tejido sano
alrededor del tumor, conservando la mayor parte de la mama. También se puede extirpar
algunos ganglios linfaticos debajo del brazo y parte del revestimiento de la pared toracica si el
cancer se encuentra cerca. En general, después de la cirugia en los casos de tumores invasivos,
se recomienda radioterapia en el tejido mamario restante. La radioterapia después de la cirugia
puede ser una opcidn de acuerdo con el paciente y las caracteristicas del tumor en el caso de
DCIS. La lumpectomia también puede llamarse cirugia conservadora de la mama, mastectomia
parcial, cuadrantectomia o mastectomia segmental [2,3].

— Mastectomia: es la extirpacién quirdrgica de toda la mama. Existen diferentes tipos de
mastectomia. La mastectomia total o simple es la cirugia para extirpar toda la mama con cancer.
También se pueden extirpar algunos de los ganglios linfaticos axilares para llevar a cabo una
evaluacion en busca del tumor, bien en la misma operacién o de forma posterior. Este
procedimiento se realiza a través de una incisién separada. La mastectomia radical modificada
es la cirugia que extirpa el tumor junto con toda la mama, muchos ganglios linfaticos axilares, el
revestimiento de los musculos pectorales y, a veces, parte de los musculos de la pared toracica
[2,3].
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Figura 2. Lumpectomia. El cirujano realiza un corte en el seno lo suficientemente grande como para

extirpar el tumor y parte del tejido. Causa una pequeia cicatriz y puede haber una deformacién del
seno que se puede arreglar con cirugia reconstructiva [2,4].
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Figura 3. Mastectomia. En la mastectomia total, la linea de puntos muestra el lugar donde se extirpa
toda la mamay puede que algunos ganglios linfaticos y en la mastectomia radical modificada, muestra
el lugar donde se extirpa tanto toda la mama como algunos ganglios linfaticos y puede que parte de
los musculos de la pared tordcica. Una mastectomia causa una gran cicatriz [2,4].

La terapia neoadyuvante administrada antes de la cirugia se utiliza para reducir el tamafio del
tumor vy la cantidad de tejido que es necesario extirpar durante la misma. Después de la cirugia,

algunos pacientes reciben tratamiento posoperatorio o terapia adyuvante para disminuir el
riesgo de recaida [2].

Si el paciente se le realiza una mastectomia, tal vez sopese la opcidn de reconstruccién de la
mama. Esta se puede hacer en el momento de la mastectomia o después de cierto tiempo con
tejido del paciente o mediante implantes rellenos con una solucién salina o un gel de silicona

[2].

1.1.2. Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento para el cancer en el que se usan rayos X de alta energia u otros
tipos de radiacién para destruir células cancerosas o impedir que crezcan. Existen dos tipos de

radioterapia, dependiendo de la forma en la que se administra y del estadio del tumor que se
esté tratando [2]:



- Radioterapia externa: la fuente de radiacién es externa al paciente. Este tipo es el mas
frecuente para tratar el cancer de mama.

- Radioterapia interna (braquiterapia): se usa una sustancia radiactiva sellada en agujas,
semillas, alambres o catéteres que se colocan directamente dentro del tumor o cerca
de éste. Si se utiliza estroncio-89 (un radionuclido), sirve para aliviar el dolor causado
por metdstasis 6seas del cancer de mama.

Ademas, la radioterapia puede administrarse antes o después de la cirugia [3]:

- La radioterapia adyuvante se administra después de la cirugia. Después de una
lumpectomia, se suele administrar radioterapia con mayor frecuencia, y después de una
mastectomia, va a depender de las caracteristicas del tumor. Se suele aconsejar la
radioterapia después de la mastectomia cuando los tumores son grandes, muchos de
los ganglios linfaticos presentan cancer, las células cancerosas se encuentran fuera de
la capsula del ganglio linfatico y el tumor ha crecido hasta afectar la piel o la pared
toracica.

- Laradioterapia neoadyuvante se administra antes de la cirugia para disminuir el tamafio
de un tumor grande, y asi facilitar su extirpacién. Este método es muy poco frecuente y
solo se considera cuando un tumor no se puede extirpar mediante cirugia.

Segun la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO), la radioterapia puede causar efectos
secundarios como fatiga, hinchazén de la mama, enrojecimiento o decoloracion/
hiperpigmentacion de la piel y dolor/ardor en la piel donde se aplicé la radiacion, algunas veces
con ampollas o descamacién. Para tratar algunos de estos efectos secundarios, se puede
recomendar medicacidn tépica para aplicar en la piel. En ocasiones muy raras, la radiacion
puede afectar una pequefia parte del pulmdn y causar neumonitis. Este riesgo dependera del
volumen corporal que recibid la radioterapia y tendera a desaparecer con el paso del tiempo

[3].

1.1.3. Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento para el cancer en el que se utilizan medicamentos para
interrumpir el crecimiento de las células cancerosas impidiendo su multiplicacion asi como
causando la muerte de éstas. Cuando la quimioterapia se administra por via oral, intravenosa o
intramuscular, los medicamentos se incorporan al torrente sanguineo afectando a células
cancerosas de todo el cuerpo (quimioterapia sistémica) y cuando se administra directamente en
el liquido cefalorraquideo, un drgano o una cavidad corporal, los medicamentos afectan
principalmente las células cancerosas de esas areas (quimioterapia regional). El método para
administrar la quimioterapia dependera del tipo y del estadio del cancer. Para tratar el cancer
de mama se utiliza la quimioterapia sistémica [2].

La quimioterapia puede administrarse antes de la cirugia para reducir el tamafio de un tumor
grande, lo que facilita la cirugia (quimioterapia neoadyuvante) y/o después de la cirugia para
reducir el riesgo de recaida (quimioterapia adyuvante) [3].

Un programa de quimioterapia consiste en la administracion de un medicamento durante una
cantidad especifica de ciclos en un periodo de tiempo determinado. Segun lo que haya
funcionado mejor en los ensayos clinicos para ese tipo de régimen en particular, la quimioterapia
puede administrarse con muchos programas diversos. Los farmacos frecuentes son:



capecitabina (Xeloda), carboplatino (Paraplatin), cisplatino (Platinol), ciclofosfamida (Neosar),
docetaxel (Docefrez, Taxotere), doxorrubicina (Adriamycin), doxorrubicina liposomal pegilada
(Doxil), epirrubicina (Ellence), fluorouracilo (5-FU, Adrucil), gemcitabina (Gemzar), metotrexato
(varias marcas comerciales), paclitaxel (Taxol), paclitaxel fijado a proteinas (Abraxane),
vinorelbina (Navelbine), eribulina (Halaven) e ixabepilona (Ixempra) [3].

Una paciente puede recibir un Unico farmaco cada vez o combinaciones de diferentes farmacos
administrados de forma simultanea. Se ha demostrado que, para la quimioterapia adyuvante, la
combinacion de determinados farmacos es mas eficaz que un Unico farmaco. En el cancer de
mama de avance local o en estadio temprano pueden utilizarse como tratamiento adyuvante
las siguientes combinaciones de farmacos: AC (doxorrubicina y ciclofosfamida), AC o EC
(epirubicina y ciclofosfamida) seguida de T (doxorrubicina y ciclofosfamida, seguida de paclitaxel
o docetaxel, o viceversa), CAF (ciclofosfamida, doxorrubicina y 5-FU), CEF (ciclofosfamida,
epirrubicina y 5-FU), CMF (ciclofosfamida, metotrexato y 5-FU), EC (epirrubicina y
ciclofosfamida), TAC (docetaxel, doxorrubicina y ciclofosfamida) y TC (docetaxel vy
ciclofosfamida) [3].

Segln la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO), los efectos secundarios de la
quimioterapia dependeran de la persona, de los farmacos suministrados y del programa/ dosis
utilizados. Estos pueden incluir fatiga, riesgo de infeccién, nduseas y vomitos, caida de cabello,
pérdida del apetito y diarrea, los cuales se pueden prevenir o controlar satisfactoriamente la
mayoria de las veces durante el tratamiento con medicamentos complementarios v,
generalmente, desaparecen después de finalizar el tratamiento. En ocasiones muy raras pueden
presentarse efectos secundarios a largo plazo, como dafio cardiaco, dafo en el sistema nervioso
o canceres secundarios [3].

1.1.4. Terapia hormonal

La terapia hormonal o endocrina es un tratamiento para muchos tumores donde los RE o los RP
dan resultado positivo. Este tipo de tumor usa hormonas para estimular su desarrollo, por lo
que, bloquearlas puede ayudar a prevenir la recaida del cancer y la muerte por cancer de mama,
cuando se utiliza como Unico tratamiento o después de la quimioterapia adyuvante o
neoadyuvante. La terapia hormonal se puede suministrar antes de la cirugia para reducir un
tumor y facilitar la cirugia (terapia hormonal neoadyuvante) o después de la cirugia para reducir
el riesgo de recaida (terapia hormonal adyuvante). La terapia con hormonas adyuvante
administrada a mujeres con cancer de mama positivo para el receptor hormonal, al menos
durante 5 afios, disminuye el riesgo de que el cancer regrese. Las terapias hormonales mas
frecuentes son con tamoxifeno y con inhibidores de aromatasa [3].

El tamoxifeno es un medicamento de via oral que impide que el estrogeno se adhiera a las
células cancerigenas de mama. Esta terapia, frecuentemente, se administra a pacientes con
cancer de mama localizado en estadio temprano que puede extirparse mediante cirugia o con
cancer de mama metastdsico. Ademas, puede actuar sobre las células de todo el cuerpo y
aumentar la probabilidad de presentar cancer de endometrio. Sus efectos secundarios mas
frecuentes son sofocos y sequedad, secrecion o sangrado vaginales. Con una menor posibilidad,
puede presentar riesgos de cdncer de la pared interior del Utero, cataratas y coagulos
sanguineos. Sin embargo, puede mejorar la salud ésea y los niveles de colesterol [2,3].



La terapia hormonal con un inhibidor de la aromatasa (IA) se suministra por via oral a ciertas
mujeres posmenopausicas que presentan cancer de mama con receptores hormonales
positivos. Estos inhibidores disminuyen el estrégeno en el cuerpo, ya que bloquean a la
aromatasa impidiendo que convierta el andrégeno en estrégeno. Entre estos medicamentos se
incluyen el anastrozol (Arimidex), el exemestano (Aromasin) y el letrozol (Femara). Se pueden
utilizar como terapia adyuvante algunos de estos inhibidores para el tratamiento de cancer de
mama localizado en estadio temprano que puede extirparse mediante cirugia en lugar del uso
de tamoxifeno o después de 2 o 3 afios de tratamiento con tamoxifeno. Algunos de sus efectos
secundarios son dolor articular y muscular, sofocos, sequedad vaginal, un mayor riesgo de
osteoporosis y fracturas de los huesos, y aumentos en los niveles del colesterol [2,3].

1.1.5. Terapia dirigida

La terapia dirigida es un tratamiento en el que se utilizan medicamentos u otras sustancias para
identificar y atacar células cancerosas especificas sin dafiar las células normales, apuntando a
los genes o a las proteinas especificas del cancer, o a las condiciones del tejido que contribuyen
al crecimiento y a la supervivencia del cancer. Algunos tipos de terapia dirigida que se usan para
el tratamiento del cdncer de mama son los anticuerpos monoclonales, los inhibidores de la
tirosina quinasa, los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas, los inhibidores de la
diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR) y los inhibidores de poli (ADP-ribosa) polimerasa
(PARP) [2,3].

La terapia con anticuerpos monoclonales es un tratamiento en el que se utilizan anticuerpos
elaborados a partir de un tipo Unico de células del sistema inmunitario. Estos anticuerpos
pueden reconocer sustancias en las células cancerosas o sustancias normales en el cuerpo que
contribuyen al crecimiento de las células cancerosas, y asi poder incorporarse a las sustancias
eliminando las células cancerigenas, bloqueando su crecimiento u obstaculizando que se
dispersen. Ademads, se pueden usar solos o para administrar medicamentos, toxinas o material
radiactivo directamente a las células cancerosas o en combinacién con la quimioterapia como
terapia adyuvante. Los medicamentos que se utilizan en esta terapia son trastuzumab,
pertuzumab y ado-trastuzumab emtansina [3].

Los inhibidores de la tirosina quinasa son medicamentos que se utilizan para impedir las sefiales
gue necesitan los tumores para desarrollarse. Entre estos inhibidores se encuentran lapatinib y
neratinib, y pueden usarse con otros medicamentos anticancerigenos como terapia adyuvante.

Los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclinas se utilizan para bloquear las quinasas
dependientes de ciclina, que son responsables del crecimiento de células cancerosas. Entre
estos inhibidores se encuentran el palbociclib, el ribociclib y el abemaciclib [3].

Los inhibidores de mTOR se utilizan para bloquear a mTOR, lo que puede impedir la proliferacion
de las células cancerigenas y la angiogénesis que necesitan los tumores para desarrollarse. El
inhibidor de mTOR mas utilizado es el everolimus [3].

Los inhibidores de PARP se utilizan para bloquear la reparacion del ADN y puede destruir células
cancerosas. Un tipo de inhibidor de esta terapia es el medicamento olaparib, que se utiliza para
tratar a pacientes con mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 y/o cancer de mama HER2
negativo. La terapia con este inhibidor esta en fase de estudio para el tratamiento del cancer de
mama triple negativo [3].



2. Metaloproteasas (MMPs)

2.1. Clasificacidn, estructura y funcion

Las MMPs son una gran familia de endopeptidasas zinc-dependientes, capaces de degradar las
proteinas que forman la matriz extracelular (MEC) y la membrana basal, y llevar a cabo la

intervencion de diferentes procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos [5,6].

Hasta la fecha, se han descubierto 26 MMPs en humanos que se pueden clasificar en cinco

subfamilias, de acuerdo a su especificidad de sustrato y localizacién celular. Se considera un
sexto grupo de MMPs que no correspondian a ninguna de estas categorias (tabla 1) [5,7-9].

Tabla 1. Clasificacién de MMPs, segun su estructura, especificidad de sustrato y localizacién celular [9].

SUBFAMILIAS MIEMBROS SUSTRATO
EslEaTeeEe MMP-1, MMP-8, MMP-13, Colageno fibrilar de
MMP-18 triple hélice
Gelatinasas MMP-2, MMP-9 Gelatina

Estromelisinas

MMP-3, MMP-10, MMP-11,

MMP-17

Componentes de
MEC, excepto para
el colageno fibrilar

de triple hélice

Familia de TNF;

MMP-28, MMP-29

Matrilisinas MMP-7, MMP-26 Componentes de
MEC
MMP-14 (MT1-MMP), MMP-
. 15 (MT2-MMP), MMP-16

Mre:i:;::" (MT3-MMP), MMP-17 (MT4- Zimogenos

MMP), MMP-24(MT5-MMP),
MMP-25(MT6-MMP)

MMP-12, MMP-19, MMP-20,

Otras MMPs MMP-21, MMP-22, MMP-23,

Todas las MMPs, en su region extracelular, tienen una estructura comin donde cuatro dominios
se conservan: un péptido sefial (aminoterminal), un propéptido o pro-dominio, un dominio
catalitico y un dominio hemopexina (dominio PEX), excepto MMP-7, MMP-26 y MMP-23 (Ay B).
Ademas, existen otros dominios caracteristicos de ciertas subfamilias de

comprendidos en la Figura 4 [10,11].

las MMPs
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Figura 4. Estructura de las MMPs. (A) Dominios
minimos de las MMP (MMP-7, MMP-26). (B)
MMP que contienen sélo un dominio
hemopexina (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-
18, MMP-3, MMP-10, MMP-12, MMP-19, MMP-
20, MMP-22, MMP-27). (C) MMP que se unen a
gelatina (MMP-2, MMP-9). (D) MMP secretadas
activadas por furina (MMP-11, MMP-28). (E)
MMP transmembrana (MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-24). (F) MMP ligadas a GPI
(MMP-17, MMP-25). (G) MMP con un dominio
inserto similar a la vitronectina (MMP-21). (H)
MMP con un dominio rico en cisteina/prolina
receptor IL-1 (MMP-23).

Pre, secuencia sefalizadora; Pro, propéptido con
un zinc libre que se une al tiol (SH); F, sitio
susceptible a la furina; Zn, sitio catalitico de
unién al Zn; ll, insertos de fibronectina que se
unen al colageno, H, region bisagra; TM, dominio
transmembrana; C, cola citoplasmatica; GPI
dominio de anclaje del glicofosfatidil inositol;

C/P, cisteina/prolina; IL-1R, receptor de la IL-1; Vn, dominio similar a la vitronectina. El dominio hemopexina contiene
cuatro repeticiones con un enlace disulfuro entre la primeray la ultima [12].

Todas las MMPs son sintetizadas como zimoégenos, ya que el dominio catalitico estd oculto y es
necesario retirar el prodominio para que sean activadas. Por tanto, se las nombra proMMPs
cuando aun no se han desprendido del prodominio y MMPs cuando son activadas [10].

