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RESUMEN

El cancer ovérico (CO) es la patologia ginecoldgica mas letal en las
mujeres. Est4 ligada a un bajo prondstico de vida dado el alto porcentaje de
diagnosticos tardios. Se caracteriza por presentar tumores voluminosos,
altamente irrigados y con importante diseminaciébn peritoneal. La
quimiorresistencia y recidivas post cirugia son frecuentes. Uno de los
acercamientos terapéuticos mas interesantes es la restauracion de
microRNAs (miRs) downregulados durante la carcinogénesis. Los miRs
juegan un importante rol en la multiregulacion de procesos celulares como
proliferacion, diferenciacion, supervivencia, apoptosis, ciclo celular,
angiogénesis y metastasis, entre otros. En este trabajo se disefiaron y
sintetizaron nanoparticulas de oro transportadoras del miR-145. Para esto,
fueron funcionalizadas con acido félico o el péptido FSH33 y cargadas con el
miR-145 como agente activo. ElI nanosistema construido ingresé
selectivamente hacia las células e inhibié significativamente la viabilidad,
migracion y el potencial proliferativo y clonogénico. Ademas, disminuyé la
liberacion de VEGF y redujo el tamafio de esferoides tumorales mediante dafio
en la membrana celular, disminucion de la viabilidad y activacién de la
apoptosis celular. Estos resultados entregan importantes avances para el
desarrollo de terapias basadas en miRs mediante la utilizacion de

nanotecnologias y sienta las bases para su evaluacion en modelos in vivo.
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ABSTRACT

Ovarian cancer (OC) is the most lethal gynecological pathology in
women and is linked to a low life prognosis due to the high percentage of late
diagnosis. It is characterized by large tumors, highly irrigated, with significant
dissemination in the peritoneal area. After debulking surgery, a high rate of
chemoresistance and relapses are frequent. One of the most interesting
therapeutic approaches represents the restoration of microRNAs (miRs) which
are downregulated during the carcinogenesis. miRs play an important muti-
regulatory role in cellular processes such as proliferation, differentiation,
survival, apoptosis, cell cycle, angiogenesis, and metastasis, among others. In
this work, gold nanoparticles carrying miR-145 were designed and synthesized.
First, the nanoparticles were functionalized with folic acid or the FSH33 peptide,
and then loaded with miR-145, a reported agent active against OC cell lines.
The constructed nanosystem selectively entered these cells and significantly
inhibited cell viability, migration, and proliferative and clonogenic potential.
Moreover, it diminished the release of VEGF and reduced the size of OC
spheroids through the damage of cell membranes, decrease of cell viability,
and activation of apoptosis. These results provide important advances in the
development of miR-based therapies using nanotechnologies as selective

vectors and gives the approaches for the in vivo evaluation.
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|. FORMULACION GENERAL DE PROYECTO

1. Cancer

El cancer es una enfermedad que genera uno de los principales problemas
de salud publica en el mundo. Se encuentra posicionada como la segunda
causa de muerte, después de las patologias cardiovasculares. En la
actualidad, aun esta en pleno crecimiento exponencial, por lo que se estima
que en el futuro ocupara el primer puesto en mortalidad. Para el 2020 se
prevén cerca de 1,8 millones nuevos diagndsticos y 606 mil muertes por cancer
solo en los Estados Unidos [1]. En Chile, en tanto, en el dltimo informe de
indicadores basicos de salud de 2016 se indica que el cancer es la segunda
causa de muerte entre los chilenos, con un 26,13% del total de defunciones
para ese afo, alcanzando una cifra de 27.183 muertes al afio. Sin embargo,
para algunas regiones de nuestro pais, el cancer se posiciona como la principal
causa de muerte, como es el caso de Arica y Parinacota con un 27,82%,
Tarapaca con un 26,65% y Antofagasta con un 29,41% del total de muertes

anuales [2].

Esta enfermedad sigue siendo un desafio importante para la medicina
moderna. A pesar de los esfuerzos puestos a nivel mundial, aun es una
enfermedad en pleno desarrollo dentro de la poblacion. En los ultimos 50 afos

no se ha logrado mejorar la sobrevida de los pacientes con cancer avanzado.



De la misma manera, los métodos de deteccion no han logrado ser lo
suficientemente eficaces para la deteccién temprana y la administracion de
tratamientos en el momento adecuado. Ademas, los tratamientos sistémicos
actuales siguen siendo agresivos, generando efectos colaterales importantes,
los cuales van desde nauseas hasta la infertilidad debido a la alta toxicidad de
los farmacos quimioterapéuticos utilizados y a la inespecificidad en la accion

de éstos, los cuales afectan tanto a células tumorales como sanas [3].

Molecularmente, el cancer es complejo, deriva de una progresion de
multiples cambios celulares los cuales les proporcionan a las células
caracteristicas o capacidades que las condicionan hacia el fenotipo
cancerigeno. Para que el cancer se exprese, existen al menos 10
caracteristicas que son necesarias de adquirir: i) proliferaciébn sostenida, ii)
evasion de la supresion del crecimiento, iii) resistencia a la muerte o apoptosis,
iv) replicacion sucesiva, v) induccién de la angiogénesis, vi) invasion vii)
inflamacion, viii) inestabilidad gendmica, ix) desregulaciéon de la energia celular
y X) evasion respuesta inmune (figura 1) [4]. Dentro de las caracteristicas mas
estudiadas, importantes y universales entre los diferentes tipos de cancer, se
encuentra la proliferacidbn sostenida, provocada por un aumento en la
sefalizacion molecular que gatilla el crecimiento y division celular, lo cual se
debe principalmente a una sobreexpresion de receptores extracelulares de

factores de crecimiento, como el receptor del factor de crecimiento epidermal



(EGFR) o receptores tipo tirosina quinasas, como el receptor tirosina quinasa
A (TrkA) [5]. Otra caracteristica importante es la desregulacion de la supresion
del crecimiento mediada por el factor supresor de tumores p53, que juega un
rol central en la regulacion de la progresion del ciclo celular, senescencia,
diferenciacion, reparacion del DNA vy apoptosis [6]. Asimismo, una
caracteristica fundamental para el desarrollo de varios tipos de cancer es la
induccion de la angiogénesis sostenida, provocada por una sobreexpresion del
factor de crecimiento angiogénico vascular (VEGF) para asegurar la irrigacion

necesaria para el abastecimiento de nutrientes hacia el tumor [7].