El equilibrio entre la activacién y la inhibicién de las MMPs es muy importante para conservar la
homeostasis, por lo que es un proceso muy regulado fisiolégicamente por una amplia gama de
factores. Uno de los métodos fundamentales para regular la actividad de las MMPs son las
interacciones con proteinas, que bloquean la actividad final de las MMP, como un grupo de
inhibidores tisulares solubles de metaloproteasas (TIMPs) y las proteinas ricas en cisteina que
inducen reversién con motivos de Kazal (RECK) [6]. Los TIMPs sirven para regular la actividad de
las MMPs, uniéndose a las MMPs de manera no covalente en complejos estequeométricos (1:1)
y asi, poder formar un complejo reversible y de alta afinidad con dichas proenzimas [8,11]. El
genoma humano codifica 4 genes de TIMP, desde el TIMP-1 hasta el TIMP-4, los cuales inhiben
todas las MMPs difiriendo entre ellas en cuanto a su solubilidad, regulacidn y en su interaccién
especifica con la proenzima, por lo que no acttan con la misma efectividad frente a todas ellas

(tabla 2) [6].

Tabla 2. Caracterizacion de especificidad de sustrato de TIMPs [6].

Variable TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Actividad muy Actividad muy
MMPs de tipo amplia amplia
Actividad contra membrana (i!'\hibicién mas (i!'\hibicién mas | Activo Fontra la
MMPs (MT1-,MT3-, débil de MMP-3 | débil de MMP-3 | mayoria de las
MT5-MMP) y MMP-7 en y MMP-7 en MMPs
MMP-19 comparacion comparacion
con TIMP-1) con TIMP-1)
'“tzrrmoM” 5" | Pro-MMP-S Pro-MMP-2 E:me; Pro-MMP-2

10



Las RECK son inhibidores de las MMPs de la superficie celular, particularmente activas contra la
MMP-9, y al igual que los TIMP solubles, desempeifa un papel muy importante en la
remodelacion de la MEC y esta involucrado en las metastasis y la invasion tumoral [6]. La
actividad de las MMPs también esta regulada por las histonas desacetilasas (HDACs) mediante
mecanismos epigenéticos. Estas ultimas son enzimas que participan en el silenciamiento génico,
mediante la eliminacién de grupos acetilo de la cromatina, produciendo una estructura
compacta impenetrable a las polimerasas [13]. Ademas, hay inhibidores inespecificos de MMPs,
como la macroglobulina a2, que es una glucoproteina presente en plasma y fluidos celulares, o
la al-antitripsina (a1-AT), que es un inhibidor de serinproteasas producida por los hepatocitos,
siendo el inhibidor de proteasa mds abundante del suero humano [5].

Cuando las MMPs son activadas realizan un papel crucial en muchos procesos fisiolégicos como
morfogénesis tisular, invasion y migracion celular, reparacion de heridas, vasculogénesis o
desarrollo del hueso, y patolégicos como céncer, enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
enfermedades cardiovasculares, fibréticas y cerebrovasculares. Debido a sus muchas funciones,
pueden promover o inhibir diferentes procesos fisioldgicos dependiendo del contexto celular en
el que se encuentren (Figura 5) [10].
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Figura 5. Regulacién de diferentes procesos bioldgicos por MMPs [10].

Por tanto, es importante considerar que, a pesar de la rigurosa regulacidn de la actividad de las
MMPs a nivel fisioldgico, en ciertas enfermedades, como es el caso del cancer, su actividad se
encuentra mal regulada y por tanto, estas proteinas se asocian al desarrollo y la progresién de
esta enfermedad [7].

2.2. Etapas en la carcinogénesis

Las MMPs juegan un papel importante durante la invasidn tumoral y la metastasis a través de
su capacidad para degradar las proteinas de la matriz y, ademas, intervienen en las primeras
etapas de la carcinogénesis mamaria. Los distintos aspectos del proceso de carcinogénesis en
los que estan involucradas las MMPs se pueden observar en la tabla 3 [7,13].
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Tabla 3. Papel de las MMPs en las diferentes etapas de la carcinogénesis.

Etapa MMPs
Invasidn y metastasis MMP-1,-2,-8,-9,-13, -14, -15y -16

TEM MMP-3 y MMP-28

Crecimiento del tumor MMP-9 y MMP-13
Evasion de la apoptosis MMP-7

Formacién vasos sanguineos MMP-2, MMP-9 y MMP-12

Respuesta a la inflamacién MMP-7
Formacidn nichos pre-metastasicos MMP-2

La invasion y la metastasis son debidas a la degradacién de la MEC que rodea al tumor y sucede
en dos pasos principales mediante diferentes tipos de MMPs. Primero, actuan las colagenasas,
degradando el colageno y después, actuan las gelatinasas, degradando la gelatina formada. Por
otro lado, las células epiteliales presentan cambios estructurales y funcionales cuando se
desplazan a través de la membrana basal y adquieren las caracteristicas de células
mesenquimales, se conoce como la transicion epitelio mesenquimal (TEM). La expresion de
MMP-28 da lugar a una TEM estable en células de adenocarcinoma pulmonar A549 y la MMP-3
participa en la rotura de las uniones intercelulares mediadas por E-cadherina. Igualmente, las
MMPs estan involucradas en el crecimiento del tumor desajustando el equilibrio de las sefiales
proliferativas y antiproliferativas en el microentorno tumoral. Ademas, también participan en
los procesos fisioldgicos de angiogénesis y vasculogénesis, siendo capaces de regularlos.
Asimismo, la apoptosis se inicia por dos vias distintas que activan las caspasas, provocando la
muerte celular. Cuando MMP-7 se sobreexpresa, favorece la resistencia a la apoptosis y, por
esta razon, genera un efecto pro-tumoral. La inflamacidon es un resultado fisioldgico a la
produccién de citoquinas y quimioquinas como el factor de necrosis tumoral y la quimioquina
ligando 1, las cuales son reguladas por MMP-7. Por ultimo, para llevar a cabo la metastasis se
requiere un nicho pre-metastasico, el cual esta regulado por las MMPs. La MMP-2 participa en
la descomposicion del coldgeno gracias a la liberacion de péptidos que dirigen a las células
tumorales metastasicas y a las células procedentes de la médula désea hacia los lugares
predilectos de cada tipo de tumor [7,13].

3. Caracteristicas especificas de la metaloproteasa 9 (MMP-9)

3.1. Estructura

La MMP-9, o gelatinasa B, tiene caracteristicas estructurales propias que les permite realizar
funciones particulares en comparacion a las otras MMPs. El dominio hemopexina de la MMP-9
(PEX9) es crucial en la formacidn de multimeros de MMP-9 y en la unién de la MMP-9 a otras
moléculas como TIMP-1y a la superficie celular (Figura 6). El PEX9 sélo coincide entre un 25y
un 33% de homologia con los dominios PEX de otras MMPs [10].
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Figura 6. Estructura de proMMP-9. En esta figura se muestra un esquema con los diferentes dominios de la
MMP-9 inactiva (proMMP-9) (A) y como se representaria de forma esquemdtica (B). (Pre) péptido sefial, (Pro)
prodominio, (Fn) dominios unién fibronectina, (OG) dominio o-glucosidico altamente glucosilado, (D1, D2, D3,
D4) subdominios 1, 2, 3 y 4 del dominio hemopexina (PEX9) [10].

Las gelatinasas son capaces de unir coldgeno desnaturalizado (gelatina), laminina y coldgeno
tipo 1 y IV, gracias a sus insertos de fibronectina tipo Il. Adicionalmente, sélo la MMP-9 dispone
de un dominio coldgeno tipo V, o también llamado dominio OG, que se halla en gran medida
glicosilado (figura 6 A) [14]. El dominio OG otorga una mejor flexibilidad a la MMP-9, por lo que
los azlcares de esta region (de tipo N- y O-glicosidicos) dan lugar a que se forme un puente
disulfuro entre el dominio catalitico y el PEX9, y asi, poder adquirir configuraciones que
incrementen o reduzcan su cualidad de unirse con otras moléculas de la MEC [15].

La actividad de MMP-9 y sus funciones pueden verse alterados por numerosas modificaciones
post-transcripcionales. Este dispone 17 residuos de cisteina en su secuencia de aminodcidos, no
obstante sélo se crean 7 puentes disulfuro intramoleculares. Estos puentes se pueden encontrar
en el dominio fibronectina, que son necesarios dos de ellos para la secrecién de la MMP-9 al
exterior celular y en el dominio hemopexina, entre el subdominio 1y 4, y entre dos moléculas
de MMP-9 para dar lugar a multimeros, a través de la cisteina 468 en el dominio O-glucosidico
y la cisteina 674 [15].

La proMMP-9 posee un peso molecular de unos 92 kDa, pero cuando es activada por protedlisis
del prodominio pasa a tener un peso molecular de 85 kDa. Sin embargo, pueden encontrarse
otras formas de MMP-9 activada, asi como con la activacion por MMP-3, que produce una forma
de unos 65 kDa que no tiene ni el propéptido aminoterminal ni PEX9. Ademas, es susceptible a
distintos glucosilaciones puesto que esta metaloproteasa presenta O-y N-glicanos. En el reticulo
endoplasmatico es posible modificar una forma de 85 kDa a una forma intermedia de 89 kDa
por glucosilacion, para que seguidamente se transforme a la configuracién madura de 92 kDa
que presenta proMMP-9 [15]. Cuando MMP-9 se adhiere a otras moléculas, como a la lipocalina
NGAL (asociada a la gelatina de neutréfilos) posee un peso molecular de 125kDa.

3.2. Regulacién

La MMP-9 esta regulada en mdltiples niveles: 1) la transcripcién, 2) la regulacidon post-
transcripcional (regulacion de miARN), 3) la traduccidn, 4) la secrecion de proMMP-9, 5) la
regulaciéon post-traduccional (activacion de proMMP-9) y 6) la inhibicidn. En primer lugar, en
respuesta a diferentes sefiales celulares como, por ejemplo, la activacién de receptores celulares
o la hipoxia, el gen de MMP-9 es transcrito. A continuacion, se produce una regulacion post-
transcripcional, donde participan distintos miRNAs provocando la degradaciéon del mRNA de la
MMP-9. Tras ser traducida se acumulan en vesiculas que se secretan como resultado a ciertos

13



estimulos. Por ultimo, la proMMP-9 es sintetizada como zimdgeno y por tanto, activada para ser
enzimaticamente funcional. Una vez activa, los inhibidores pueden captarla bloqueando su
accion (figura 7) [10,16].
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Figura 7. Regulacion de MMP-9. Ilustracion de los diferentes niveles de regulacién de la MMP-9 y de
las rutas de sefializacion en las que estd implicada [14].

3.2.1. Regulacidn transcripcional

El gen de la MMP-9 humano se localiza en el cromosoma 20q13.12 y esta fundamentalmente
regulado por diferentes vias de activacién mediante receptores X fernesoide (FXR), sensores
metabdlicos, integrinas, receptores de quimioquinas y receptores de proliferacion celular, entre
otros (figura 7) [14,17].

La activacién de la MMP-9 por citoquinas es uno de los procesos mas estudiados en este ambito.
La trascripcion de la MMP-9 también es ocasionada por factores de crecimiento, hormonas,
otras metaloproteasas como MMP-1 o MMP-3, o hasta por neurotransmisores como la
adrenalina [18,19].

3.2.2. Regulacion del mRNA

El RNA puede ser estabilizado o destruido mediante proteinas de unidn a RNA y/o ncRNAs,
procediendo como elementos cis y pudiendo conservar o alterar el mRNA de ciertas proteinas
[20].

Comparando el mRNA de la MMP-9 con el de MMP-2, se ha analizado que sélo en el de MMP-9
puede interaccionar con el factor de uniéon a RNA nucleolina. Ademas, se ha demostrado que la
generacion de MMP-9 puede incrementar considerablemente, sin cambios en los niveles de
MRNA de MMP-9, tras diversos estimulos en fibroblastos HT1080. Este proceso se produce por
la union del mMRNA de MMP-9 a proteinas de unién a RNA que transportan los mRNAs al reticulo
endoplasmatico rugoso, donde incrementa la traduccién a MMP-9 [10].
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3.2.3. Regulacién por compartimentalizacion y secrecion

La compartimentalizacién de MMP-9 se produce en distintas vesiculas u organulos celulares que
la almacenan y la secretan sélo como consecuencia a ciertos estimulos. Ademas, es importante
mencionar que su trafico intracelular cambia de un tipo celular a otro. En los neutréfilos, MMP-
9 es almacenada en granulocitos que son secretados automaticamente tras un estimulo
inflamatorio [14]. Por el contrario, es sintetizada de nuevo tras un estimulo en macréfagos, por
ello su secrecion es mucho mas pausado.

La secrecidon de MMP-9 hace que pueda dispersarse entre los tejidos y la MEC o pueda fijarse a
receptores de la superficie celular como CD44, LRP-1, LRP-2, Ku e integrinas [15]. La activacion
de MMP-9 puede darse por la unién a estos receptores y asi, generar un direccionamiento de la
degradacion de la MEC por las células que la expresan.

3.2.4. Activacion de la proMMP-9

MMP-9 se produce como zimdgeno de tal forma que el propéptido que contiene la secuencia
conservada PRCXXPD debe ser eliminado o retirado para que el dominio catalitico esté expuesto
y la MMP-9 sea activa (figura 8). Hay numerosas proteasas que la activan como kallicreina,
tripsina, plasmina y otras MMPs como MMP-3, MMP-26 o MMP-2. Ademas, pueden ser
activadas por diversos reactivos, como el dodecilsulfato sddico, que es principal agente de
activacion y usado en zimografias, el acetato de 4-aminofenol mercurio, por agentes que
modifican la afinidad entre los grupos thiol y por radicales de oxigeno o ante Metalotienin. Por
ultimo, también pueden activarlas los cambios en condiciones fisico-quimicas como la
temperatura o la disminucidon del pH (figura 8) [14].
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Figura 8. Activacion de proMMP-9. Procesos a través de los cuales se pueden activar las MMPs [14].

3.2.5. Inhibiciéon de la MMP-9

La actividad catalitica de MMP-9 puede ser reprimida por diversos inhibidores inespecificos,
como la a2-macroglobulina, otros comunes para todas las MMPs, como HDACs, y otros mas
especificos, como las RECK o TIMP-1 que interaccionan tanto con el PEX9 como con su dominio
catalitico[6,10].
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Actualmente existen bastantes inhibidores quimicos, como la doxiciclina, la minociclina y las
tetraciclinas, con el objetivo de tratar enfermedades en las que la expresion de esta enzima es
muy elevada, como ocurre en los tumores con un mayor riesgo de metastasis [10].

3.3. Funcion

Debido a su actividad de escisidn proteolitica en el entorno extracelular, esta enzima esta
implicada en bastantes procesos fisiolégicos y asociada a muchas patologias a causa de su gran
diversidad de sustratos (figura 9).

Cancer cell migration and invasion Tumor metastasis Angiogenesis Inflammation Proliferation

MMP-9.>

Cell surface Extracellular Cleavage of Alteration of the
protein matrix proteins/peptides cell-cell and
functions cleavage degradation in extracellular cell-ECM
environment interactions

Figura 9. Funciones MMP-9. Resumen esquematico de las funciones fisiolégicas de MMP-9 y algunos
de los procesos relacionados con el cancer que interviene MMP-9 [16].

MMP-9 se descubrid por su funcién en la de degradacién de los compuestos de la MEC, al igual
que las otras MMPs. Ademas, esta enzima es capaz de procesar otras moléculas como las
implicadas en adhesién (ICAM-1), citoquinas (pro-TNF-a, IL-1B), receptores celulares (IL-2Ra),
proteasas (ADAMTS-4), factores de crecimiento (HB-EGF), proteinas estructurales (Sindecan-1,
MBP, af fibrilinas) y proteinas de unién entre células (VE-Cadherina, ocludina)[14].

Desde otro punto de vista, existen otras funciones de MMP-9 independientes de su actividad
catalitica, en las que participan otros dominios estructurales. En este caso, actuaria como
ligando, activando o silenciando distintas vias implicadas en supervivencia celular o induciendo
moléculas sefializadoras que bloquean la apoptosis de células cancerigenas (figura 7) [21].

Ademas, MMP-9 lleva a cabo su funcién en todos los compartimentos y organulos celulares en
los que se encuentra. En los lisosomas, degrada la catepsina D, E, L1y Z, en el nucleo, regula la
ubiquitinacién mediante el procesamiento de la enzima conjugada a la ubiquitina E2N, y en el
citpoplasma celular como proteasa soluble [14]. Una pequeiia parte de MMP-9 puede fijarse
mediante unos complejos de unién a la membrana de diferentes tipos celulares tumorales y no
tumorales, realizando varias funciones. En células tumorales, algunos ejemplos de complejos de
unién son las diferentes isoformas variables de CD44, de integrinas a531, av3, o la proteina Ku
de reparacién de ADN [10].

3.3.1. Procesos fisioldgicos en los que interviene la MMP-9

La MMP-9 estd involucrada en diferentes procesos fisioldgicos como [10,14]:
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- La remodelacién del endometrio durante el ciclo menstrual femenino y el desarrollo
embrionario.

- La angiogénesis, regulando factores tanto pro- como antiangiogénicos y en la
remodelacidn de vasos sanguineos y linfaticos.

- Lamigracion de células troncales, células precursoras y células del sistema inmunlégico,
teniendo un papel crucial en la regeneracidn epitelial, la cicatrizacion y la plasticidad
sindptica neuronal (imprescindible en los procesos de memorizacidn y aprendizaje).

- Los procesos de inflamacién, ya que estda muy expresada y secretada por células del
sistema inmunoldgico, fomentando el desplazamiento de las células troncales a la
médula dsea, o de linfocitos y leucocitos como consecuencia de los factores solubles de
la inflamacion.

3.3.2. Patologias asociadas a la MMP-9

La mal regulacidn de esta proteina puede causar muchas patologias inflamatorias, autoinmunes,
cardiovasculares o degenerativas. Por ello, un aumento del nivel de esta enzima y una
disminucién de TIMP-1 estdn relacionados con una ruptura prematura de las membranas
amnidticas. Ademas, tiene un papel crucial en enfermedades inflamatorias pulmonares como el
sindrome de distrés respiratorio agudo, gastrointestinal como la enfermedad de Crohn,
articulares como artritis, de la piel como la dermatitis y la psoriasis, y en procesos inflamatorios
de vasos sanguineos y del sistema nervioso [7,14,16].

A causa de sus funciones en la remodelacidon de la MEC y la escisién de proteinas de la
membrana, MMP-9 participa en algunos de los procesos tumorales como la angiogénesis, la
invasién, la metastasis y la proliferacion de las células cancerigenas (figura 9). Por otro lado, se
ha demostrado que también puede tener un papel dual en la metastasis pudiendo bloquearla
dependiendo de la concentracion y de la localizacidn celular de MMP-9 [16,22].

3.4. MMP-9 como potencial biomarcador en el cdncer de mama

La investigacion de biomarcadores de cancer es un dmbito fundamental en el estudio del cancer,
aportando informacion como el diagndstico y prondstico del cancer, el monitoreo de la
progresion de la enfermedad, la prediccidn de la recurrencia de la enfermedad, el monitoreo y
la prediccion de la eficacia del tratamiento y la deteccion del cancer. Ademas, se ha demostrado
que la MMP-9 es un biomarcador potencial para varios canceres, como el tumor de células
gigantes de hueso (GCTB), el cancer de pulmdn de células no pequeiias (CPCNP), el cancer de
cuello uterino, el cancer de ovarios, el cancer de pancreas, el osteosarcoma, el carcinoma
hepatocelular relacionado con el virus de la hepatitis B y el cancer de mama [16].

Para el cancer de mama, MMP-9 ha sido investigado como biomarcador por bastantes estudios.
En uno de ellos, un grupo de investigadores demostro que la expresidn de esta enzima en tejido
mamario humano normal es bajo en comparacion con el tejido de cancer de mama de diferentes
subtipos moleculares, que es bastante alto. La sobreexpresion de MMP-9 es una caracteristica
de los canceres de mama triple negativos y HER2 positivos, y también, se hallé en los ganglios
linfaticos metastdsicos[23]. En otro estudio, los investigadores obtuvieron que los niveles de
expresion de las gelatinasas en tejido tumoral de mama se correspondian con la metastasis de
los ganglios linfaticos y la estadificacién del tumor [24]. Ademas, en ambos estudios se
detectaron tanto pro-MMP-9 como MMP-9 en el analisis inmunohistoquimico.
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La capacidad de emplear el nivel de MMP-9 y RhoA para la valoracion del riesgo de cancer de
mama a través de la estratificacion del paciente fue investigada en otro estudio. Los autores
explicaron una perspectiva multiparamétrica no invasiva para estratificar pacientes con cancer
de mama utilizando niveles activos de actividad de MMP-9 en suero y patrones de expresion de
RhoA en leucocitos circulantes. Los resultados demostraron que este enfoque a través del uso
de biomarcadores-combinacion MMP-9/RhoA podria ser Gtil para el diagndstico temprano del
cancer de mama, aunque los autores reconocieron que habia algunas limitaciones en el sistema
de estratificacion [25].

Otro estudio investigd numerosos biomarcadores en pacientes con cancer de mama
metastadsico, observando los niveles de enolasa especifica de neuronas (NSE) y los niveles tanto
de MMP-9 y pro-MMP-9 como de dominio extracelular de HER2 (ECD) en suero. Se evalud la
asociacion de estos biomarcadores con la presencia de metastasis cerebrales en pacientes con
cancer de mama metastasico y se demostrd que los niveles séricos de NSE, MMP-9 y HER2 ECD
fueron considerablemente mds altos en pacientes con metastasis cerebrales [26].

4. Nanotecnologia en medicina

La nanotecnologia es la ciencia del disefo, sintesis, caracterizacion y aplicacién de materiales y
dispositivos cuyo tamafio oscila entre 1 y 100 nm. A esta escala espacial, es posible manipular
los materiales para que produzcan interacciones muy especificas a nivel celular y molecular. De
esta forma, la nanotecnologia constituye uno de los principales avances tecnoldgicos de la
actualidad, con un enorme potencial, y que puede ser aplicada en areas muy diferentes de la
industria y la sociedad [27].

Aunque ya se utilizan los nanomateriales en numerosas aplicaciones de distinta naturaleza, es
precisamente su utilizacién en biomedicina uno de los campos en los que estd generando
mayores expectativas. La nanomedicina se encarga de monitorizar, reparar, construir y controlar
componentes y funciones bioldgicas del organismo mediante el uso de sistemas a nanoescala
[27].

La nanomedicina agrupa tres areas principales: diagndstico (nanodiagndstico), administracion
controlada de farmacos (nanoterapia) y medicina regenerativa. Ademas, estd emergiendo un
nuevo enfoque prometedor que combina el diagndstico y la terapia llamado terandstico, siendo
capaz de mantener en el mismo sistema el agente de diagndstico / imagen y el medicamento.
Gracias a la nanomedicina, se estan introduciendo nuevos medicamentos tanto para el
diagndstico como para el tratamiento en la practica clinica, que han permitido abordar las
necesidades médicas no resueltas, al incomporar moléculas eficaces que de otra forma no
podrian utilizarse por culpa de su elevada toxicidad, aprovechando varios mecanismos de
accion, maximizando la eficacia y minimizando la dosis y la toxicidad, ofreciendo orientacién al
farmaco, liberacién controlada y especifica del sitio, favoreciendo una distribucion localizada
dentro del organismo y un transporte éptimo a través de barreras bioldgicas [28].

4.1. Caracteristicas de las nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) es un tipo de nanomaterial que se caracteriza por tener dimensiones a
escala nanométrica, y pueden estar formada por un Unico material o presentar estructuras mas
complejas, que incluye recubrimientos disefiados con diferentes fines. Las caracteristicas
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especificas de las NPs son funcién de su composicidén, que determina su tamafio, forma, grado
de rigidez, su carga y conductividad eléctrica, el grado de porosidad del material y su afinidad
con el organismo [27].

A este respecto, la biocompatibilidad de las NPs y su incorporacién al interior celular dependen
en gran medida del tipo de recubrimiento que se utilice y de la carga superficial. El tamafio de
las NPs también es una cuestion fundamental que afecta a su biodistribucién, al mecanismo de
entrada en el interior de las células, o a la capacidad de pasar del torrente sanguineo a los tejidos
tumorales. El tamafio de las NPs utilizadas en nanomedicina debe estar comprendido entre los
5y 200 nm para evitar que se pierdan por filtracion directa a través de los rifiones (< 5 nm) o
que se queden fijadas por el sistema reticulo-endotelial (> 200 nm). Por esta razdn, el intervalo
de tamafo mas adecuado para una éptima distribucidn en el organismo esta comprendido entre
10 y 100 nm. En lo que se refiere a la forma, la mayor parte de las NPs utilizadas como
transportadores de farmacos antitumorales se sintetizan con simetria esférica, aunque
alternativamente se han propuesto formas alternativas como cilindrica, cubica, elipsoidal o
disciodal [27].

4.2. Tipos de nanoparticulas

Atendiendo a su composicidn, las NPs se clasifican en organicas (poliméricas, dendrimeros,
liposomas y micelas) o en inorganicas (de oro, de dxidos de hierro, de silice mesoporosa, de
carbono y quantums dots (QDs)), como se recoge en las tablas 4 y 5. También existen casos en
los que se combinan dos tipos de materiales, y son las llamadas NPs hibridas [27,29].

Tabla 4: Tipos de nanoparticulas (NPs) organicas.

Tipos de NPs

.. Descripcion
organicas

Nanocdpsulas: nucleo liquido (acuoso o
lipidico) con el farmaco dispuesto en el
interior y recubierta de una membrana
polimérica.

NPs poliméricas

[30]

Nanoesferas: el farmaco esta unifor-
memente distribuido dentro de una
matriz polimérica.

Polimeros sintéticos que presentan una
estructura ramificada en forma de arbol. A
Dendrimeros El fdrmaco puede introducirse en las ré
[31] cavidades internas o ser fijado sobre la ¢
superficie mediante interacciones @
covalentes o electrostaticas.

19



Nucleo acuoso recubierto de una bicapa
. lipidica. Segun la naturaleza del farmaco
Liposomas . , .
32] pueden incorporarse al nucleo (hidro-
solubles) o a la bicapa lipidica (lipo-
solubles).
Nucleo hidrofdbico estabilizado
Micelas mediante una cubierta polimérica
[31] hidrofilica. Puede incorporar farmacos
liposolubles en el interior del ntcleo.
Tabla 5: Tipos de nanoparticulas (NPs) inorganicas.
Tipos de NPs L, .
. ‘. Descripcion Figura
inorganicas
. . % ~
Particulas de oro con propiedades .
lasmdnicas, que se activa mediante la
NPs de oro P > 4 e )
32] incorporaciéon de distintas moléculas s ‘,
(proteinas, polimeros) donde se fija el '
farmaco. .
ol &
o Nucleo de oxido de hierro superpara- v 4 '
NPs de 6xido de - . perp 4
hierro magnético. Su  superficie  puede ! ‘
31] modificarse para que sea capaz de fijar el | § V¢
farmaco. * - g
e
Estructura porosa con forma esférica.
e Los farmacos de incorporan al interior de
NPs de silice P . O &
los poros. Puede recubrirse de N N O
mesoporosa . j o %o %
sustancias que respondan a un estimulo,
[32] raanat N N
que provoca la liberacién de los
principios activos.
Estructura esférica con didmetro inferior
a 10 nm, y naturaleza cristalinay semi-
conductora. Nucleo formado por
elementos del grupo II-VI o del lll-V. Sus
QDs propiedades dpticas se ajustan mediante
[33] un espectro molecular de energia que
depende del tamafo. La sefial de
luminosidad puede ser hasta 100 veces
mayor que proteinas o sondas orgdnicas
marcadas fluorescentemente.
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Nanotubo de carbono: estructura
tubular modificada que incorpora a los
farmacos. Son particulas solubles vy

biocompatibles.
NPs formadas por

carbono
[34,35]

Fulerenos: estructura esférica que
presenta una elevada estabilidad.

Existen distintas formas de introducir el farmaco en la NP, entre las que se incluyen la
incorporacién por encapsulacidn, por absorcion, por adsorcién superficial o por conjugacion
(unidén del farmaco con la NP por interaccidon covalente), y esto dependerd del método de
sintesis utilizado. Aunque la finalidad mas frecuente de estas NPs es la liberacion de farmacos,
también pueden ser empleadas como agentes de contraste sin incorporar principios activos
[30,36].

4.3. Estrategias para la liberacion de farmacos

Las NPs deben presentar las caracteristicas adecuadas para que sean biocompatibles y puedan
circular por la sangre hasta el tejido diana, pero ademas, deben actuar como
nanotransportadores inteligentes capaces de liberar los farmacos al aplicar un determinado
estimulo. De hecho, el disefio de las NPs depende en gran medida de la naturaleza de este
estimulo [34]. Aunque existen ventajas en la sensibilidad de la liberacidn de farmacos cuando se
utilizan diferentes estimulos deforma sinérgica, se van a describir de forma individual [37].

ESTIMULO INTERNO

9 pH Gradiente redox
N, Cambios en la concentracién de
@ @ he enzimas o metabolitos s Y
® _ O: . O
@ @ t: ) ¢ 0 'O N
N ESTIMULO EXTERNO O; s 'O
NPs estimulo-respuesta Temperatura Ultrasonidos

cargadas de farmaco Campo magnético  Luz

Campo eléctrico

Figura 10. Esquema de la administracion y liberacion del farmaco de las NPs.
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4.3.1. Estimulos internos

En este caso, se utilizan como estimulo caracteristicas tipicas de los tejidos donde se desea que
se produzca la liberacion del farmaco, como es el pH del medio, la presencia de enzimas o
metabolitos o los gradientes de potencial redox [32].

- pH

Las NPs disefiadas deben ser sensibles a cambios sutiles del pH que se producen a nivel tisular
(tejidos inflamados, isquémicos o tumorales) o en compartimentos intracelulares (endosomas o
lisosomas). Se han planteado 2 estrategias para provocar la liberacién de los farmacos cuando
existan variaciones de pH. Una opcidn consiste en incorporan polimeros que contengan grupos
ionizables (acidos o bases) capaces de modificar su estructura o solubilidad con los cambios de
pH. Otra opcidn es la fijacion de los farmacos con los polimeros mediantes enlaces que no sean
estables a pH acido, o bien que se produzca un cambio en la carga superficial del polimero [37].

- Concentracion de enzimas y de metabolitos

En este caso, se utiliza el aumento de la concentracidn de ciertas enzimas que se produce en
diferentes patologias como estimulo para la liberacion de los farmacos. A modo de ejemplo, las
proteasas se generan en los procesos tumorales y enfermedades cardiovasculares, las
fosfolipasas se han asociado a diferentes tipos de cancer, infecciones o trombosis, y las
oxidorreductasas como consecuencia del estrés oxidativo en enfermedades como el cancer o la
diabetes [38]. También puede utilizarse como estimulo para la liberacidn de los farmacos la
variacion de las concentraciones de metabolitos relacionado con diferentes patologias [37].

- Potencial redox

Existen diferentes gradientes redox en nuestro organismo que pueden ser utilizados para la
liberacion de farmacos. En general, el medio intracelular presenta potenciales redox mas bajos
que el medio extracelular, y los tumores o zonas con tejidos dafiados suelen ser medios mas
oxidantes que los tejidos sanos [39]. A este respecto, la sensibilidad para la liberaciéon de
farmacos ante gradientes redox puede conseguirse mediante la utilizacion de enlaces disulfuros,
que poder ser rotos por el glutation (GSH). Por otro lado, diferentes procesos patoldgicos
pueden afectar al estrés oxidativo dando lugar a especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden
ser susceptible de ser utilizado como estimulo. Distintos tipos de cancer, procesos inflamatorios
0 zonas isquémicas producidas como consecuencia de infartos o ictus provocan elevados niveles
de ROS [40].

4.3.2. Estimulos externos

La utilizacion de estimulos externos presenta ciertas ventajas con respecto a los estimulos
enddgenos, ya que permite una liberacién de los farmacos mas controlada en la zona a tratar.
Ademas, puede conseguirse una liberacidn progresiva del farmaco mediante la aplicacion de
pulsos del estimulo a utilizar. Se puede disefiar NPs que sean sensibles a cambios de
temperatura, del campo magnético, a la aplicacidn de ultrasonidos, o a cambio de la intensidad
luminica o de un campo eléctrico [32,37].
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- Cambios de temperatura

Las NPs se disefian para transportar el farmaco a la temperatura fisioldgica (37 °C) y que puedan
liberarlo cuando aumenta la temperatura a 40 — 45 °C. Es la estrategia mas estudiada para el
tratamiento del cdncer mediante nanotransportadores. Se han descrito diferentes formas de
aumentar la temperatura de forma local en la zona a tratar, como la utilizacién de
radiofrecuencias, ultrasonidos, microondas o campos magnéticos alternos [37].

- Campo magnético

Las NPs magnéticas pueden ser dirigidas para aumentar su concentracion en el tejido diana
mediante la aplicacion de un campo magnético permanente. Adicionalmente, la liberacion de
los farmacos puede realizarse mediante la aplicacién de un campo magnético alterno que
genera un aumento de la temperatura. Este proceso se conoce como magnetohipertermia, y se
basa en el calor generado en las relajaciones de Néel, para NPs pequefias, y Browniana, para
NPs de mayor tamaio [37].