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors
Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling Suppressors anti-CTLA4 mAb

Avoiding

Enabling
replicative
immortality

Resisting
cell
death

Proapoptotic Telomerase
BH3 mimetics Inhibitors

Tumor-
promoting
inflammation

Genome
instability &
mutation

PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of
HGF/c-Met

Inhibitors of
VEGF signaling

Figura 1. Hallmarks of cancer. Capacidades adquiridas en cancer para la progresion y
crecimiento tumoral y dianas terapéuticas que han sido desarrolladas para cada capacidad

celular adquirida [4].



2. Cancer ovarico epitelial (COE)

A nivel mundial, el cancer de ovario es un problema de salud
importante, debido a que es la quinta causa de muerte por cancer en mujeres
y, a su vez, es la principal causa de muerte por enfermedades ginecoldgicas
[8]. Es considerada como una enfermedad catastrofica, tanto en lo humano,
social, como en lo econémico. Cerca de 220 mil nuevos casos y 140 mil
muertes son reportados anualmente en el mundo [9]. La incidencia esperada
de COE en EEUU en el afio 2012 se estim6 en 22.300 diagnodsticos, que
provocaron 15.500 muertes. En Europa, en 2008 se estimaron 70 mil
diagnosticados con 44 mil muertes. En Chile, 740 casos fueron diagnosticados
en 2012, con un total de 415 defunciones, posicionAndose como la novena
causa de muerte, con un 3 % de las muertes totales por cancer y la segunda
causa de muerte por enfermedades ginecolégicas [2]. Es asi que, tanto la
incidencia como la mortalidad han ido aumentando paulatinamente en la tltima
década. Esta tendencia se debe a ciertos factores como el aumento en la
esperanza de vida de las mujeres, la prevalencia de los factores de riesgo y a
la variabilidad de los estdndares en los tratamientos disponibles en la
actualidad [10]. Los factores de riesgo parten principalmente por esperanza de
vida; la edad promedio de los casos diagnosticados es de 65 afos, en la etapa
de la vida de postmenopausia, en donde son diagnosticados el 50% de los

casos. Es importante mencionar que, tanto en Chile como en el mundo existe



un proceso de envejecimiento demografico el cual se denota principalmente
en las mujeres, con indices de vejez que se incrementaron de 26 a 36% entre
los afios 1992 y 2002. A su vez, mujeres que presentan predisposicion
genética, principalmente mutaciones en los genes BRCALl, BRCA2, HER2 y
p53, son diagnosticadas 10 afios antes de la edad promedio [11]. No obstante,
el caracter familiar o hereditario de la enfermedad representa tan solo un 5-10
% de todos los casos de cancer ovarico epitelial. Por otra parte, se ha
correlacionado clinicamente la endometriosis y ovario poliquistico con la
aparicion de cancer de ovario, asi como también la hiperestimulacién ovarica
para tratamientos de infertilidad. Mientras que la presencia de virus del
papiloma humano, talco perineal y el habito tabaquico, que anteriormente se
consideraban factores de riesgo, estan siendo descartados como causas de la
enfermedad. Por otra parte, en estudios epidemioldgicos se ha encontrado que
el riesgo de cancer de ovario es reducido por estados de anovulacion, tales
como el embarazo, el uso de anticonceptivos orales o0 inyectables,
amamantamiento, ligacién de trompas de Falopio o procedimientos quirdrgicos

como la histerectomia.

El cancer ovéarico puede desarrollarse a partir de varios tipos
celulares, siendo cerca del 90% de los canceres de origen epitelial v,
predominantemente, con una histologia de tipo seroso. Los carcinomas

ovaricos han sido clasificados de acuerdo a los diferentes epitelios del tracto



reproductivo femenino teniendo cada uno de ellos diferentes porcentajes de
incidencia: carcinoma seroso de alto grado 70%; carcinoma endometrioide
10%; carcinoma de células claras 10%; carcinoma mucinoso 3%; y carcinoma
seroso de bajo grado menor a un 5% [12]. Sin embargo, se ha llegado a un
nuevo consenso en vista de los recientes estudios moleculares, genéticos e
histopatoldgicos que agrupan los tumores en dos categorias, designadas como
Tipo I: cuyos tumores emergen a partir de lesiones claramente descritas en el
epitelio del ovario, incluyen los tumores de bajo grado serosos, mucinosos,
endometrioides, células claras y de transicion, los de tipo Tipo II: cuyas
lesiones no han sido esclarecidas y los tumores pueden desarrollarse de novo,
comprenden carcinomas de alto grado serosos, indiferenciados vy
carcinosarcomas. Recientemente, se ha reportado que ciertos canceres
ovaricos epiteliales emergen desde el epitelio de las trompas de Falopio
distales. Sin embargo, aun no se ha podido establecer de manera
consensuada la serie de eventos que involucran la iniciacion, progresion y
metastasis del cancer ovarico epitelial [13]. Cabe destacar que la frecuente
ruptura y reparacion del epitelio superficial ovarico producto de cada ovulacion,
provoca que aumente el patrén de proliferacion de las células de la superficie
epitelial para reparar la herida generada, lo que conlleva a la formacién de
quistes de inclusion. Estos quistes de inclusion aumentan el riesgo de
carcinogénesis capturando células epiteliales en un ambiente de constante

estimulacién autocrina y paracrina mediada por factores de crecimiento como



VEGF, hormonas, fosfolipidos, lo que finalmente provocan cambios celulares

y dafio en el DNA [14, 15].

La alta letalidad del COE se debe mayoritariamente a que no existen
herramientas de tamizaje, ni sintomas premonitores que permitan su
diagndstico en etapa precoz. Es asi que, el 80% de los casos se diagnostican
en etapa lll o IV de la escala de la International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO), es decir en etapas avanzadas de la enfermedad, donde tan
solo el 30% de los casos alcanzara una sobrevida mayor a 5 afios [12]. Por
otra parte, la transitoriedad de la respuesta terapéutica y el alto porcentaje de
recurrencias es un factor importante, que contribuye a la alta mortalidad de
esta patologia. Es asi que, se ha estimado que del 70 al 80 % de los casos
responden adecuadamente al tratamiento estandar inicial, experimentando
remision clinica positiva, sin embargo, luego de un tiempo la mayoria presenta
recurrencias en una forma de cancer mas agresiva y resistente que el tumor

original, lo que indefectiblemente conduce a la muerte [10].

Las fases clinicas de la enfermedad se dividen en etapas y grados
(figura 2); etapa |, el crecimiento del tumor esta limitado a uno o los dos ovarios,
la capsula intacta y no hay afectacion de la superficie externa; etapa ll, el tumor
se extiende a la pelvis, afectando estructuras como el Utero y/o trompas de

Falopio; etapa lll, el tumor se ha extendido fuera de la pelvis, afectando el



peritoneo, ganglios retroperitoneales y la superficie hepatica; etapa IV, el
cancer se ha diseminado, existiendo metastasis en higado, pulmones u otros
organos fuera de la cavidad peritoneal. Los grados son asignados en relacion
a la diferenciacion celular respecto de las células normales e indica la
velocidad del desarrollo del cancer; grado 1, células bien diferenciadas, muy
similares a las células epiteliales normales, los tumores se desarrollan
lentamente; grado 2, células moderadamente diferenciadas, guardan cierta
semejanza con las células de origen y su crecimiento es mas acelerado que
en grado 1; grado 3, células indiferenciadas, su fenotipo es distinguiblemente

diferente de las células normales, crecen y proliferan rapidamente [16].
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Etapas de la progresion del cancer ovarico.



Los tumores malignos ovaricos tienen como una de sus caracteristicas
principales ser muy angiogénicos, debido a que siguen un patron altamente
controlado como parte de la angiogénesis normal de la funcién ovarica durante
la ovulacion [15]. De esta manera, el gran tamafio alcanzado por estos tumores
requiere de procesos de angiogénesis sostenida para sustentar su
crecimiento. Uno de los principales factores involucrados en este proceso es
VEGF, un factor angiogénico y potente mitégeno del endotelio vascular. A su
vez, las células tumorales se caracterizan por la pérdida de regulacién del
crecimiento y proliferacién celular, lo que en conjunto con la angiogénesis
sostenida, desemboca en tumores de gran tamafio y diseminacién [17]. Esto
ocurre, en parte, debido a sefializaciones generadas desde una variedad de
receptores, tales como los receptores de factores de crecimiento tipo tirosina
quinasa [18]. Sin embargo, aunque muchos estudios tratan de explicar la
progresion del cancer ovarico epitelial, alin no se han propuesto mecanismos
gue suscriban esos cambios, probablemente debido a que la secuencia de
eventos que llevan al cancer de ovario es multifactorial y no completamente

entendidos.



2.1. Aspectos moleculares del cancer de ovario

Los cambios a nivel intracelular y molecular que ocurren en cancer
en general, tienen que ver con el aumento en la sefalizacion de vias
fundamentales para la proliferacién y crecimiento celular, la sobreexpresion de
receptores de factores de crecimiento, como receptores tirosina quinasa,
aumento de factores angiogénicos, etc.; que finalmente generan la
sobreexpresion de proteinas oncogénicas, en conjunto con la disminucion en
la expresion de genes encargados del control de estos procesos, los llamados
genes supresores de tumores [4, 19]. Para el cancer de ovario, se ha reportado
que, los receptores de neurotrofinas se encuentran sobreexpresados y su
cascada de sefalizacion intracelular esta involucrada con la progresion de la
transformacién celular [18]. En particular, el receptor TRKA, de alta afinidad
para el factor de crecimiento nervioso (NGF), se ha asociado con el fenotipo
maligno en carcinomas prostatico, esofagico, pancreatico y tiroideo [19]. Se ha
reportado que el receptor TRKA se encuentra sobreexpresado en lineas
celulares y en tejido de cancer ovarico epitelial (COE) y, que a su vez, estos
expresan NGF en las células epiteliales del tumor, el cual contribuye a la
progresion de la malignidad via estimulacion paracrina, actuando como factor
angiogénico directo sobre las células endoteliales e indirecto promoviendo la
expresion de VEGF en las células epiteliales del tumor (figura 3) [20]. La

evidencia sugiere que TrkA esta involucrado en la progresion del cancer
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ovarico epitelial. Es asi que se ha propuesto la sobreexpresion y activacion de
TrkA (p-TrkA) como marcador de mal pronostico [21]. La sobreexpresion de
TrkA y su activacion por NGF lleva a cambios intracelulares y activacion de
vias favorables para la progresion del cancer, como las vias mitogen-activated
protein kinase (MAPK)/ERK y phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/AKT,
involucradas en el control de la proliferacién, diferenciacion, supervivencia y
apoptosis [22, 23]. De la misma manera, se han reportado aumentos en la
expresion de VEGF; factor importante en cancer de ovario debido a la alta
angiogénesis que presenta, la proporcion de proteinas
antiapoptotica/proapoptotica; BCL2/BAX, c-myc, un protoodncogen factor de
transcripcion pluripotente relacionado con la inestabilidad gendmica y Ki67,
antigeno estrictamente relacionado con proliferacién celular, asociado a mal
prondstico en cancer de ovario, el cual se expresa en las fases G1, S, G2y M,
encontrandose ausente en fase GO [24]. A su vez, también se ha reportado
una disminucion en los niveles de FOXL2, un factor de transcripcion

involucrado en la apoptosis [25].
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Figura 3. Vias de sefalizacién activadas en COE. Se exponen algunas de las vias mas
importantes activadas en cancer ovarico epitelial y sus efectos de la expresion de proteinas
como VEGF en células endoteliales [26].

Existe una serie de hipotesis que tratan de explicar la génesis del
cancer de ovario. Una de ellas esta relacionada con el proceso inflamatorio y
algunas moléculas tales como la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) y su
producto de biosintesis; prostaglandina E2-a (PGEZ2). La mayoria de los tejidos
no expresan constantemente COX-2, de hecho, su rol es producir
prostaglandinas de manera inducible durante procesos inflamatorios y
patolégicos. Se ha asociado la expresion de la via COX-2/PGE2 con procesos
tumorigénicos, encontrandose correlaciones en el aumento de sus niveles y el

desarrollo de canceres de prostata, mama, gastrico y colon [25]. De la misma
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manera, se ha evidenciado que PGE2 en niveles elevados es capaz de
promover la proliferacion, supervivencia, evasion de la apoptosis,
angiogénesis (mediante el aumento en la expresion de VEGF), migracion e
invasion mediante la activacion de manera autocrina y paracrina de las vias de
sefalizacion intracelular MAPK/ERK y PISK/AKT/mTor [27, 28]. Su rol en la
evasion de la apoptosis también ha sido ligada a la disminucién de su sustrato
el &cido araquidonico, el cual estimula la apoptosis mediante la produccion de
ceramidas [29]. Ademas, se ha demostrado que al inhibir COX-2 con el
inhibidor selectivo celecoxib en pacientes con poliposis adenomatosa familiar

se ha observado regresion en los adenomas [30].