- Ultrasonidos

La utilizaciéon de ultrasonidos como estimulo para la liberacién de farmacos presenta
importantes ventajas. Se trata de una técnica no invasiva, no produce radiaciones ionizantes y
permite un adecuado control de la profundidad de penetracion en el tejido mediante el ajuste
de la frecuencia utilizada, el tiempo de aplicacidn o la secuencia de ciclos de trabajo. En este
caso, el estimulo que se genera es un cambio de temperatura, efectos mecdanicos (cavitacion)
capaces de afectar a enlaces y cambiar la estructura del polimero, o por efecto directo de la
radiacion [36].

- Luz

La luz, como estimulo para la liberacion de farmacos, es una de las técnicas mas utilizadas debido
a su naturaleza no invasiva y al control que se puede ejercer sobre el instante en que se aplica
[37]. Para hacer que una NP sea sensible a la luz es necesario incorporar, mediante un enlace
covalente, algun tipo de grupo quimico que sea fotosensible. Los nanotransportadores pueden
liberar toda su carga de farmacos mediante la aplicacidn de una radiacidn luminosa que provoca
cambios irreversibles en su estructura, o por el contrario, realizar una liberacidn progresiva
mediante pulsos dentro de ciclos de luz-oscuridad [30]. Las NPs se disefian para que sean
sensibles a longitudes de onda especificas, dentro del intervalo correspondiente a la radiacidn
ultravioleta, visible o infrarroja cercana (NIR). En la regidn de la luz ultravioleta-visible (longitud
de onda entre 300 y 700 nm), la radiacién presenta el inconveniente de su baja profundidad de
penetracidon (aproximadamente unos 10 mm) debido a los procesos de dispersién que se
produce en los tejidos blandos. Por esta razén, en la actualidad se esta potenciando los estimulos
con radiacidn con longitudes de onda mayores (700 — 100 nm) dentro del NIR, que al presentar
una menor dispersidn consigue profundidades de penetracion mayores sin que se produzcan
danos importantes en los tejidos [37].

- Campo eléctrico

Se pueden usar campos eléctricos débiles (aproximadamente de 1 V) para lograr una liberacién
de farmaco pulsada o sostenida a través de una variedad de mecanismos de actuacidn. La
electroporacion es la aplicacidn de un voltaje transmembrana (normalmente alto) para causar
la formacidn de poros en las membranas celulares y, por lo tanto, aumentar su permeabilidad a
los medicamentos, lo que ha demostrado ser una via eficaz para la administracion
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electrorrespuesta del medicamento. De forma similar, la iontoforesis, que utiliza un campo
eléctrico para mejorar el suministro transdérmico de compuestos cargados, es un enfoque
particularmente versatil. En general, los sistemas de respuesta eléctrica ofrecen una libertad
significativa en el disefio del dispositivo que controla la sefial eléctrica. Sin embargo, al igual que
otros estimulos externos, la baja profundidad de penetracidn del tejido y la necesidad de evitar
el dafio no deseado al tejido pueden restringir su aplicacion en la terapia [37].

4.4. Nanomedicina en cancer de mama

A dia de hoy, la quimioterapia sigue siendo una de las terapias mas importantes en etapas
tempranas y tardias del cdncer de mama, pero sus tasas de éxito actuales no son dptimas. La
limitacidn de su efectividad es debido a varios obstaculos, los cuales estan resumidos en la tabla
6. Estos desafios se pueden dividir en tres categorias principales, la biodistribucién subdptima
del farmaco en el cuerpo (items 1-4), la mala respuesta al medicamento (items 5-7) y las
propiedades inherentes del medicamento o la combinacidon de medicamentos en si (items 7 y
8). Gracias a la nanomedicina, algunas de las limitaciones de la terapia con medicamentos contra
el cdncer de mama, pueden ser solventadas (tabla 6). Aunque las ventajas de utilizar las NPs son
atractivas, también tienen algunas limitaciones, que incluyen toxicidad potencial, posible
inmunogenicidad y mecanismo de excrecidn [41].

Actualmente, sélo unos pocos productos de nanomedicina han obtenido la aprobacién de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU., siendo Doxil y Abraxane las dos
nanoformulaciones mas exitosas que se utilizan ampliamente para el tratamiento del cancer de
mama en entornos clinicos. Sin embargo, es un tema que se sigue investigando en profundidad.
Segun la base de datos de Clinical Trials, hoy en dia hay 68 ensayos clinicos sobre tratamientos
para el cancer de mama mediante NPs, de los cuales 2 son de fase | temprana, 12 de fase |, 8 de
fase I/11, 35 de fase Il, 1 de fase Il/Ill, 4 de fase lll, 2 de fase IV y 4 no son aplicables [42].

Para una mayor especificidad del cdncer y una mayor eficiencia en la administracién del farmaco
se elige una diana activa. Los dianas pueden incluir las células cancerosas y/o el microentorno
tumoral. Las NPs estan recubiertas con ciertos componentes biolégicos que tienen una alta
afinidad por estas dianas, de modo que pueden unirse y acumularse. Una diana molecular ideal
deberia cumplir los siguientes pardmetros: 1) debe expresarse a un nivel relativamente mas alto
en el cancer o en el microentorno tumoral que en los tejidos normales; 2) su nivel absoluto
también debe ser alto para permitir una focalizacién eficiente; 3) debe expresarse en lugares
que sean facilmente accesibles por los nanotransportadores, por ejemplo, receptor de superficie
en lugar de receptor intracelular; 4) su nivel de expresion se correlaciona preferiblemente con
los comportamientos malignos, como la agresividad o la resistencia al farmaco, por lo que estos
canceres dificiles pueden dirigirse a una prioridad alta y 5) la focalizacidn puede facilitar eventos
que promuevan el proceso de administracién del farmaco. En realidad, sélo un nimero limitado
de dianas cumple todos o la mayoria de estos criterios [41].

En el microentorno tumoral hay dianas valiosas como MMP-9. La actividad de esta enzima estd
muy involucrada en la remodelacién de la MEC y en la angiogénesis, por lo que es un factor a
explotar para la liberacion de farmacos. En este trabajo se va a investigar sobre ello, ya que sélo
hay un ensayo clinico que regule a MMP-9 mediante NPs en el cdncer de mama [41]. Este ensayo
de fase Il estd estudiando si los liposomas de clorhidrato de doxorubicina junto bevacizumab
funcionan correctamente en el tratamiento de mujeres con cancer de mama localmente
recurrente o metastasico y sus efectos secundarios [42].
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Tabla 6. Resumen de los desafios claves para la terapia con medicamentos contra el cdncer de mama
y las formas en que se puede utilizar la nanomedicina para enfrentarlos [41].

Desafios a la terapia con medicamentos
contra el cancer de mama

¢Como puede ayudar la nanomedicina?

1. Especificidad insuficiente para el cancer de
mama

Aumenta el nivel de farmaco en el tumory lo
disminuye de los tejidos sanos

2. Acceso ineficiente de los medicamentos a
sitios metastdsicos como el tejido cerebral y
Oseo

Gracias a las muchas formulaciones
existentes pueden mejorar la accesibilidad al
tejido cerebral y 6seo

3. Farmacocinética indeseable como |Ia
depuracion rapida y una vida media corta

Uso de estrategias para extender el tiempo
de circulacién en el organismo

4. Toxicidad limitante de las dosis de los
farmacos contra el cancer o los excipientes

Aumento de la especificidad tumoral como se
indica arriba; liberacién controlada del

5. Resistencia a los medicamentos a nivel
celular

farmaco desde nanotransportadores;
Nanoformulacion libre de disolventes y
surfactante

Puede mejorar la endocitosis; algunas
nanoformulaciones pueden inhibir los

mecanismos de salida de medicamentos; Co-
administracion de agentes que atacan los
mecanismos de  resistencia a los
medicamentos

6. Resistencia al farmaco a nivel de

microentorno del tumor

Orientacion al microentorno tumoral; uso de
nanoformulaciones sensibles al estimulo,
como dispositivos que responden al pH

7. Dificultad para eliminar las células madre
del cancer

Pueden especializarse para ser dirigidas a las
células madre del cancer

8. Propiedades farmacéuticas indeseables de
los farmacos

Pueden lograr la solubilizacién de los
medicamentos y proteger los que sean
inestables

9. Programacién y secuencia de dosis
subdptimas, especialmente cuando se trata
de combinaciones de multiples farmacos

Uso de nanotransportadores para |la
combinacidn y administracion de multiples
medicamentos de forma cuidadosa y 6ptima
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipétesis

Dada la importancia que tiene la MMP-9 en el cdncer de mama seria interesante investigar y
recopilar informacidn sobre su implicacidn en el crecimiento e invasién tumoral. Por otra parte,
el reciente desarrollo de la nanotecnologia proporciona herramientas que permiten una
administracion mas focalizada de farmacos para el tratamiento del cancer. De esta forma, la
utilizacidn de la nanotecnologia aplicada a la MMP-9 permitiria el desarrollo de una nueva linea
de actuacién en oncoterapia para detectar y optimizar la dosificacion de farmacos o inhibir la
accién de esta enzima.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es realizar una revision de las diferentes estrategias de utilizacién de
la nanotecnologia asociada a la MMP-9 para el tratamiento del cdncer de mama.

Se han considerado los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar las ventajas que presenta las nanoparticulas dirigidas a MMP-9 para la
deteccidon y seguimiento del cancer de mama mediante técnicas de imagen.

2. Presentar el conocimiento actual del uso de nanotransportadores sensibles al estimulo
de MMP-9 para el tratamiento del cancer de mama.

3. Establecer la posible importancia del uso de nanoparticulas para inhibir la actividad de
la enzima MMP-9 en las diferentes etapas de la carcinogénesis en la que esta
involucrada.

Ademas se va a valorar los aspectos citotoxicos producidos por los nanomateriales utilizados.
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MATERIAL Y METODOS

1. Fuentes bibliograficas

Se realizé una busqueda bibliografica en las bases de datos PubMed y Web of Science, con un
limite de 13 afios de publicacidn, teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusion:
estudios que examinaron la relacidn entre las nanoparticulas y el nivel de MMP-9 en pacientes
con cancer de mama. Los articulos fueron seleccionados en relacidn con su originalidad y
relevancia, considerando el rigor y la adecuacién del disefio experimental. La busqueda de
referencias bibliograficas se llevé a cabo utilizando las siguientes palabras clave: “cancer de
mama”, “MMP”, “MMP-9”, “nanomedicina”, “nanoparticula”, “micelas”, “liposomas” vy
“dendrimero”. La busqueda bibliografica cubrid los siguientes tipos de estudios: estudios in vitro
y revisiones bibliograficas. Adicionalmente, se ha utilizado la base de datos de Clinical Trials para
recopilar informacidn de los tratamientos actuales sobre el cancer de mama, la MMP-9 y el uso
de nanoparticulas.

2. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas para la realizacién de este estudio han sido las siguientes lineas
epiteliales de adenocarcinoma humano de mama: MCF-7 y MDA-MB-231. Adicionalmente, se
ha utilizado la linea celular de adenocarcinoma mamario murino 4T1.

- MCF-7

La linea celular MCF-7 se establecid del derrame pleural metastasico de una mujer de 69 afios
que padecia un adenocarcinoma de mama. Estas células expresan los receptores para
estrogenos (RE+) y progesterona (RP+), pero no el receptor del factor de crecimiento de tipo
epidérmico humano (HER2-) ni la proteina caspasa-3 activa. En esta linea celular el gen p53 no
estd mutado. Los MCF-7 se usan principalmente como un modelo in vitro para estudiar la
biologia del cancer de mama vy, debido a la cantidad de variantes disponibles, tiene aplicaciones
en el desarrollo de farmacos quimioterapéuticos y en la comprensién de la resistencia al farmaco
[43].

- MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 es una linea celular epitelial de cancer de mama humano que se
derivd a partir de un derrame pleural metastasico de una mujer caucasica de 51 afos con un
adenocarcinoma mamario. Ademas, es bastante agresiva, invasiva y muy poco diferenciada, ya
que esta caracterizado por la ausencia de RE, RP y HER2 (triple negativo). De igual modo, esta
linea celular expresa la proteina caspasa-3 activa. En esta linea celular el gen p53 esta mutado. El
cancer de mama triple negativo es una forma agresiva de cancer de mama con pocas opciones
de tratamiento. Por ello, es una de las mas utilizadas en laboratorios de investigacion médica
[44].

-4T1

El carcinoma mamario 4T1 es una linea celular tumoral mamario murino de un ratén BALB/cfC3H
trasplantable. Al contrario que otros modelos tumorales, esta linea celular puede metastatizar
de forma espontanea desde el tumor primario en la glandula mamaria hasta varios lugares
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distantes. Este tumor tiene varias caracteristicas que lo convierten en un modelo animal
experimental adecuado para el cdncer de mama humano. En primer lugar, las células tumorales
se trasplantan facilmente en la glandula mamaria, de forma que el tumor primario se desarrolla
en el lugar anatémicamente correcto. En segundo lugar, la enfermedad metastasica 4T1 se
desarrolla espontdneamente a partir del tumor primario, como en el cdncer de mama humano.
Otra ventaja de 4T1 es su resistencia a la 6-tioguanina, que permite la cuantificacién precisa de
las células metastasicas, incluso cuando se diseminan y en niveles sub-microscépicos en érganos
distantes [45].

Este trabajo sélo contempla estudios realizados in vitro, aunque muchas de las investigaciones
que se analizan, observan los efectos que causan la administracidon de farmacos en la actividad
de MMP-9 mediante NPs in vivo.

3. Técnicas empleadas

3.1. Técnicas de visualizacion

- Ensayo de inmunofluorescencia

La actina-F (actina filamentosa) y la vinculina (una proteina de adhesién focal) se analizaron
usando tincion de inmunofluorescencia gracias a un citoesqueleto de actina y un kit de tincion
de adhesién focal (Millipore, Darmstadt, Alemania), siguiendo el protocolo del fabricante. Las
células cultivadas se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos y se enjuagaron
tres veces con una solucién de 1xPBS. Se afiadié solucién de bloqueo (1xPBS, 5% de suero de
caballo y 0,3% de Triton X-100) y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. El
primer anticuerpo (250: 1) se diluyé en solucién de anticuerpo (1xPBS, BSA al 1%, Triton X-100
al 0,3%) y se incubd durante 12 horas a 4 ° C. A continuacion, se lavo tres veces con una solucion
1xPBS. El anticuerpo secundario conjugado con FITC (250: 1) se diluyd en solucién de anticuerpo
y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. El producto resultante se enjuago tres
veces con 1xPBS y la tincion de los nucleos se realizé mediante tratamiento con DAPI (4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) durante 5 min [46,47].

- Ensayo ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) es un ensayo bioquimico analitico
sensible y especifico muy usado en inmunologia para la deteccién y el analisis cuantitativo o
cualitativo de un analito sin el requisito de equipos sofisticados o costosos. El analito podria ser
cualquier sustancia especifica, ya sea una proteina especifica o una mezcla mas compleja de mas
de una proteina. En este caso, el analito es MMP-9. En general, ELISA tiene una buena
sensibilidad con un limite de deteccion / limite de cuantificacion (LOD / LOQ) hasta la escala de
nanogramos mas baja [48].

3.2. Técnicas de medicion del nivel de MMP-9

El analisis de transferencia Western Blot se usa para visualizar proteinas que se han separado
mediante electroforesis en gel. El gel se coloca junto a una membrana de nitrocelulosa o fluoruro
de polivinilideno y una corriente eléctrica hace que las proteinas migren del gel a la membrana.
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La membrana puede ser analizada por anticuerpos especificos para el objetivo de interés y
visualizarse utilizando anticuerpos secundarios y reactivos de deteccién [49].

Hay tres tipos en Western Blot en funcidn de como se lleve la transferencia: himedo, semiseco
y seco. La transferencia de Western de tipo seco se puede hacer usando un kit de transferencia
de Western. En la transferencia semiseca y himeda, debe preparar el Western Transfer Buffer.
La diferencia entre la transferencia semiseca y la transferencia himeda es la cantidad de tampdn
que se utilizara. Se requiere menos cantidad de tampdn y, en su lugar, mas cantidad de papeles
de filtro absorbente en la transferencia semiseca en comparacion con la transferencia humeda,
de modo que la membrana se mantendra hiumeda hasta el final de la transferencia [49].

3.3. Técnicas de citotoxicidad
- Ensayo MTT

La medicién de la viabilidad y proliferacién celular es crucial en la mayoria de ensayos in vitro
para comprobar la respuesta de una poblacion celular a factores externos. El ensayo de
proliferacién celular de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) mide la
tasa de proliferacion celular y, a la inversa, cuando los eventos metabdlicos conducen a la
apoptosis o necrosis, la reduccidn de la viabilidad celular. Cuando las células mueren, pierden la
capacidad de convertir MTT en formazan, por lo que la formaciéon de color sirve como un
marcador Gtil y conveniente de células viables. Por tanto, este método es muy frecuente en
ensayos de citotoxicidad [50].

- Ensayo CCK-8

El kit de recuento de células-8 (CCK-8) permite ensayos muy convenientes utilizando la sal de
tetrazolio altamente soluble en agua de Dojindo. WST-8 [2- (2-metoxi 4 nitrofenil) -3- (4-
nitrofenil) -5- (2,4-disulfofenil) -2H-tetrazolio, sal monosddica] produce un colorante de
formazdn soluble en agua tras la reduccion de la presencia de un mediador de electrones. Al no
ser radiactivo el CCK-8, permite realizar ensayos colorimétricos sensibles para la determinacién
del nimero de células viables en ensayos de proliferacién celular y citotoxicidad. El WST-8 se
reduce por deshidrogenasas en las células para dar un producto de color naranja (formazan),
que es soluble en el medio de cultivo de tejidos. La cantidad de colorante de formazan generada
por las deshidrogenasas en las células es directamente proporcional al nimero de células vivas.
La sensibilidad de deteccidn que usa CCK-8 es mayor que los ensayos que usan otras sales de
tetrazolio como MTT [51].

4. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas

Los métodos de sintesis de NPs se pueden dividir en dos estrategias, las aproximaciones “de
arriba hacia abajo” y las “de abajo hacia arriba”, como se puede observar en la figura 11. La
primera reside en la particion del material macoscdpico en proporciones pequefias, y la
segunda, en la fabricacidon de NPs mediante la condensacion de dtomos o entidades moleculares
en una fase gaseosa o liquida. Adicionalmente, estas técnicas se agrupan en tres categorias, a
saber, métodos fisicos, métodos quimicos y métodos bio-asistidos [52,53].

Algunos de los métodos fisicos mds utilizados para generar NPs son el molino de bolas de alta
energia, la ablacién por laser, la pulverizacidn electrdnica, la condensacién de gas inerte, la
deposicidn fisica de vapor, la pirdlisis por laser, la pirdlisis por rociado instantaneo y la mezcla
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en fusidn. Estos métodos principalmente emplean la estrategia “de arriba hacia abajo”. El
método sol-gel, la técnica de microemulsion, la sintesis hidrotérmica, la sintesis de poliol, la
sintesis quimica de vapor y la técnica de deposicidon de vapor quimica mejorada por plasma son
algunos de los métodos quimicos mas utilizados para la sintesis de NPs. Estas técnicas utilizan la
estrategia “de abajo hacia arriba” para la sintesis de NPs. Los métodos bio-asistidos, la
biosintesis o la sintesis verde proporcionan un protocolo ambientalmente benigno, poco téxico,
econdmico y eficiente para sintetizar y fabricar NPs. Estos métodos utilizan sistemas bioldgicos
como bacterias, hongos, virus, levaduras, actinomicetos, extractos de plantas, etc., para la
sintesis de NPs de metal y éxido de metal. Los métodos de bio-asistencia también se pueden
dividir en tres categorias segun utilicen microorganismos, biomoléculas como plantillas o
extractos de plantas [53].

De arriba hacia abajo

Material
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Figura 11. Estrategias de sintesis: “de arriba hacia abajo” y “de abajo hacia arriba” [53].

La caracterizacion de las NPs es necesaria para comprender su comportamiento en el organismo
y para proporcionar una guia en el control del proceso y evaluacién de la seguridad. El tamafio
de particula, la forma y distribucidon del tamafio, el estado de agregacién y aglomeracion, la
estructura cristalina, el drea de superficie especifica, la porosidad, la composicidon quimica, la
quimica de superficie, la carga, la actividad fotocatalitica, el potencial zeta, la solubilidad en
agua, la velocidad de disolucién/cinética y polvo son algunas de las caracteristicas que deben
tenerse en cuenta al empezar la caracterizacién [54].

Existen diferentes técnicas para el analisis de estos parametros, los cuales se pueden agrupar en
diferentes categorias, que incluyen métodos de conteo, ensamblaje, separacién y métodos
integrales. Los métodos de conteo hacen posible la individualizacidn de las diferentes particulas
gue componen un nanomaterial, la medicién de sus diferentes tamanos y la visualizacion de su
morfologia. La visualizacién de particulas se realiza preferentemente mediante métodos de
microscopia, que incluyen varias variaciones de estas técnicas. Algunos de ejemplos de este tipo
son la microscopia electrénica de transmisidon, la TEM de alta resolucion, la microscopia
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electrénica de barrido, la crio-SEM, la microscopia de fuerza atdmica y el analisis de seguimiento
de particulas. Los métodos de fraccionamiento constan de dos pasos de tratamiento de la
muestra, la separacion de las particulas en una fraccién monodispersa, y después, la deteccion
de cada fraccidn. El fraccionamiento de flujo de campo, la centrifugacion analitica y el analisis
de movilidad eléctrica diferencial son algunos ejemplos de este tipo de método. Los métodos de
ensamble permiten el informe de tamafios de particulas ponderados por intensidad. La variacion
de la seial medida a lo largo del tiempo da la distribucion del tamafio de las particulas extraidas
de una sefial combinada. Algunos ejemplos de este tipo son la dispersidn dinamica de la luz, la
dispersion de rayos X de angulo pequefio y la difraccidon de rayos X. Por ultimo, los métodos
integrales sélo miden una propiedad integral de la particula y se utilizan principalmente para
determinar el area de superficie especifica. Brunauer Emmet Teller es el principal método
utilizado y se basa en la adsorcidn de un gas inerte en la superficie del nanomaterial. Otra técnica
relevante es la dispersién de luz electroforética utilizada para determinar el potencial zeta, que
es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccién electrostatica (o de carga) entre las
particulas, siendo uno de los parametros fundamentales que afecta la estabilidad [54].

5. Analisis estadistico

Todos los valores se expresan como media + desviacién estandar, y se evalian mediante la
prueba t de Student o ANOVA, utilizando los software SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences), Graph Pad Prism u Origin Pro. En todos los casos, el valor p inferior a 0.05 fue
considerado como significativo, pero hay estudios que también han contemplado los valores **
p <0.01 y *** p <0.001 como niveles de significacidon superiores. Ademas, en algunos casos se
ha notificado con las siglas NS el valor de no significativo.
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NANOPARTICULAS DIRIGIDAS A LA MMP-9

A continuacidn, se presenta la potencialidad de MMP-9 a través de ciertos ejemplos de NPs que
han sido investigados estos ultimos afios en el cdncer de mama. Como ya se ha demostrado que
hay una sobreexpresion de MMP-9 en el tejido tumoral mamario, se analizaran diferentes
estudios que utilizan a esta enzima para dirigir a las NPs al ndcleo del tumor y asi, o visualizar la
zona afectada (nanosensores) o liberar el farmaco de forma mas precisa y efectiva
(nanotransportadores). Otro enfoque que se va a contemplar en este trabajo es la utilizacion de
las NPs para regular el nivel de MMP-9 como diana terapéutica, ya sea de forma directa o
indirecta.

1. Nanosensores de MMP-9

Como ya se comentd, MMP-9 es considerado un importante biomarcador para la deteccion
temprana del cancer de mama [16]. La zimografia es el método mas utilizado para la deteccién
de MMP-9, aunque requiere mucho tiempo y muestra una sensibilidad baja. Otros ensayos
estandar para su deteccion son ELISA, quimioluminiscencia, etiquetado basado en la actividad,
y transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). FRET es uno de los métodos
mas atractivos para la deteccién de MMP-9, presentando una alta sensibilidad y una simple
fabricacidn. Sin embargo, su principal desventaja se debe a la longitud de onda de excitacién de
los fluoréforos, que se encuentran principalmente en la regidn de los rayos ultravioleta (UV). En
esta regién, el fondo fluorescente proveniente de las biomoléculas y el efecto de filtro casi
interno provocado por otras especies pueden disminuir considerablemente la sensibilidad de
detecciéon. Por lo tanto, es necesario desarrollar una alternativa para estos materiales con
excitacion UV convencional en los bioensayos basados en FRET [46,47].

Por tanto, en este apartado se va exponer los resultados de dos alternativas para detectar
selectivamente y especificamente MMP-9 en células cancerosas usando nanosensores. Las
alternativas planteadas son por un lado unas NPs de péptidos-MUA/AuN/GO (pMAG) con un
tamafio medio de 4 + 1 nm (figura 12A) [46] y, por otro lado, unas NPs de conversidén ascendente
— gelatina — 6xido de grafeno (UCNP@gel@GO)con un tamaino medio de 150 nm (figura 12B)
[47]. En ambos casos se aplicé una excitacion UV para comprobar si estos materiales
aumentaban su sensibilidad en esta regién.
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Figura 12. Diagrama esquematico de la sintesis y la aplicacion de pMAG (A) [46] y UCNP@gel@GO (B)
[47] para la deteccion de MMP-9.
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Para que estas NPs detecten especificamente a MMP-9 se ha utilizado gelatina en sus cubiertas,
en el caso de UCNP@gel@GO, y un péptido modificado (Gly/Leu), en el caso de pMAG, por lo
que se trata de un sistema que responde ante las concentraciones de esta enzima.

En un primer lugar, la aplicacién de las NPs en la deteccién de MMP-9 comienza al analizar el
efecto de desactivacidon del GO con concentraciones crecientes de la enzima. Su adicién indujo
un significativo decremento de la intensidad de ambas NPs, como se muestra en la figura 13 Ay
B. La desactivacion fluorescente se investigd con mayor profundidad utilizando un grafico de
Stern Volmer, en el que la intensidad de la fluorescencia se representa en funcion de la
concentracion de GO, siendo “lo” la intensidad antes de agregar GO e “I”, la de después. El
grafico de Stern-Volmer mostrd una relacion aproximadamente lineal, con una constante de
extincién de 0.034 (mg mL?) "t en el caso de UCNP (figura 13C), lo que indica la existencia de un
efecto de extincion entre GO y AuNC, y en el caso del péptido-MUA/AUNC, muestra una
curvatura ascendente caracteristica de la ecuacién de Stern-Volmer con constante de la
velocidad de enfriamiento se calculd para que fuera de 35 x 10 A 3 (ug mL™ 1)~ (figura 13D).
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Figura 13. Los efectos de la desactivaciéon de GO sobre las NPs. Intensidad de fluorescencia del
péptido-MUA/AUNC (A) y de UCNP (B) en funcidn de la concentracién de GO. Gréfica Stern-Volmer de
la intensidad del péptido-MUA/AuUNC (C) y UCNP (D) frente a GO concentracion [46,47].

A continuacidn, se va a evaluar la capacidad de estas NPs para detectar la MMP-9. En presencia
de esta enzima, el péptido de la superficie de pMAG se deshizo, lo que Ilevd a la disminucion de
la proximidad entre AUNC y GO, restaurando la fluorescencia apagada. Para UCNP se registro la
intensidad al irradiar la solucién con una excitacidn de 980 nm. Ambas NPs se estimularon con
concentraciones crecientes de MMP-9 en tampdn Tris-HCl (50 mM, pH 7,6) a 37°C. Se observd
que la luminiscencia apagada de las NPs se restaurarén después de la adicion de MMP-9 vy la
recuperacion de la luminiscencia aumentd al incrementar la concentracion de enzima como se
muestra en la figura 14 Ay B. La recuperacién de la intensidad de luminiscencia (RL) se calculd
en funcién de la intensidad de luminiscencia recuperada de la UCNP antes (lo) y después (1) de
agregar MMP-9 (RL=I/10) y la recuperacion de fluorescencia (RF) en funcién de fluorescencia
difusa de la pMAG (RF=I/lo-1). Ambas recuperaciones aumentaron a medida que aumentaba la
concentracion de MMP-9. En el caso de pMAG, la linealidad se obtuvo de 5 a 20 ng de enzima
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(figura 14C), y en el caso de UCNP@gel@GO, la mayor linealidad se obtuvo a una concentracion
de enzima de 12,5 a 80 ng mL?, y la saturacion se obtuvo a 120 ng mL? (figura 14D). Las
respuestas tanto de luminiscencia como de fluorescencia fueron bastante estables y no se
observd ninguna recuperaciéon en el experimento de control, donde se incubd las NPs en
ausencia de la enzima. Los resultados muestran que estos NPs pueden detectar el biomarcador
tumoral MMP-9 a través de una respuesta de activacion.
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Figura 14. NPs bajo estimulos de MMP-9. Recuperacion de la intensidad tras la adicion de MMP-9 de
pMAG (A) y de UCNP@gel@GO (B). Se recupera tanto la fluorescencia del pMAG (C) como la
luminiscencia de UCNP (D) [46,47].

La deteccidon de MMP-9 es importante para el diagndstico clinico y el tratamiento de los canceres
en una etapa temprana. Por lo tanto, se aplicaron tanto UCNP@gel@GO como pMAG para la
deteccion de MMP-9 secretada a partir de células MCF-7 bajo la estimulacion de acetato de
miristato de forbol (PMA). Se sabe que el PMA estimula fuertemente la invasion y migracion de
las células cancerosas al inducir la sobreexpresion de MMP-9. Las imagenes de
inmunofluorescencia (figura 15) muestran los cambios morfolégicos durante los procesos de
adhesién y expansién celular. Después de 12 h, se observd que las células tratadas con PMA
(figura 15 B y D) expresaban una notable mejora en la capacidad de formacién de colonias, en
particular una distribucién condensada de F-actina (roja) que sobresale en los bordes de las
células en comparacién con las células no tratadas (figura 15 A y C). Estos resultados son
consistentes con informes anteriores sobre los cambios morfolégicos de MCF-7 debidos a la
sobreexpresion de MMP-9 bajo estimulacidon con PMA.

Para obtener de forma mas precisa la sensibilidad de la deteccion de MMP-9, se determiné la
cantidad de MMP-9 secretada por células utilizando tanto en ambas NPs como en el ensayo
ELISA (figura 16 Ay B). En la figura 16 Ay B (linea negra) se muestra que la cantidad de MMP-9
humana secretada por las células MCF-7 aumentd en funcidn del tiempo de cultivo celular. Tanto
la fluorescencia como la luminiscencia se restauraron progresivamente a medida que
aumentaba el tiempo de incubacién celular (figura 16 Ay B, linea azul).

34



100 um 100 um

Figura 15. Imagenes de inmunofluorescencia (rojo: actina F; verde: vinculina; azul: nicleo) de células
MCF-7 en la ausencia y presencia de PMA en pMAG (Ay B) y UCNP@gel@gel (Cy D) [46,47].

Después de 12 h de incubacion celular con PMA, se secretaron 11.8 ng mL?, en el caso de pMAG,
y 19 ng mL?, en el caso de UCNP@gel@GO, de MMP-9 por células MCF-7. La respuesta de
activacion tanto de la luminiscencia de UCNP como la fluorescencia de pMAG se correlaciond
bien con la concentracion de MMP-9 medida por ELISA. Por tanto, el limite de deteccién (LDO)
de UCNP@gel@GO fue de 12 ng mL y el de pMAG fue de 2.5 ng mL?, que es mas bajo que los
sensores enzimaticos previos basados en NPs.
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Figura 16. Sensibilidad y selectividad de las NPs para la deteccion de MMP-9 en células MCF-7 vivas. Activacion de la
respuesta de fluorescencia de pMAG (A) y la respuesta de luminiscencia de UCNP@gel @GO (B) (lineas azules) y ELISA
(linea negra) para la deteccion in vitro de MMP-9 secretada de células MCF-7 en funcidn del tiempo de cultivo celular
(4h, 8hy 12h). RF de pMAG (C) y RL de UCNP@gel@GO (D) a MMP-9 secretada por células en ausencia y en presencia
de TIMP, y la respuesta de luminiscencia de las NPs en un medio sin células [46,47].

35



Para confirmar que esta respuesta de activacién fue causada por la MMP-9 secretada de las
células, los medios de cultivo de células acondicionados se preincubaron con 500 uM de TIMP
durante 1 h antes de la adicion de la UCNP@gel@GO nanosensor y con 200 uM de TIMP durante
30 min antes de la adicion de pMAG. Como se muestra en la figura 16 C y D, existe una
disminucién considerable en la respuesta de activacion de las NPs cuando se inhibid la actividad
de la MMP-9 (barra gris), lo que corrobora que la respuesta esté causada por la MMP-9
secretada sélo por las células MCF-7. Los resultados obtenidos demuestran que ambas NPs se
puede usar para la deteccidon de activacion de MMP-9 secretada en células vivas con alta
sensibilidad y selectividad.

Asimismo, hay otro articulo que ha planteado introducir NPs de 6xido de hierro recubiertas de
gelatina en el organismo permitiendo ser agentes de contraste de prolongada durabilidad en
sangre (2 horas) y asi, poder identificar la MMP-9 por técnicas de imagen, como la MRI, y por
tanto, diagnosticar y tratar adecuadamente el cancer de mama [55]. Por otro lado, existe otro
articulo que trata de detectar la actividad de multiples MMPs a la vez, gracias a un ensayo de
fluorescencia mejorada a base de microarrays de péptidos, obteniendo resultados satisfactorios
[56].

Para concluir, gracias a estas NPs se puede obtener bastante sensibilidad a la hora de medir la
MMP-9 abordando el problema de que se necesitaba métodos que consiguieran estos
resultados a altas longitudes de onda (regién UV). Ademas de la sensibilidad, también se ha
comprobado que las respuestas de visualizacion y la duracién fueron bastante estables. Una
desventaja de los nanosensores recubiertos con gelatina es que no hay diferenciacién entre las
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) por lo que las NPs son igualmente atraidas por estas dos enzimas.