En cancer de ovario en tanto, se ha reportado una elevada expresion
de COX-2, lo que sugiere que esta enzima juega un importante rol en la
progresion del carcinoma ovarico [31]. Interesantemente, en células de la teca
en ovario se ha encontrado que la estimulacion con NGF incrementa los
niveles de COX-2 y PGE2-a [32]. Algunos estudios sugieren gue la activacion
del receptor TrkA mediante su ligando NGF induce a cambios en la expresion
de microRNAS (miRs) involucrados en la regulacién de la expresion de

proteinas como VEFG y COX-2, entre otras (Figura 4) [26].
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Figura 4. El receptor TrkA activa la transcripcion de miRs. Las vias de sefializacion
activadas por TkrA pueden promover la transcripcién de miRs que regulan proteinas claves

para la progresion del cancer de ovario epitelial [26].

2.2. Los miRs y su importancia en cancer de ovario

Recientemente se han descrito ciertas vias que actian de manera
diferente a las sefializaciones proteicas convencionales, sin embargo, se
encuentran intimamente relacionadas en una compleja red de regulaciones a
nivel post-transcripcional. Una nueva clase de pequeiios RNAs no codificantes
de hebra simple, llamados miRs de alrededor de 19-25 nucleétidos, juegan un
importante rol, virtualmente en todas las vias biolégicas en mamiferos y otros

organismos multicelulares. Estos son capaces de regular la expresion génica
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principalmente mediante la unién por hibridacion nucleotidica en el extremo 3’
UTR (untranslated) de los RNAs mensajeros (mMRNA) provocando bloqueo de
la traduccion y/o degradacion del mRNA [33]. La ruta candnica de biogénesis
comienza con la transcripcion por la RNA polimerasa Il a partir de unidades
transcripcionales independientes en el genoma, dando origen a un largo
transcrito primario llamado pri-miR en forma de horquilla, este es procesado
en el nudcleo por la enzima Drosha, una RNAsa lll parte del complejo
microprocesador, generando a partir de un pri-miR, uno o varios miR
precursores o pre-miR de entre 70 — 100 nucleétidos que conservan forma de
horquilla. Los pre-miRs son transportados al citoplasma mediante la enzima
exportina-5 via poros nucleares, en donde son escindidos por la enzima Dicer
una RNAsa lll y las proteinas asociadas la complejo TRBP y PACT para
generar una hebra duplex de miR de alrededor de 22 nucleétidos, en donde
una de las hebras es degradada y la hebra activa (miR maduro) es incorporada
en el RNA-induced silencing complex/Argonauta 2 (RISC/AGO?2) ejerciendo su
accion inhibitoria de la traduccion como RNA antisentido del mRNA blanco
mediante tres procesos diferentes: i) corte sitio especifico del mRNA; ii)
promoviendo la degradacion del mRNA; vy iii) inhibiendo la traduccion por

impedimento estérico (figura 5) [34, 35].
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Figura 5. Biogénesis de miRs. Esquema del proceso de transcripcion génica, modificaciones
postranscripcionales, exportacion citoplasmatica, procesamientos y efectos en la traduccion

de proteinas [36].

Debido al tipo de estructura de un miR, en cuanto a su corta secuencia
nucleotidica de hibridacién, éste tiene la capacidad de interactuar con hasta
cientos de blancos moleculares de mRNAs, pudiendo inhibir la traduccién de
diferentes proteinas involucradas en procesos similares e inclusive varias
proteinas de la misma via de sefializacion celular. Esto conlleva a que la
actividad inhibitoria se vea amplificada y maximizada [37]. Por lo tanto, la
expresion aberrante de tan solo un miR puede moderar erroneamente la

expresion de un gran namero de transcritos y afectar profundamente vias de
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sefalizacion completas relacionadas con vias patolégicas. A la vez, un solo
MRNA puede ser regulado por multiples miRs, por lo que el circuito de
regulacion mediado por miRs es extremadamente complejo e intrincado. Los
genes de miRs pueden ser expresados como genes Unicos (monocistrénicos)
o como clusters de miR agrupados en un locus (policistronicos). También
pueden estar ubicados en regiones intergénicas dentro de exones o intrones
de otros genes. Pueden ser transcritos por su propio promotor, por promotores
de genes cercanos o promotores del gen “hospedero” dependiendo de dénde

se encuentren ubicados en el genoma (figura 5) [36].

Se ha reportado la influencia de los miRs en numerosos procesos
celulares fundamentales, tales como desarrollo, proliferacién, control del ciclo
celular, apoptosis, diferenciacion, migracion y metabolismo, entre otros. Por lo
gue la expresion aberrante de tan solo un miR puede moderar erroneamente
la expresion de un gran namero de transcritos y afectar profundamente vias de
sefalizacion completas. Hasta la fecha, han sido ampliamente reportadas
diversas alteraciones en la expresion normal de los miRs en estados celulares
patolégicos, tal como en el caso del cancer, sugiriendo que los miRs juegan un
rol como una nueva clase de oncogenes u oncosupresores, dependiendo de
su blanco molecular. En donde los miRs oncogénicos regulan la expresion de
genes supresores de tumores o de factores de transcripcion asociados a la

transcripcion de proteinas oncosupresoras, mientras que los miRs
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oncosupresores regulan la expresion de oncogenes o factores de transcripcion
para oncogenes (figura 6) [37]. En ese sentido, se ha demostrado que la
expresion de ciertos miRs que actlan como oncosupresores tienen como
blanco oncoproteinas con roles cruciales en vias importantes para el desarrollo
del cancer, como por ejemplo BCL2, RAS, MCL1 (myeloid cell leukaemia
sequence 1) y MYC, por mencionar solo algunas [38]. De esta manera, los
perfiles de expresion de miRs oncosupresores en cancer, se encuentran

disminuidos y los miRs oncogénicos se encuentran aumentados [39].
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Figura 6. miRs como oncogenes y oncosupresores. Modelo esquematico que demuestra
el mecanismo de miRs involucrados en la patogénesis del cancer. Los miRs pueden regular
directamente el crecimiento celular o indirectamente controlando la apoptosis. En la figura Let-
7, miR-15a y miR 16-1 actilan como oncosupresores, mientras miR-17-92, miR-155, miR 372

y miR373 tienen accién oncogénica [40].