2. Nanotransportadores sensibles al estimulo de MMP-9 para la administracion de farmacos

Como ya se ha demostrado que hay una sobreexpresion de MMP-9 en el cdncer de mama, se
han realizado diferentes estudios que la utilizan para guiar a las NPs al nucleo del tumor vy asi,
liberar el fdrmaco de forma mds precisa y efectiva. En este apartado, al igual que el anterior, se
va a estudiar las NPs que responden ante las concentraciones de MMP-9, pero en vez de
detectarlas/visualizarlas, se van a administrar farmacos especificos contra el cdncer de mama.

Hay varias investigaciones con este tipo de NPs que administran la liberacion del farmaco gracias
a un estimulo interno, en concreto, al de MMP-9, las cuales se veran a continuacion. En todos
estos estudios, se analiza la citotoxicidad que provoca las NPs a diferentes concentraciones del
farmaco que llevan en su interior, y en algunos casos, se comprueba si son efectivas.
Dependiendo de la investigacidn, se utilizara un ensayo de citotoxicidad u otro en una linea
celular en concreto.

En un primer lugar, se estudia la DPM@PL, que son micelas de succinato de metoxi
polietilenglicol-s-s-vitamina E (DPM) recubiertas de liposomas basados en PPV (PL) y cargadas
con docetaxel (DTX) (figura 17A) [57], y un tipo de NPs basadas en micelas de péptidos que, tras
la hidrdlisis catalizada por MMP-9, se reconfiguran para formar nanoestructuras fibrilares y
estan cargadas de doxorrubicina (DOX) (figura 17B) [58]. DPM@PL mostré una estructura de
metralla con un tamafio promedio de 113.3 £2.7 nm, pero en el caso de las micelas, este estudio
no proporciond su tamaino medio.
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Figura 17. Representacidén esquematica de la sintesis y la aplicacion de DPM@PL (A) y las micelas de
péptidos (B) para la administracidn del farmaco debido al direccionamiento de MMP-9 [57,58].

La citotoxicidad en estos dos tipos de NPs se midié mediante el ensayo MTT, en el caso de las
micelas de péptidos, y un ensayo estandar de tincién con sulforodamina B, en el caso de
DPM@PL. Ademas, hay que tener en cuenta que la linea celular que se utilizé para cada NP fue
diferente, DPM@PL en células 4T1 y las micelas de péptidos en células MDA-MB-231-luc-
D3H2LN. La peculiaridad de esta ultima linea celular es que expresa luciferasa, lo que permite
realizar hacer un seguimiento exhaustivo de ésta.

Para DPM@PL, los valores de la concentracion inhibitoria media maxima (IC50) de cada grupo
fueron calculados y presentados en la figura 18A. Los valores de IC50 fueron 645.8 ng mL™ para
el grupo DTX libre, 1111.0 ng mL? para el grupo DPM@PL pre-tratado con PBS y 363.9 ng mL?
para el grupo DPM@PL pre-tratado con PBS, respectivamente. Estos resultados indicaron que la
citotoxicidad de DPM@PL contra las células 4T1 se mejord en gran medida después de la
activacion de MMP-9. Ademas, se demostrd que esta enzima a la misma concentracion con el
grupo pre-tratado con MMP-9 también mostré una toxicidad insignificante contra las células
4T1, pero son datos que no se mostraron en la investigacion.

Para la micela peptidica, se mostré que ambos péptidos incrementaban la efectividad de la DOX
en un amplio rango de concentraciones, como se puede observar en la figura 18 By C. Por el
contrario, ninguno de los estereoisdmeros D no hidrolizables expuso este aumento de los
efectos del tratamiento con DOX. Con el péptido 1a(D) incluso disminuyé la efectividad del
tratamiento con este farmaco, lo que coincide con el concepto de que la DOX podria quedar
atrapada por las micelas de péptidos, pero no liberarse a través de la escision enzimatica. Por lo
tanto, el tratamiento de combinacidn fue mas téxico para las células cancerosas en comparacion
con la DOX sola y también en comparacion con la combinacion de los péptidos D y la DOX, lo
que confirma la importancia de la MMP-9 en la administracién de farmacos mediado por
micelas. Estos datos demuestran un mecanismo por el cual la transicién de la morfologia de la
micela a la fibra produce una mayor toxicidad del tratamiento de combinacion debido a la
formacién de depdsitos fibrilares que actian para localizar el medicamento cerca de las células
cancerosas.
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Figura 18. Determinacidn de citotoxicidad in vitro de DPM@PL libre de DTX, PBS y MMP-9 pre-
tratados en células 4T1 después de 2 dias de incubacidn (A) y de las micelas de péptidos, que fueron
tratadas con los péptidos 1a y 2a utilizando DOX a 2.5 nM del péptido respectivo medido por MTT
ensayo después de 3 dias (B) [57,58].

En segundo lugar, esta la GNP-DTX/Qu/IMA, que son NPs recubiertas de gelatina cargadas con
tres farmacos diferentes, DTX, quercetina (Qu) e imatinib (IMA), como se observa en la figura
19A. Ademas, también se va a estudiar la opcidén de administrar DTX y Qu a través de una NP
con estructura lipidica (NLC) [59]. Por otro lado, estad el HPG-C18-PLLD, que es un copolimero
anfifilico en forma de estrella que consiste en un derivado de poliglicerol hiperramificado (HPG-
C18) y poli (L-lisina) dendritica (PLLD), donde los segmentos C18 hidréfobos encapsularon el DTX,
y los PLLD interactuaron con el plasmido de siRNA de MMP-9, representada en la figura 19B [60].
NLC-DTX/Qu y GNP-DTX/Qu/IMA presentaron diferentes distribuciones de tamafio con
didmetros medios de aproximadamente 95y 112 nm, y HPG-C18-PLLD mostré un gran tamaiio
de alrededor de 175 nm, respectivamente.

Para ambas NPs, se va a analizar, en primer lugar, la citotoxicidad que se da en el cultivo ante
diferentes concentraciones de los farmacos cargados mediante el ensayo MTT, en el caso de
GNP-DTX/Qu/IMA o NLC-DTX/Qu, y el ensayo CCK-8, en el caso de HPG-C18-PLLD y, en segundo
lugar, el nivel de MMP-9 antes y después de administrar las NPs al cultivo mediante el analisis
de western blot. Ademas, hay que tener en cuenta que el tipo de cultivo que se utilizd para cada
NP fue diferente, GNP-DTX/Qu/IMA o NLC-DTX/Qu/IMA en células 4T1 y HPG-C18-PLLD en
células MCF-7. Estos casos también entrarian en el apartado siguiente, ya que ademas de utilizar
MMP-9 como guia para llevarlas al lugar del nicleo, la inhiben, y por eso, se mide el nivel
enzimatico.

Para GNP-DTX/Qu/IMA o NLC-DTX/Qu, se investigd la citotoxicidad de los farmacos libres y de
las nanoparticulas cargadas con esos mismos farmacos frente a las células cancerigenas. Como
se muestra en la figura 20A, después de 24 h de co-incubacién con diferentes férmulas en
diversas concentraciones, la tasa de crecimiento de las células 4T1 se redujo de forma
dependiente de la dosis. A baja concentracion (1 ug mL?, calculada como concentracién de DTX),
no hubo una diferencia estadistica significativa entre el farmaco libre y las nanoparticulas.
Cuando la concentracion de farmaco aumentd, se presentaron diferencias. A una concentracion
de 10 pg mL? (calculada como la concentracidn de DTX), la viabilidad celular de cada grupo fue
de 62.43 + 4.33% con IC50 de 14.27+0.58 (DTX), 61.94 + 5.26% con IC50 de 13.43+0.82 (DTX +
Qu), 47.85 * 2.78% con IC50 de 8.923+0.49 (NLC-DTX/Qu), y 39.27 £ 3.35% con IC50 de 6.181
0.35 (GNP-DTX/Qu/IMA), respectivamente. En la concentracién alta (25 y 75 pg mL?Y), la
viabilidad celular siguié el mismo orden: DTX> DTX + Qu> NLC-DTX/Qu> GNPDTX/Qu/IMA. El
valor de IC50 de cada una de estas posibilidades mostré que la tasa de inhibicién de las NPs en
la linea celular 4T1 de cancer de mama fue significativamente mayor que la del grupo DTX
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original, y GNP-DTX/Qu/IMA mostré la mayor citotoxicidad. El IC50 de GNP-DTX/Qu/IMA fue
aproximadamente 2,3 y 1,4 veces el de la solucién DTX y NLC-DTX/Qu, respectivamente. No
hubo diferencias significativas entre el grupo DTX y el grupo DTX + Qu (p <0.05), lo que podria
demostrar que Qu tiene citotoxicidad no aparente en las células 4T1. Por un lado, el aumento
de la citotoxicidad de GNP DTX/Qu/IMA podria deberse al aumento de la captacion celular, que
fue causado por la adsorcidn electrostatica entre el nicleo de NLC catidnico y la membrana
cargada negativamente después de la degradacion del recubrimiento de gelatina. Por otro lado,
IMA podria hacer una contribucidn a la toxicidad incrementada como tratamiento adyuvante.
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Figura 19. Representacion es-quematica de la sintesis y la aplicacién de GNP-DTX/Qu/IMA o NLC-
DTX/Qu (A) y HPG-C18-PLLD (B) para la administracion del fairmaco mediante al direccionamiento de
MMP-9 [59,60].

En cambio, para la citotoxicidad de la HPG-C18-PLLD se utilizaron el control la polietilenimina
PEI-25k y PBS vy los resultados obtenidos se muestran en la figura 20B. Como se observa, por
debajo de la concentracidn de 200 ug mL?, el HPG-C18-PLLD en blanco mostré una citotoxicidad
insignificante en comparaciéon con el control de PBS. Por el contrario, PEI-25k mostrd una
citotoxicidad significativa, y no hubo mas del 20% de células MCF-7 disponibles después del
tratamiento con 50 pg mL?! de PEI-25k. La gran diferencia en la citotoxicidad entre HPG-C18-
PLLD y PEI-25k fue que HPG-C18-PLLD tiene una mayor ventaja en el suministro de genes en la
clinica. Por tanto, en este trabajo se ha observado que no ha habido una toxicidad considerable,
y esto se debe a que HPG-C18-PLLD tiene una estructura quimica biocompatible gracias a sus
segmentos (HPG, C18 y PLLD). Sus estructuras dendriticas en forma de estrella y caracteristicas
podrian reducir su toxicidad en comparacion con los polimeros catidnicos lineales que tienen
pesos moleculares similares.

Para verificar el efecto de inhibicidon de las NPs, se aplico el ensayo de transferencia Western
para medir el nivel de MMP-9. El andlisis de transferencia Western Blot indicé que en GNP-
DTX/Qu/IMA y NLC-DTX/Qu podrian inhibir efectivamente la proteina MMP-9 en comparacion
con farmaco libre, aunque GNP-DTX/Qu/IMA manifestd una inhibicién mas pronunciada de
MMP-9 (figura 21A). Esto podria certificar el efecto de inhibicion de GNP-DTX/Qu /IMA en la
migracion de células 4T1 de manera indirecta.
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Figura 20. Determinacion de citotoxicidad in vitro. (A) Resultados de GNP-DTX/Qu/IMA, NLC-DTX /
Qu, DTX+Qu y DTX libre a diferentes concentraciones en células 4T1 a 372C durante 24 h mediante
el ensayo MTT. (B) Resultados de HPG-C18-PLLD y PEI-25k a diferentes concentraciones en células
MCF-7 mediante el ensayo CCK-8 [59,60].

Por otro lado, el andlisis de transferencia Western Blot mostré que el HPG-C18-PLLD no podia
reducir el nivel de MMP-9, y no hubo diferencia significativa con el control de PBS (figura 21B).
Mientras que después de transfectar con el plasmido de ARNip de MMP-9, la concentracién de
MMP-9 se redujo considerablemente. PEI-25k/MMP-9 medié mas del 80% de reduccion en la
concentracion de proteinas debido a su gran capacidad de administracién de genes. El complejo
HPG-C18-PLLD/MMP-9 en la relacion de peso de 80 también hace que la concentracion de la
proteina MMP-9 se reduzca en un 75%. Estos resultados sugirieron que HPG-C18-PLLD podria
administrar el ARNip de MMP-9 de manera efectiva en las células MCF-7 y reducir el nivel de
MMP-9. Aunque muestra una capacidad ligeramente menor para entregar el plasmido de ARNip
de MMP-9 en comparaciéon con PEI-25k, HPG-C18-PLLD todavia se consideraba un portador de
genes prometedor debido a sus ventajas en cuanto a biocompatibilidad.
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Figura 21. Ensayo Western Blot para medir el nivel de MMP-9. La parte superior de Ay B representa
el nivel de MMP-9, y la parte inferior, el analisis del nivel de MMP-9 como la relacién de MMP-9 a -
actina. (a) Control, (b) DTX, (c) DTX + Qu, (d) NLC-DTX / Qu, (e) GNPDTX / Qu / IMA, (1) HPG-C18-PLLD,
(2) PEI-25k / MMP-9 y (3) HPG-C18-PLLD / MMP-9 [59,60].
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Por ultimo, también se han encontrado otras NPs que son conducidas por MMP-9 para
suministrar los farmacos cargados, comprobado su citotoxidad en células MCF7 y 4T1. A
diferencia de las anteriores NPs, estas investigaciones o mide su viabilidad con ambas
gelatinasas o no se especifica el ensayo de citotoxicidad utilizado. Una de ellas es la polimersoma
PDMS-PMOXA —-SRL-PTX (paclitaxel) [61] y la otra es un conjugado de Janus mPEGilado péptido
dendron-PVGLIG-DOX [62]. Adema3s, es interesante comentar que en todos los casos expuestos
también se han investigado el efecto de estas NPs in vivo (ratén y pez zebra).

En definitiva, gracias a este tipo de NPs que se estimulan mediante MMP-9, se ha podido lograr
una eficaz administracién del farmaco en el lugar del tumor con menos citotoxicidad que si se
hubiera suministrado el farmaco libre. Sin embargo, existe el problema de diferenciacion entre
las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) en la mayoria de las NPs de este apartado, ya que al estar
recubiertas de gelatinas, éstas son igualmente atraidas por las dos enzimas, como le sucede a
los nanosensores de MMP-9 ya vistos.

3. Tratamientos diana que regulan a MMP-9

En los apartados anteriores se ha analizado la mayoria de NPs existentes que se encargan de
localizar el tumor mediante la utilizacion de MMP-9 (nanosensores) y/o administrar farmacos
(nanotransportadores), que no son capaces de llegar hasta el tumor o si llegan, lo hacen en una
dosis minima, ya que el organismo lo va degradando, y por tanto, perjudica al tejido sano. En
este apartado no se va a utilizar MMP-9 como guia, sino como diana terapéutica sabiendo que
esta involucrada en varias etapas de la carcinogénesis, tales como la invasién, la progresion
celular, la angiogénesis y la metastasis.

En este apartado, los tratamientos que inhiben a MMP-9 mediante NPs se han dividido en
tratamientos directos e indirectos. Los tratamientos directos son aquellos que tienen como
diana a MMP-9, y los indirectos, son aquellos que inhiben algin paso intermedio de una cierta
ruta en la que estd involucrada nuestra enzima. Por otro lado, se comentaran otros articulos
(con la misma funcién) que no se han explicado con mads detalle, ya sea porque la linea celular
que han trabajado o la técnica que utilizan para medir la expresién de MMP-9 no se ha
contemplado en esta investigacion. Igualmente, hay otros estudios que aunque hayan analizado
la citotoxicidad de las NPs que elaboran, la medicidon de nuestra diana la realizan in vivo. Por
ultimo, se mencionaran las ventajas y desventajas de los tratamientos diana que regulan a MMP-
9.

3.1. Tratamientos directos

A continuacion, se va a estudiar las diferentes NPs existentes que inhiben directamente a MMP-
9, gracias a sus diferentes caracteristicas, estimulos, farmacos, entre otros. En todos estos
estudios, primero se analiza la citotoxicidad que provoca las NPs para diferentes
concentraciones del farmaco cargado, y después, el nivel de MMP-9 tras incorporar las NPs.
Dependiendo de la investigacidn, se utilizara un ensayo de citotoxicidad u otro en una linea
celular en concreto.