18



Los mecanismos por los cuales las células tumorales pueden
presentar niveles desregulados de miRs han sido recientemente establecidos,
pudiendo ser de indole multifactorial, incluyéndose mecanismos tales como
deleciones, mutaciones en la secuencia de DNA de los miR, mutaciones en la
secuencia de los mRNA blanco, silenciamiento epigenético, defectos en las
enzimas de su ruta de biogénesis, debido a represion transcripcional e
inclusive por la influencia de oncogenes [39]. Por otra parte, se ha reportado
gue ciertos miRs pueden ser detectados en tejidos y en sangre. Al respecto,
existen estudios acerca de los perfiles de miRs circulantes en sangre, para los
cuales se ha propuesto que pueden reflejar cambios de su expresion en los
tejidos [41]. De esta manera, ciertos miRs pueden ser (tiles como potenciales
biomarcadores en patologias como el cancer. La desregulacién en la expresion
de miRs juega un rol fundamental en todo el proceso de cancerogénesis, tanto
en etapas iniciales, progresion y en la diseminacién del cancer. A su vez, el
reemplazo de miRs que se encuentran downregulados en células tumorales y
gue ejercen roles oncosupresores, por miRs miméticos, ha dado resultados

positivos en ensayos in vitro y terapéuticos [42].

En carcinoma ovarico, se han descrito ciertos miRs con su expresion
alterada [43-45]. Hasta la fecha existen algunos reportes en los cuales se
correlaciona la influencia de miRs en la progresiéon del cancer de ovario, dentro

de los cuales se ha encontrado que los miRs Let-7, la familia de los miR-200,
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miR-12-92, miR-21, miR-145 y miR-23b se presentan desregulados en el
estado patologico [26]. A su vez, se algunos de estos miRs se han
correlacionado con la sobreexpresion del receptor TrkA en células de COE
(figura 4). Interesantemente, algunos de esos miRs presentan potenciales
aplicaciones en deteccion, diagnostico y/o terapia. Dentro de los miRs mas
atractivos de estudio, se encuentra el miR-145, un oncosupresor [46, 47] el
cual se ha sido evaluado como inhibidor de la proliferacion, invasion y

metastasis [48].

2.2.1. miR-145

El miRNA-145 es un conocido regulador de una serie de proteinas
oncogénicas importantes en la cancerogénesis (figura 7). Se ha encontrado
significantemente downregulado en lineas de cancer de ovario y se ha
observado que su reincorporacién inhibe la proliferacion celular y promueve la
apoptosis. En lineas celulares de gliomas también se ha reportado disminucién
en sus niveles, en donde se ha apuntado su funcibn como un regulador
negativo de la tumorigénesis [49]. Se ha demostrado que su restauracion
mediante la incorporacién exdégena, reduce significativamente la proliferacion,
migracion e invasion en estudios in vitro y que uno de sus blancos directos y

responsable en parte de estos efectos es la proteina ADAM17 (A Disintegrin
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and A Metalloproteinase 17) generalmente sobreexpresada en cancer de
préstata, mama, ovario y carcinoma ductal pancreatico [50]. ADAM17 puede
activar factores de crecimiento, inactivar o activar ciertos receptores y
moléculas de adhesion o superficie celular. ADAM17 esta involucrada
principalmente en la activacion de la via de EGFR (HER1) que regula
proliferacion celular, migracion, adhesién, diferenciacion y apoptosis [51].
Asimismo, se ha reportado que los niveles de ADAM17 durante la progresion
del COE se encuentran aumentados, por lo que existe una correlacion en la
dowregulacion del miR-145 y una upregulacion de ADAM17. A su vez, los
niveles de miR-145 se encuentran fuertemente involucrados con el proceso
angiogénico en cancer colorectal y cancer de ovario. Reportandose, que el
miR-145 regula la activacion transcripcional de VEGF [52]. De la misma
manera, participa en la expresion de la enzima COX-2 en cancer de prostata
a nivel transcripcional y post-transcripcional, teniendo un importante rol en la
expresion de COX-2 en cancer de ovario y los procesos inflamatorios y
tumorigénicos [53]. Recientemente, para el cancer ovarico, se ha descrito que
el miR-145 actia como represor del crecimiento celular mediante la unién
directa al mensajero de c-Myc y su entrega exégena disminuye los niveles de
c-Myc inhibiendo la proliferacién celular y promoviendo la apoptosis [49]. El
miR-145 ademas, suprime la invasiéon celular y metastasis por unién directa
sobre el transcrito de MUC1 (mucin 1), una glicoproteina de membrana tipo I,

gue juega un rol importante en la proteccion de las células normales frente a
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agentes patdgenos, sin embargo, en células tumorales ejerce un rol evasor de
la respuesta inmune. Clinicamente, la expresion de MUC1l ocurre
frecuentemente en muchos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama,
ovario, pulmaon, colon y carcinomas pancreaticos [48]. Ademas, recientemente
se ha propuesto una funcion en la resistencia a la quimioterapia, ya que el miR-
145 puede regular directamente los niveles de la bomba de eflujo MDR1,

sobreexpresada en muchos tipos de cancer resistentes a terapia [54].
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Figura 7. Diagrama de los principales blancos del miR-145. El miR-145 inhibe directamente
los RNA mensajeros de las proteinas ADAM17, C-myc, VEGF, COX-2 y MRD1, entre los mas
importantes en cancer. En el estado patoldgico, los niveles de expresion del miR-145
disminuyen, aumentando la traduccion de estas proteinas como consecuencia de la falta
regulacion de sus transcritos por el miR-145, lo que provoca el aumento del crecimiento,