Todas las NPs de este apartado se han analizado en células MCF-7, pero se diferencian en el
ensayo de citotoxicidad utilizado, por lo que se aprovechara esta diferenciacién para dividir los
trabajos considerados y poder examinar de forma dptima los resultados.
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En un primer lugar, se va a estudiar las NPs que se han analizado en células MCF-7 y su
citotoxicidad se ha medido con un ensayo CCK-8. En este caso se encuentran la FA-CPSP-UA, que
son NPs de polispermina quimiosensible (CPSP) dirigido gracias al acido fdélico (FA) para la
administracion del acido ursélico (UA) (figura 22A) [63], la GO-PAMAM/DOX/MMP-9, que son
dendrimeros de poli (amidoamina) modificado con GO cargados con DOX y/o shRNA de MMP-9
(figura 22B) [64] y la FA-PAAs/MMP-9, que son NPs de poli (amidoamina) hiperramificada
modificada (PAAs) con folato (FA) cargadas con siRNA de MMP-9 (figura 22C) [65]. FA-CPSP-UA
y FA-PAAs/MMP-9 reaccionan al estimulo interno del potencial de redox, en concreto, al
glutatién (GSH), y GO-PAMAM/DOX/MMP-9 reaccionan al estimulo interno del pH. El tamafio
de FA-CPSP-UA fue de 223.3 + 11.17 nm, respectivamente, y en los otros dos casos, no se
proporcionaron. Los potenciales zeta de FA-CPSP-UA y GO-PAMAM fueron de +27.5 + 1.53 mV
y +24.1 mV, respectivamente, pero en el caso de FA-PAAs, no se especificé.
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Figura 22. Esquema de sintesis de FA-CPSP-UA (A), la GO-PAMAM (B) y la FA-PAAs (C) [63—65].

A continuacién se va a estudiar la citotoxicidad de estas NPs en las células MCF-7 mediante el
ensayo CCK-8. En el caso de FA-CPSP (figura 23A), se encontré casi la misma citotoxicidad que
sélo CPSP (confirmacion de seguridad), y la tasa de supervivencia celular fue del 74,1% cuando
la concentracién alcanzé los 200 pg mL™. En el caso de GO-PAMAM no hubo toxicidad, mientras
que las muestras que contenian shRNA de DOX y MMP-9 mostraron una citotoxicidad, cuyas
tasas de supervivencia celular fueron 54.43% y 71.75% (figura 23B). Para la administracién
conjunta de GO-PAMAM / DOX / MMP-9, |a tasa de supervivencia celular fue solo del 49,61%,
que es inferior a la del shRNA DOX o MMP-9. Por lo tanto, se puede explicar que el efecto de la
administracidn conjunta encuanto a citotoxicidad se refiere es mas evidente que el de un solo
farmaco. Por ultimo, en el caso de FA-PAAs (figura 23C), se encontrd una baja citotoxicidad, y
no hubo una diferencia significativa en la viabilidad celular con el control de PBS cuando su
concentracidn fue inferior a 200 mg mL™.
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Figura 23. Viabilidad celular de MCF-7 después de la incubacidon con CPSP y FA-CPSP (A), con GO-
PAMAM libre (1), GO-PAMAM/MMP-9 (2), GO-PAMAM/DOX (3) y GO-PAMAM/DOX/MMP-9 (4) (B) o
con FA-PAAy PEI (C) a diferentes concentraciones [63—65].

Ahora se va a estudiar el nivel de MMP-9 mediante el andlisis Western Blot. Los niveles de la
proteina MMP-9 tratadas con FA-CPSP-UA fueron reducidos efectivamente de una manera
dependiente de la dosis, en comparacidn con el control (figura 24A). En comparacion con el
control de PBS y GO-PAMAM, GO-PAMAM/MMP-9 y PEI-25k/MMP-9 puso de manifiesto bajos
niveles de la proteina MMP-9 (figura 24B). El resultado mostré que, el proceso de transfeccion
de PEI-25k y GO-PAMAM ha obstaculizado significativamente los niveles de MMP-9. Por ultimo,
en comparacion con el control de FA-PAAs, las demas combinaciones podrian dar como
resultado una baja cantidad de esta MMP (figura 24C). Debido a la presencia de suero en el
proceso de transfeccidn, PEl medid una reduccion de aproximadamente el 45% de MMP-9, que
no fue tan buena como las PAA y las FA-PAA. Ademas, los FA-PAA mostraron el mejor efecto de
regulaciéon, con mas del 60% de la cantidad de la proteina MMP-9 inhibida.

B C
FA-CPSP-UA (ug/mL)
MMP-9  wme - « s o < 79KDa
1 2 3 4
1 2 3 4

PaCn s
Fact = . B

GAPDH W weee WHP W - 36KDa

c 60 g 1.0+

$§ I

[

g ey E 1.0 ,7 © 08

g 40 e @ . ]

° Fekk gosq P )

& 3 7 c 0.6-

3 H =

- dekk 0.6 3

22 - £ S 04

) ° o

P 2 04

o s )

H = o 02

= a 02 =
control 20pgimL_10ug/mL_ 1pg/mL E = 00

Ed
°

FA-CPSP-UA

Figura 24. MMP-9 determinada por analisis de transferencia Western (partes superiores) y el analisis
de las intensidades de luz de esta enzima como la relacién de MMP-9 a GAPDH (A) y como la relacidn
de MMP-9 a B-actina (B Y C) de los resultados de Western blot (partes inferiores). (B): (1) PBS; (2) GO-
PAMAM; (3) GO-PAMAM / MMP-9; (4) PEI-25k / MMP-9. (C): (1) FA-PAA negros; (2) PEI / MMP-9; (3)
FA PAAs / MMP-9; (4) PAAs / MMP-9. PBS se establecié como el control [63—-65].

Para finalizar los tratamientos diana que regulan a MMP-9, se va a analizar unas NPs de oro
recubiertas de resveratrol (Rev-AuNPs) [66] y unas micelas conjugandas con acido gambdgico
(GA) y PAAs a través de enlaces amida cargadas con DTX y shRNA (PAG/DTX-shRNA) [67]. Esta
ultima NP reacciona al estimulo interno del potencial de redox, en concreto, al glutation (GSH),
pero en el caso de Rev-AuNPs, no se hace mencién de cual es el estimulo que utilizan para
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conducir a esta NP al centro del tumor. Los tamafios de particula de las micelas PAG/DTX
aumentaron de 109.2 a 257.5 nm y mostraron potenciales zeta similares de aproximadamente
+55 mV. Las Rev-AuNPs formaron nanoparticulas esféricas de 22.28 + 2.98 nm de didmetro y un
potencial zeta de -32.8 £ 2.47 mV.

La citotoxicidad en estos dos tipos de NPs se midiéo mediante el ensayo MTT, en el caso de Rev-
AuNPs, y un ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo, en el caso de PAG/DTX-
shRNA. La citotoxicidad de las células MCF-7 después del tratamiento con DTX, DTX-shRNA,
PAG/DTX o PAG/DTXshRNA a diferentes concentraciones de DTX durante 48 h, se puede
observar en la figura 25A. PAG/DTX y PAG/DTX-shRNA mostraron una toxicidad mucho mas
fuerte que la de DTX libre o la combinaciéon de DTX-shRNA. Para confirmar aiin mas el efecto
antitumoral de PAG/DTX-shRNA, la citotoxicidad de las células MCF-7 después del tratamiento
con shRNA MMP-9, DTX-shRNA, PAG-shRNA o PAG/DTX-shRNA se detectd a diferentes
concentraciones de ARNsh de MMP-9 durante 48 h, como se muestra en la figura 25B. Como es
evidente, el shRNA de MMP-9 no ejercid ningln efecto téxico en las células MCF-7, y esto es
debido a la degradacién lisosomal y nucleolitica. Por otro lado, se determind que las Rev-AuNPs,
a una concentracién de 10 uM, no fueron téxicas para las células MCF-7 (figura 25C).
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Figura 25. (A) Los efectos de DTX, DTX-shRNA, PAG/DTX y PAG/DTX shRNA sobre las células MCF-7
durante 48 h a diferentes concentraciones de DTX. (B) Los efectos del shRNA MMP-9, PAG-shRNA,
DTX-shRNA y PAG/DTX- shRNA sobre las células MCF-7 durante 48 h a diferentes concentraciones de
shRNA. (C) El efecto de Rev-AuNPs sobre las células MCF-7 con diferentes concentraciones de esta NP
durante 24 h [66,67].

Para comprobar la efectividad de estas NPs de inhibir el nivel de MMP-9, se utilizé el andlisis
Western Blot. Después de exponer a las células MCF-7 a las micelas PAG-shRNA o PAG/DTX-
shRNA, los resultados indicaron que podrian inhibir significativamente la concentracion de la
proteina MMP-9 en comparacion con las micelas de PAG, que se usaron como control (figura
26A). Ademas, el nivel de proteina MMP-9 en células MCF-7 después del tratamiento con PAG-
shRNA fue similar al de las células tratadas con PAG/DTX-shRNA. Por otro lado, el tratamiento
con Rev-AuNPs suprimid la actividad de MMP-9 y fue interesante observar que su efecto
inhibitorio fue mas fuerte que el de Rev en la misma concentracidn (figura 26B).
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Figura 26. Andlisis Western Blot de la proteina MMP-9 expresada en células MCF-7 después del
tratamiento con micelas PAG, PAG-shRNA o PAG/DTX-shRNA (A) y con Rev AuNPs (B) [66,67].

Por concluir, FA-CPSP-UA mostrd una alta solubilidad acuosa, degradacidn gracias GSH, buena
biocompatibilidad y un mayor efecto de inhibicidon sobre la proliferacion de células tumorales
en comparaciéon con la UA libre. Ademas, GO-PAMAM también tiene una buena
biocompatibilidad y mostré una menor citotoxicidad en comparacién con PEI-25k. En particular,
los FA-PAAs mostraron una eficiencia de administracion de genes mucho mayor que la de PEI-
25k en presencia de suero, lo que lleva a una disminucion evidente en los niveles de MMP-9y la
muerte por apoptosis de las células MCF-7, lo que sugiere una posible aplicacién en la terapia
génica para los tumores. Por otro lado, PAG/DTX-shRNA mostré una liberacién réapida y
simultanea de DTX, GA y MMP-9 shRNA en la presencia de reactivos reductores citoplasmicos,
una eficacia antitumoral mas fuerte que las micelas con un solo farmaco y un gran potencial
para combinar dos moléculas pequefias de farmacos hidréfobos y un gen en un solo sistema de
terapia contra el cancer. Por ultimo, las Rev-AuNPs inhibieron efectivamente la progresién de
las células del cancer de mama, por lo que se puede considerar como un agente terapéutico, y
ademads, es mas biocompatible, gracias al Rev, que es un fitoquimico dietético natural con
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antisenescentes.

3.2. Tratamientos indirectos

No todas las NPs que han regulado a MMP-9 la han tratado como diana directa, sino que se ha
inhibido indirectamente al bloquear algin paso intermedio de una cierta ruta en la que esta
involucrada esta enzima. Por lo que esta seccidn se va a dividir segun la ruta que bloquee y/o al
paso intermedio que inhiba. En la figura 27 se muestran algunas de las vias implicadas en la
regulacién de MMP-9 y los factores que han sido bloqueados por las NPs que se van a analizar
en este apartado. Por tanto, se va a medir la citotoxicidad que producen estas NPs y el nivel de
MMP-9 al inhibirse alguno de estos factores.

Para comenzar, se va a analizar las NPs que inhiben el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
las cuales son GA-AuNPs, que son NPs de oro cubiertas de acido galico (figura 28A) [68], y AUNPs-
Qu-5, que son NPs de oro cargado con Qu (figura 28B) [69]. GA-AuNPs se estudio en células
MDA-MB-231 y AuNPs-Qu-5 tanto en células MDA-MB-231 como en células MCF-7. El tamaiio
de GA-AuNPs y AuNPs-Qu-5 fue aproximadamente 50 nm y 36.3 nm, respectivamente. GA-
AuNPs reacciona al estimulo interno de pH, pero en el otro caso, no se hace mencién de cual es
el estimulo que utilizan para conducir a esta NP al centro del tumor.
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Figura 27. Esquema de las vias que regulan la expresién de MMP-9 y las diferentes NPs que van a
inhibir algunos de los factores involucrados en estas vias.
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Figura 28. Esquema de sintesis GA-AuNPs (A) y AuNPs-Qu-5 (B) [68,69].

La citotoxicidad de ambas NPs fue medida mediante el ensayo MTT. Tanto AuNPs-Qu-5 como
Qu libre disminuyeron la viabilidad celular, sin embargo, las AuNPs solas no mostraron ninguna
citotoxicidad en las lineas celulares de cdncer. Las AuNPs-Qu-5 mostraron un valor de IC50 a 50
pum en células MCF-7 (figura 29A) y las células MDA-MB-231 tratadas con AuNPs-Qu-5 mostraron
IC50 a 100 um durante 24 horas (figura 29B). Como se muestra en la figura 29C, el tratamiento
con acido galico o GA-AuNPs entre 1y 1000 nM redujo de forma insignificante la viabilidad de
las células MDA-MB-231.
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Figura 29. Citotoxicidad de AuNPs, Qu y AuNPs-Qu-5 en células MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B); y el efecto
de las GA-AuNPs y del GA sobre la viabilidad de las células MDA-MB-231 tratadas durante 24 h (C) [68,69].

A continuacién, se va a exponer la concentracidon que se obtuvo de MMP-9 con ambas NPs
mediante el analisis de Western Blot. Las AuNPs-Qu-5 inhibieron la accion de MMP-9 en células
MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion con Qu libre (figura 30A). Como se muestra en la figura
30B complementaria, el acido galico 10 nM no afectd apreciablemente al nivel de MMP-9 en
células MCF-7 tratadas con EGF. Por otro lado, las GA-AuNPs 10 nM y el acido gdlico 1000 nM
inhibieron de manera similar la cantidad de MMP-9 en células MCF-7 tratadas con EGF, lo que
nuevamente confirma que la actividad inhibitoria de las GA-AuNPs fue mayor que la del acido
galico.
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Figura 30. Efecto de Qu y AuNPs-Qu-5 sobre el nivel de MMP-9 en células MCF-7 y MDA-MB-231 (A)
y el efecto de GA y GA-AuNPs (B) [68,69].

Por ultimo, se van a analizar las NPs que bloguean alguna de las partes de la via Akt/NF-kB como
se puede observar en la figura 31. Estas NPs son TET-CSOSA/Cela, que es un conjugado de
glucolipidos cargado con celastrol y con una modificacidn del acido tetraiodotiroacético ligando
avfB3 (figura 31A) [70]; PP-HA/NP, que son NPs de polietilenimina de acido hialurénico
(HA)/polilactico-co-glicdlico cargados con DTX / Qu (figura 31B) [71]; y GDTX/p65, que son
nanorods de oro recubiertos con polietilenimina (PEIl) injertada con ciclodextrina (CD) vy
cargados con DTX y siRNA-p65 (figura 31C) [72]. TET-CSOSA/Cela utiliza TET para bloquear la via
de sefializacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), por lo que se trata de un sistema que
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reacciona al cambio de pH. PP-HA/NP bloquea a la proteina quinasa B (Akt), utilizando el HA
para llevarlo hacia el tumor, por lo que también es un sistema que reacciona al cambio de pH.
En cambio, GDTX/p65 utiliza el laser NIR como estimulo externo para liberar el DTX y el siRNA-
p65, y asi, inhibir NF-kB/p65. Todas fueron medidas en células 4T1, excepto TET-CSOSA/Cela,
qgue ademas se midido en MDA-MB-231. En el caso de CSOSA/Cela y TET-CSOSA/Cela, el tamafio
promedio fue de 84.6 + 1.5y 82.5 £ 3.6 nm, y el potencial zeta de 24.3+0.2 y 22.9 + 0.9 mV,
respectivamente, en el caso de PP-HA/NP fue de 209,8 + 10,8 nm y +12.0 £ 1.07 mV, y por ultimo,
en el caso de GDTX/p65, no se especifica el tamafio y el potencial zeta es de 26.9 + 0.9 mV.
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Figura 31. Esquema de sintesis de TET-CSOSA/Cela (A), PP-HA/NP (B) y GDTX/p65 (C) [70-72].

A continuacion se va a medir la citotoxicidad de estas NPs mediante el ensayo MTT. Como se
muestra en la figura 32 Ay B, las micelas TET-CSOSA/Cela exhibieron un efecto de inhibicién mas
fuerte que Cela libre con un valor de IC50 de 0.54 + 0.01 ug mL? en células 4T1 y 1.11 pg mL?
en células MDA-MB-231, comparadas con Cela 0,88 + 0,02 y 1,53 + 0,03 pg mL?, lo que puede
deberse a la rapida captacion celular de TET-CSOSA/Cela con un gradiente de concentracidn alto.
Por otro lado, DTX libre, DTX + Qu, PLGA/NP o PP-HA/NP inhibieron la proliferacion de células
4T1 de una manera dependiente de la dosis (figura 32C). El tratamiento con DTX + Qu tuvo un
IC50 de 62.4 mg mL?, que fue més bajo que el de DTX libre (81.8 mg mL). Ademas, los PP-
HA/NP mostraron el valor mas bajo de IC50 (34,5 mg mL?) en comparacién con DTX, DTX + Qu
y PLGA/NP (44,3 mg mL1). Por tanto, la administracién de Qu de forma conjunta, mejora la
citotoxicidad de DTX en células 4T1. Las GDTX/p65 con un DTX IC 50 de 0.15 pug mL™, mostraron
una viabilidad celular de 1.4 y 2.5 veces mas bajo que el de DTX solo o GDTX/NC,
respectivamente. La citotoxicidad aumentada de GDTX/p65 sobre la de DTX o GDTX/NC sugirio
un efecto citotoxico acumulativo entre DTX y siRNA-p65 (figura 32D).
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Figura 32. Citotoxicidad in vitro de Celastrol, CSOSA/Cela y TET-CSOSA/Cela en células 4T1 (A) y MDA-
MB-231 (B) durante 48 h, de PP-HA/NPs, PLGA/NPs, DTX + Qu y DTX en células 4T1 (C) y de GDTX/p65,
GDTX/NC, DTX, entre otros en células 4T1 [70-72].