proliferacion, angiogénesis y comportamientos asociados a la carcinogénesis.
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Se ha demostrado que el miR-145 inhibe la invasién y metastasis en
cancer nasofaringeo [55], el crecimiento tumoral y metastasis en cancer
colorrectal [56], inhibe el crecimiento e invasion en cancer de mama [57]. Se
ha observado que inhibe la proliferacién, migracion, invasion y la progresion
del ciclo celular en cancer gastrico [58]. Otros estudios han evidenciado que el
miR-145 inhibe la proliferacion celular y promueve la apoptosis, reduciendo
significativamente la migracién e invasion en cancer hepatocelular [50], entre
otros [59]. Ademas, se ha propuesto que pudiera ser un candidato como
marcador de progresidon en cancer de prostata [60]. Por lo tanto, la
administracion del miR-145 de manera sistémica, para llegar a células
tumorales primarias, células metastaticas o de recidivas, se proyecta como una
investigacion interesante de abordar, relevante por el alto potencial

terapéutico.

2.3. Tratamientos actuales para el cancer de ovario

Las alternativas de tratamiento de primera opcién, tanto en Chile
como en el mundo, son el uso de cirugia citorreductora seguida de
guimioterapia. Para aquellos casos en gue la condicion clinica no lo permite,
existe la opcién de tratamiento con quimioterapia neoadyuvante para reducir

el tamafio del tumor y posteriormente, cirugia [61]. No obstante, tales
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intervenciones solo logran citorreducir efectivamente no mas que un 20 a un
30% de los casos [62]. Por consiguiente, las principales terapias que son
utilizadas para el tratamiento del cancer de ovario son cirugia de
citorreduccion, y quimioterapias con agentes citotoxicos como cisplatino,
carboplatino y paclitaxel, los cuales no son farmacos selectivos para el cancer

de ovario.

La citorreduccion en cancer de ovario epitelial tiene dos objetivos,
determinar la etapa del cancer y extraer el maximo de tejido tumoral. En el
procedimiento se trata de extraer quirargicamente la mayor masa tumoral
posible, intentando no dejar ningun tejido tumoral remanente con un tamafo
mayor a 1 cm. Algunos de los efectos secundarios de la citorreduccion son, la
reseccion incompleta del tumor, lo cual depende de su tamafio, grado de
avance, metastasis, etc., dejar una colostomia temporal, un catéter temporal
en la vejiga, ademas la citorreduccién puede requerir de la extirpacion del
baso, vesicula biliar, parte el estbmago, higado y/o pancreas. También podria
requerirse la extirpacion de ambos ovarios y el Utero, por lo que la persona no
podra quedar embarazada y entrara en menopausia si no se le ha presentado

aun [63].

El cisplatino es una coordinacién metélica de platino que ha sido

utilizada en diversos tipos de cancer, tales como testicular, ovarico, de cabeza
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y cuello, entre otros. Su principal efecto anticancerigeno se produce por la
unioén al centro reactivo de los residuos de purinas (N7) en la hebra de DNA,
produciendo que la maquinaria de reparacion no pueda unirse al DNA, por lo
tanto, causando dafio irreversible en las células cancerigenas, interrumpiendo
la mitosis y llevando hacia la muerte celular mediada por apoptosis. Ademas,
puede generar entrecruzamientos dentro de la hebra de DNA, entre bases
purinas lo cual aumenta la toxicidad del cisplatino, al impedir la expresion de
proteinas o la replicacion celular [64]. Uno de los problemas de la
administracion de cisplatino es la resistencia, esto se produce debido a que
provoca la rapida degradacion del transportador de membrana de cobre —
CTR1, transportador que es utilizado para ingresar a la célula, lo que conlleva
a una disminucion del ingreso de cisplatino hacia la célula, resultando en la
aparicion de resistencia [65]. La administracion de este compuesto genera una
gran cantidad de efectos secundarios, tal como hepatotoxicidad [66],

nefrotoxicidad [67], alergias, entre otros efectos [64].

El carboplatino es un analogo del cisplatino que acttia bajo el mismo
mecanismo de accion. La principal diferencia reside en que los efectos
secundarios nefrotéxicos son menores, por lo que se utiliza como alternativa
mas segura al cisplatino [68]. Sin embargo, se ha evidenciado que puede
producir toxicidad hematoldgica cuando es usado en dosis similares [69]. El

paclitaxel ha sido utilizado en el tratamiento de distintos tipos de cancer como

25



cancer de ovario, cabezay cuello, mama, entre otros. Su mecanismo de accion
es a través de la union a los microtubulos, impidiendo su despolimerizacion,
por lo que genera un arresto del ciclo celular en la fase G2/M [70]. La
resistencia hacia este farmaco esta mediada por 3 mecanismos: la
sobreexpresion de transportadores de membrana de salida (ABCB1 vy
ABCC10) [71, 72], mutaciones en la tubulina a o B, alteraciones en la
estabilidad de la red microtubular y, una reducida funcién de proteinas pro-
apoptoéticas como Bcl-2 y p53. El principal efecto secundario que tiene el

paclitaxel es la neuropatia periférica [70].

El esquema primario de quimioterapia para cancer ovarico es en
base a carboplatino (AUC 6 mg/mL/min) mas paclitaxel (175 mg/m2) cada 3
semanas o solo paclitaxel (80 mg/m2) cada semana, existiendo variaciones en
la forma y vias de administracion dependiendo de la condicién de la
enfermedad y de la paciente. En aquellas pacientes en las que se logra una
citorreduccion optima, la opcién de primera linea es el uso de quimioterapia
postoperatoria endovenosa e intraperitoneal. La quimioterapia intraperitoneal
estd basada en cisplatino y ha demostrado resultados positivos en la
sobrevivencia de pacientes en etapa lll y citorreduccion 6ptima. Sin embargo,
puede provocar toxicidad, disfuncion renal y neuropatias e incluso, en casos

extremos, pérdida de la audicién [73].
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Para pacientes con enfermedad no citorreductiva y de mal
prondéstico, es posible utilizar ademas el tratamiento antiangiogénico con
bevacizumab; un anticuerpo humanizado monoclonal anti-VEGF que impide la
proliferacion de células endoteliales [74]. A su vez, se ha comenzado a utilizar
guimioterapia neoadjuvante (carboplatino AUC 5-6 mas paclitaxel 135-175
mg/m2) antes de la cirugia citorreductiva con el objetivo de reducir el tamafio
del tumor, incrementando las probabilidades de una cirugia menos riesgosa,
especialmente en mujeres de avanzada edad y con co-morbilidades [75]. Las
recurrencias son tratadas dependiendo del intervalo libre de enfermedad y
teniendo en cuenta posibles resistencias al platino, utilizando esquemas
basados en carboxiplatino-paclitaxel (si el intervalo es mayor a 6 meses) o
terapias con monofarmaco asociadas a bevacizumab [76]. Se ha estimado que
del 70 al 80% de los casos responde adecuadamente al tratamiento estandar
inicial, experimentando remision clinica satisfactoria, sin embargo,
dependiendo de la etapa inicial de diagndstico, la mayoria recurre en una forma
de cancer mas agresiva y resistente que, indefectiblemente conduce a la

muerte (figura 2) [10].
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2.4. Estudios clinicos de nuevos tratamientos

En relacion con los ultimos avances en el desarrollo de farmacos
para combatir el cancer de ovario, existe una serie de estudios clinicos
actualmente concluidos y en progreso que intentan acercarse a una solucion,
sin embargo, la mayoria de estos desarrollos logran prolongar el tiempo de

vida del paciente en bajos porcentajes.

Pazopanib es un inhibidor de receptores tirosina quinasa, cuyos
blancos moleculares son el receptor del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFR) -1, -2, -3, el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFR) -a/B, el receptor del factor de crecimiento fibroblastico
(FGFR) -1y -3 y la proteina tirosina quinasa Kit (c-KIT). Estudios clinicos en
fase Ill demostraron que la incorporacion de pazopanib al tratamiento estandar
extendio la sobrevida libre de enfermedad (SLE) en pacientes, por 5,6 meses.
Sin embargo, debido a su inespecificidad, se presentaron serios efectos

adversos como hipertension, diarrea, nauseas, dolor de cabeza y fatiga [77].

Nintedanib es otro inhibidor de tirosina quinasa de administracion
oral, sus blancos son VEGFR, PDGFR y FGFR. En el estudio clinico en fase

Il se observd que los pacientes que recibieron este inhibidor tuvieron un
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aumento en la SLE de 0,7 meses. Sus principales efectos téxicos fueron

diarrea y transaminasas elevadas [78].

También se ha abordado el desarrollo de farmacos antiangiogénicos,
tal como Cediranib, un inhibidor de tirosina quinasas que inhibe VEGFR-1, -2
y -3, inhibiendo la sefalizacion de VEGF, con ello los efectos en la generacion
de nuevos vasos sanguineos en el tumor. Los estudios realizados en fase Il
determinaron que la administracion favorecio con 3,1 meses en la extension
de SLE. Sin embargo, los efectos téxicos encontrados incluyeron hipertension,

diarrea, hipotiroidismo, ronquera, hemorragias, proteinuria y fatiga [79].

AMG386 es un agente molecular nuevo, un péptido de fusion,
disefilado para inhibir la angiogénesis, que actla secuestrando la
angiopoyetina (ANG) -1 y -2, fuertemente involucradas en la formacién de
nueva vasculatura, maduracion de vasos sanguineos, adhesién y migracion,
previniendo de esta manera su interaccién con el receptor tirosina quinasa
TIE2 endotelial. Su actividad fue evaluada en un estudio clinico en fase Il
observando que la SLE se prolongé en un 52%. Es por esto, que en la
actualidad se estd llevando a cabo un segundo estudio en fase Il para

AMG386 para ensayar sus potenciales beneficios [80].
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En otro ambito, los estudios de terapias basadas en nanotecnologia
se encuentran en aumento, en donde ya se han investigado avances
importantes en el desarrollo de terapias dirigidas y con efectos secundarios
limitados. Dentro de estos desarrollos, encontramos como ejemplo, el uso de
nanoparticulas de oro para la sensibilizaciéon de células tumorales de cancer
de ovario para evitar la quimiorresistencia por cisplatino [81] aumentando la

efectividad del farmaco.

Por otro lado, existe un creciente interés en la investigacion de
nuevas areas de la biologia para desarrollar terapias innovadoras, efectivas y
con menores riesgos y efectos secundarios. Como ejemplo, han aumentado
los estudios respecto del potencial de RNAs no codificantes como agentes
terapéuticos. Lo que ha llevado a que recientemente, en el afio 2018 la Food
and Drug Administration (FDA) aprobara el primer farmaco basado en RNAs,
el Patisiran; un siRNA desarrollado para una polineuropatia rara provocada por
amiloidosis hereditaria mediada por la proteina transtiretina (hATTR), cuyo
mensajero es degradado por la accién del siRNA [82, 83]. No obstante, este
importante avance, es un hecho gue los ensayos clinicos que normalmente
atacan exclusivamente un blanco molecular en una via biolégica a menudo
fallan en revertir el fenotipo patogénico debido a la etiologia multifactorial de la
enfermedad y la capacidad de adaptabilidad de las células cancerigenas [84].

Es por esto que, moléculas de RNAs como los miRNAS, son objetivo de estudio
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como agentes terapéuticos pleiotrépicos, debido a su capacidad de interactuar
con multiples blancos moleculares, teniendo asi la posibilidad de regular vias

biolégicas completas que se encuentran desreguladas.

2.5. miRs como terapia génica

Los niveles normales de miRs oncosupresores que se encuentran
downregulados en céncer pueden ser potencialmente restaurados a sus
niveles normales [85]. Los miRs pueden ser administrados dentro de las
células mediante diversos métodos; por transfeccidbn de plasmidos con
secuencias que codifiguen para los miRs de interés, infeccion utilizando
retrovirus o lentivirus que expresen los miRs para que la maquinaria interna
celular transcriba estos productos y sean procesados debidamente por la
célula hospedera, o introduciendo exégenamente miRs sintéticos 0 miméticos
en alguno de los estados de procesamiento regular (pri-miR, pre-miR, doble
hebra, hebra simple, etc). Asimismo, para disminuir los niveles de miRs
oncogénicos que se encuentran aumentados en cancer, es posible introducir
secuencias antisentido llamadas antagomirs, mediante las mismas estrategias
mencionadas anteriormente. Estas secuencias hibridan con los miRs,
previniendo de esta manera que los miRs oncogénicos actien sobre sus

blancos moleculares. Reprimiendo caracteristicas importantes para el
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desarrollo del cancer, como proliferacion, migracion, invasion,

desdiferenciacion, inhibicion de la apoptosis, angiogénesis, etc. [86, 87].