La concentracion de MMP-9 y de los factores que la regulan va a ser medida tras incorporar
estas NPs. En la figura 33A, se muestra que tanto Cela como CSOSA/Cela disminuyeron
ligeramente el nivel de NF-kB/MMP-9, mientras que TET-CSOSA/Cela los redujo
significativamente mediante la mayor captacion en células 4T1. Estos resultados indicaron que
TET-CSOSA/Cela redujo significativamente la invasion de células tumorales de mama mediante
la regulacién negativa del nivel de MMP-9 controlada por NF-kB. Como se muestra en la figura
33B, los tratamientos con DTX + Qu tuvieron un efecto inhibitorio mayor en p-Akt en
comparaciéon con DTX libre. Tanto los PLGA/NP como los PP-HA/NP disminuyeron notablemente
la concentracién de p-Akt, mientras que los PP-HA/NP tuvieron el valor mas bajo.
Evidentemente, se obtuvieron resultados similares de MMP-9. Por ultimo, en la figura 33C se
muestra que las GNR/p65 suprimieron eficazmente la expresién de p65 en células 4T1 de una
manera dependiente de la dosis de ARNip. Mas del 70% de p65 se silencié a una concentracion
de siRNA-p65 de 200 nM, esto confirmd un rendimiento especifico del siRNA-p65 de las GNR-
CD/p65. Notablemente, la expresion de MMP-9 se silencid en un 64%, cuando se transfectaron
con GNR/p65 a la misma concentracion de siRNA-p65.

Por concluir, el tratamiento con GA-AuNPs suprimieron considerablemente la migracién e
invasion al bloquear a EGF, lo que indujo la estabilizacién de p300, la activacion de Akt/p65 y
ERK/c-Jun, y por tanto, la inhibicion de MMP-9. En comparacion con el GA, las GA-AuNPs tienen
una capacidad superior para inhibir el nivel de esta enzima mediada por EGF/EGFR en células
MDA-MB-231. Por otro lado, las AuNPs-Qu-5 mostraron una actividad anti-angiogénica
mejorada en comparacion con Qu libre. Por lo tanto, se concluye que las NPs de oro mejoraron
el efecto terapéutico de la Qu y del GA; sin embargo, se necesitan mds estudios in vivo para
establecer la eficacia clinica de estas preparaciones. Ademas, los resultados de la inhibicidn de
la metastasis 4T1 mostraron que TET-CSOSA/Cela podria suprimir la invasion del tumor de mama
y el crecimiento de la metastasis pulmonar mediante la inhibicidn de la via de sefializacion de
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NF-kB. En general, esta estrategia de administracidon simultanea de dianas podria abrir una
nueva via para el tratamiento de la metdastasis mamaria. En particular, las PP-HA/NPs han
disminuido la concentracidn de p-Akt y MMP-9, inducendo la apoptosis celular y bloqueando la
migracidn e invasion celular al iniciar la ruta de la sefial Akt/MMP-9. La modificacién de HA
mejoré la propiedad de orientacién activa a través de la interaccién HA-CD44 vy, por lo tanto,
promovio la captacidn celular. Por lo tanto, las PP-HA/NPs podrian ser un vector prometedor de
administracidn conjunta para la terapia eficaz del cancer de mama metastdsico. Por ultimo, se
demostrd que las GDTX/p65 inhibian significativamente la migracion e invasidn de células 4T1
al silenciar la expresion de la proteina p65 y la MMP-9 en sentido descendente, ya que DTX
reduce el crecimiento del tumor al inhibir la mitosis de las células cancerosas y siRNA-p65
suprime la metastasis pulmonar y la proliferacion de células cancerosas al bloquear la via del
NF-kB. Se ha demostrado que GDTX/p65 en combinacién con la irradiacion con laser inhibe
significativamente el crecimiento y la metdstasis pulmonar de los tumores de mama 4T1.
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Figura 33. Analisis Western Blot en células 4T1 tras el tratamiento con (A) TET-CSOSA/Cela para medir
los niveles de NF-kB y MMP-9, (B) PP-HA/NP para medir la proteina p-Akt y MMP-9 y (C) GNR-CD/p65
para medir p65 y MMP-9 [70-72].

Aparte de estas cinco NPs, existen otras que bloquean multiples factores a la vez como las NPs
cargadas de celecoxib y Brefeldin A (CBNPs) [73], que inhiben el aparato de Golgi, los
copolimeros plurdnicos [74] o las NPs cargadas con DOX y recubiertas con albumina de suero
bovino y aptdmero AS1411 (DOX@Apt-BSA) [75]. Aunque tengan como funcidn bloquear
multiples factores como VEGF, Snail, Twist, E-cadherina, [-actina, entre otros, estas NPs
cumplen con el objetivo de inhibir la expresion de MMP-9, y por tanto, de impedir la metastasis
y la progresién tumoral.

Ademas, hay otras NPs que no se han incluido en el apartado de tratamientos diana que regulan
a MMP-9, ya sean directos o indirectos, ya que no se han contemplado en este trabajo ciertas
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lineas celulares ni técnicas de medicidn de esta enzima ni los estudios realizados in vivo. En el
caso de otras técnicas de medicion de MMP-9 existe la posibilidad de utilizar las NPs de trimetil
quitosano (TMC) para encapsular Dox y siRNA de HMGA?2 [76], a las NPs cargadas de 5-FU [77]
y a las NPs cargadas con curcumina [78], que han sido medidas por las técnicas RT-PCR, qPCR y
gRT-PCR, respectivamente. Ademas, la técnica qRT-PCR mide la expresion de MMP-9 en linea
celular SKBR3, que tampoco ha sido contemplada, después de la administracion de NPs de
quitosan conjugadas con aptamero anti-Mucinl cargadas de DTX y siARN de IGF-1R [79] o de
cMET [80]. Por ultimo, en el caso de los estudios que realizan la medicidn del nivel de esta
enzima en animales se encuentra las siguientes NPs: RGD-NPVs@MNPs/DOX, que son NPs
cargadas de melanina (MNP) y DOX dentro del péptido RGD (c(RGDyC)) - vesiculas de plaquetas
nanoescala modificadas (RGD-NPV) [81], M@BS-QE NPs, que son NPs de seleniuro de bismuto
huecas cargadas con quercetina (QE) y macréfagos (M) [82], f-Dox-NE, que son nanoemulsiones
(NE) cubierto con folato y cargadas con DOX [83], RGD/P-AuNPs, que son AuNPs
polietilenglicolizadas que se conjugaron con péptidos Arg-Gly-Asp (RGD) [84], y ACF@MnO,, que
son NPs de éxido de manganeso cargadas con acriflavina (ACF) [85]. Estos dos ultimos estudios
son muy interesantes, ya que estudian si la expresién de MMP-9 varia con o sin estas NPs tras
diferentes dosis de radiacion.

Para concluir, gracias a los tratamientos tanto directos como indirectos que regulan a MMP-9,
se ha podido lograr una alta eficiencia a la hora de liberar de forma rapida y precisa la carga de
las NPs en el nucleo del tumor, inhibiendo de forma considerable el nivel de MMP-9 en el cancer
de mamay por tanto, las etapas de la carcinogénesis en la que esta involucrada como la invasion
y metdstasis, la formacién de vasos sanguineos y la proliferacién tumoral. Sin embargo, adn no
hay estudios suficientes que desarrollen NPs que traten como diana terapéutica a MMP-9.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se han obtenido en este trabajo son:

1. Las NPs dirigidas a MMP-9 han mostrado una elevada eficacia para la deteccién vy
seguimiento en lineas tumorales de cancer de mama mediante técnicas de imagen. A este
respecto, se ha aplicado con éxito para la deteccion de MMP-9 secretada por la linea celular
de MCF-7, presentando una alta sensibilidad y selectividad. En comparaciéon con otros
materiales fluorescentes de uso comun, los nanosensores se caracterizan por una excelente
estabilidad frente a variables como el pH, temperatura y fondo autofluorescente en
diferentes entornos fisioldgicos. Ademads, estos nanosensores proporcionan una reduccion
significativa en tiempo, coste y complejidad de deteccidn en comparacién con otras
técnicas convencionales.

2. Los diferentes tipos de NPs que se pueden sintetizar, la capacidad que poseen para ser
dirigidas a la MMP-9 y el control en la liberacidn de farmacos mediante distintos impulsos,
confieren a esta técnica una alta potencialidad para el tratamiento del cancer de mama.
Los estudios realizados al respecto indicaron que este tipo de nanotransportadores actuan
de forma eficaz para la supresion, el crecimiento y la invasion en las tres lineas celulares
estudiadas (MCF-7, MDA-MB-231 y 4T1). Aunque en la actualidad estas NPs no diferencien
adecuadamente entre las gelatinasas MMP-2 y MMP-9, pueden ser Utiles en la practica
clinica, ya que MMP-2 también interviene en varias etapas de la carcinogénesis como la
invasién y metadstasis, y en la formacidn de vasos sanguineos y de nichos pre-metastasicos.

3. Los estudios existentes sobre la inhibicion de MMP-9 mediante NPs revelan una elevada
eficacia en el control de la proliferacidn y progresidn de las células del cancer de mama en
comparacion con el uso sélo del farmaco. Esta eficiencia se encuentra asociada a la
liberacion rapida y simultanea de su carga, asi como a su buena biocompatibilidad. No
obstante hay que indicar que la mayoria de estos estudios no investigan directamente la
MMP-9 como diana terapéutica, sino otros factores de la misma ruta en la que esta
implicada esta enzima.

4. Una de las principales ventajas que queda patente en la bibliografia consultada sobre la
posible utilizacion de las NPs para el tratamiento del cancer de mama es la menor
citotoxicidad que presentan en las lineas celulares estudiadas. De esta forma, es previsible
que también presenten una menor toxicidad en el organismo en comparacion con la
administracidn de los farmacos de forma sistémica en el tratamiento de quimioterapia. A
este respecto, se requiere de una dosificaciéon lo mas exacta precisa del farmaco que se
administra para reducir lo mds posible su citotoxicidad. Aunque parece existir un cierto
concenso sobre la potencialidad de la nanomedicina para el tratamiento del cancer, se
necesita un esfuerzo en investigacidon que permita la optimizacion de la especificidad hacia
el tumor y de los estimulos empleados en la liberacion de farmacos de forma previa a la
realizacion de ensayos clinicos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Las diferentes funciones que desempefian las NPs dirigidas a MMP-9 pueden realizarse de forma
simultanea mediante el uso de una Unica NP o varias de forma coordinada. Los importantes
avances que se estan produciendo en la nanotecnologia permiten disefiarlas a medida, de forma
que una NP que se dirija al tumor gracias a MMP-9 puede visualizar el tumor e inhibir la enzima
mediante la liberacion de farmacos. Un ejemplo de este caso podria ser una NP de éxido de
hierro recubierta de gelatina y cargada con siRNA de MMP-9. Ademds, la estabilidad que
presentan ciertas NPs en el organismo (hasta 2 horas para NPs de éxido de hierro recubiertas
de gelatina) abre la posibilidad de utilizarlas como nanosensores para el pre-diagndstico,
seguimiento o, incluso, para comprobar la existencia de metdstasis o la correcta erradicacidn
del cancer de mama mediante visualizacién con imagenes de resonancia magnética.

Otro aspecto a considerar en el futuro es la combinacién de quimioterapia utilizando NPs y
radioterapia. En los tratamientos actuales, la utilizacion conjunta de quimioterapia y
radioterapia resulta beneficiosa para los pacientes que padecen cancer de mama, y en muchos
casos, es capaz de erradicar por completo el tumor. Por el contrario, el tratamiento exclusivo
con radioterapia puede producir una expresion aumentada de MMP-9, haciendo que las células
cancerosas evolucionen hacia fenotipos mas agresivos. El hecho de que los farmacos empleados
en etapa de quimioterapia puedan ser dirigidos mediante NPs hacia el tejido tumoral, y se pueda
focalizar y controlar su liberacién mediante diferentes estimulos, podria aumentar la tolerancia
de los pacientes cuando se usa de forma conjunta con radioterapia. A este respecto, es
importante investigar como la combinacién de la quimioterapia aplicada con NPs y la
radioterapia puede disminuir los niveles de MMP-9, y por tanto, ser un tratamiento mas eficaz
y menos téxico contra el cdncer de mama, incluso para los mds agresivos como el triple negativo
y HER2 positivo [86].

Por otro lado, hay varios estudios que demuestran que el ejercicio fisico ayuda a superar los
efectos secundarios de la quimioterapia, y en este caso en concreto, cuando se utiliza DOX en
cancer de mama [87]. También seria interesante poder combinar el ejercicio fisico a la posible
guimioterapia mediante NPs, incluso con radioterapia. A este respecto, es previsible que las
ventajas que presentan las NPs para la liberacién local y controlada de farmacos puedan reducir
estos efectos secundarios, lo que a su vez redundaria en un aumento de la capacidad de los
pacientes para realizar ejercicio fisico como terapia coadyuvante.

En las ultimas décadas, se ha presenciado la traslacion de algunas aplicaciones nanomédicas a
la practica clinica. Sin embargo, todavia hay un largo camino hacia la regulacion completa de los
nanofarmacos, desde la creacidn de definiciones establecidas en toda Europa hasta el desarrollo
de protocolos para la caracterizacidn, evaluacion y control de procesos con nanofarmacos. Las
etapas que se tienen que seguir en el desarrollo de productos de nanomedicina para poder
incorporarlos al mercado incluyen, en primer lugar, la caracterizacién fisicoquimica, luego el
estudio de biocompatibilidad y la evaluacién de la nanotoxicologia, posteriormente la
evaluacidn de la farmacocinética y la farmacodindmica, y por ultimo, el control del proceso y la
produccién a gran escala. Después de que un nanofarmaco supera estas etapas y obtiene la
autorizacién de comercializacion, deben establecerse las bases para su distribucién y uso en la
practica clinica en todos los paises de la Unidn Europea, ya que las decisiones de fijacién de
precios y reembolso de medicamentos se toman a nivel individual en cada estado miembro.
Actualmente, los estudios de farmacoeconomia asumen un papel crucial previo a la
comercializaciéon de las nanomedicinas, ya que evallan la importancia social y econémica a
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través del valor terapéutico afiadido, utilizando indicadores como afios de esperanza de vida
ajustados por calidad y hospitalizacion [28].

A dia de hoy, se han publicado numerosos estudios sobre la eficacia de la utilizacién de NPs
dirigidas a MMP-9 como una forma alternativa de administrar la quimioterapia en modelos
animales como ratas, ratones o incluso pez zebra, mediante la inhibicidon de diferentes etapas
de la carcinogénesis como la metastasis, crecimiento celular e invasién. Pero a pesar de todos
estos estudios, sélo hay un ensayo clinico que lo haya analizado, por lo que seria necesario
intensificar la investigacion al respecto para establecer su viabilidad en la practica clinica, ya que
se trata de una técnica con un gran potencial.

Sin embargo, el poder llevar este nuevo enfoque a la practica clinica, y por tanto, comercializarlo,
requerira un intenso esfuerzo de desarrollo por parte de las farmacéuticas y organismos de
investigacion en futuro proximo.
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ABREVIATURAS

Akt

ASCO
AuNPs-Qu-5
CCK-8

DCIS

DOX
DPM@PL

DTX

EGF

ELISA
FA-CPSP-UA

FA-PAAs/MMP-9

FRET
GA-AuNPs
GDTX/p65

GNP-DTX/Qu/IMA

GO-PAMAM/DOX/MMP-9

GSH
IARC
HPG-C18-PLLD

IC50
LOD/LOQ
MEC
MMPs
MMP-9
MTT
NF-kB

NIH

NIR

NLC

NP
PAG/DTX-shRNA

PEI
PMA
pMAG

Proteina quinasa B

Sociedad Americana de Oncologia Clinica
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Agencia Internacional de Investigacién del Cancer
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MMP-9
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Matriz extracelular

Metaloproteasas

Metaloproteasa 9
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Instituto Nacional del Cancer
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Estructura lipidica

Nanoparticula
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de enlaces amida cargadas con DTX y shRNA
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Acetato de miristato de forbol

Nanoparticulas que usan un péptido y acido mercapto-
undecanoico (MUA) como ligandos de coplantacion.
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