Una de las caracteristicas principales, que hace a los miRs y
antagomirs alternativas relevantes como estrategia terapéutica, es que, al
interactuar con multiples blancos moleculares, la respuesta terapéutica
inhibitoria se amplifica y maximiza, inhibiendo no solo la traduccion de una
proteina en particular, como sucede en el caso de la administracion exogena
de siRNAs, sino de rutas completas y familias de proteinas involucradas en la

generacion del fenotipo cancerigeno (figura 8) [88].

La terapia génica, entre los nuevos desarrollos terapéuticos, es uno
de los mas interesantes y promisorios. Esta, tiene el potencial de tratar
enfermedades a nivel de acidos nucleicos, mediante la manipulacion,
reemplazo, silenciamiento, restauracion o reprogramacion del material
genético [89]. Actualmente, las terapias basadas en la incorporacion de genes
o la modificacion de su expresiéon se han posicionado en la investigacion
cientifica como viables, comenzando a estudiarse mas profundamente, lo que
se refleja en el creciente nimero de ensayos clinicos llevados a cabo a nivel
mundial [90]. Sin embargo, uno de los puntos criticos y retos claves, en el cual
muchos de los investigadores principales en la materia estan de acuerdo, es

que, es necesario el desarrollo de tecnologias para entregar el material
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genético en las células blanco deseadas, con alta eficiencia de transfeccion y
selectividad por células y tejido tumoral, para que de esta manera la terapia
sea eficiente, dirigida y los efectos secundarios sean evitados [91].
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Figura 8. Red de interaccién entre miRs y sus genes blanco para cancer de mama. En
Azul se representan los miRs, en rojo los blancos regulados por solo un miR, en rosado, los

blancos regulados por mas de un miR [88].

33



2.5.1. Vectores de entrega de material genético

En el contexto de los transportadores de material genético hacia la
célula, han sido elaboradas diversas alternativas bioldgicas y quimicas (figura
9), una de las mas estudiadas es la utilizacion de vectores virales. Estos, han
sido ampliamente estudiados y utilizados para mediar la entrega de genes,
tanto de genes codificantes para proteinas, como no codificantes, dentro de
los cuales se incluyen los RNAs antisentido como shRNAs, siRNAs 0 miRs
miméticos. Las ventajas de este tipo de vectores son que poseen una alta
eficiencia de transfeccion, debido a la alta especificidad de los virus utilizados,
otorgando, ademas, la posibilidad de expresién a largo plazo cuando el
material genético se inserta en el DNA del hospedero y se utiliza su maquinaria
de transcripcion para su produccion [92]. No obstante, estan acomparfiados de
una serie de problemas en relacion a la seguridad biolégica. Se ha reportado
gue su administracion tanto in vitro como in vivo, puede llevar a mutagénesis
por insercidn con consecuente carcinogénesis, respuesta inmune aguda e
inmunogenicidad, lo cual ademas de provocar dafios en la salud, puede
resultar en una disminucion en la eficiencia de transfeccién y expresion del
gen, en consecuencia, de la efectividad terapéutica [93]. Ademas, los vectores
virales tienen también otras limitaciones. Debido al espacio de carga de &cidos
nucleicos en el interior de la particula viral, es que existe un limite en el tamafio

en pares de bases del material genético a insertar dentro del genoma viral. En
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cuanto a la produccion de particulas virales, se encuentran importantes
complicaciones en la produccion a baja y gran escala. Si bien, los virus o cepas
virales poseen una alta especificidad frente a ciertos tejidos, las posibilidades
de modificaciones para modular la especificidad hacia otros tejidos son bajas
y complejas [94]. Debido a esto, para la entrega de moléculas antisentido como
DNA, siRNA, shRNA y miRs, o plasmidos con dichas secuencias para su
expresion, la utilizacion de la nanotecnologia para el desarrollo de vectores
guimicos en forma de nanoparticulas, ha sido establecida como una excelente
alternativa debido a sus favorables propiedades fisicoquimicas y en términos
de capacidad de carga de acidos nucleicos, potencial selectividad hacia

células y tejidos, baja inmunogenicidad y efectos citotoxicos [93].
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Figura 9. Estrategias de entrega para terapia génica. Diferentes sistemas para la entrega
de material genético, en donde destacan los sistemas nanoparticulados como liposomas,

polimeros y nanoparticulas metalicas [95].
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2.6. Nanotecnologia como herramienta de terapia en cancer

La nanomedicina como subéarea de la nanotecnologia, ha alcanzado
una gran importancia en el desarrollo de nuevas estrategias para la entrega de
farmacos para terapia y la generacién de dispositivos para la deteccion de
marcadores celulares para diagnéstico temprano de enfermedades como el
cancer. En las dultimas dos décadas se han generado numerosas
investigaciones en torno a la utilizacibn de nanoparticulas de diversos
materiales para el tratamiento de enfermedades, asi como dispositivos
nanoestructurados de uso externo o de administracion sistémica para la
deteccibn de moléculas biomarcadoras [95]. Las aproximaciones en la
liberacion controlada de farmacos se focalizan en el desarrollo de
nanoparticulas para mejorar la biodisponibilidad, seguridad y accién de una
molécula activa. Como ejemplo de nanomedicinas que sortearon todas las
pruebas clinicas y se encuentran actualmente disponibles en el mercado para
Su uso, es destacable la evolucion que han tenido las formulaciones
farmacéuticas del paclitaxel, desde el Taxol, hasta formulaciones de
nanomedicinas como el Abraxane de 130 nm y el desarrollo de 3ra generacion

Cynviloq de 25 nm (figura 11).
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Figura 10. Evolucién de formulaciones farmacéuticas para la entrega de paclitaxel.

Para la generacidn de nanomedicinas, se han explorado diversos
tipos de materiales. Una amplia gama de agentes poliméricos e inorganicos
estructurados nanométricamente, con propiedades idéneas para ser
administrados in vivo, han sido desarrollados debido a su baja toxicidad,

eficiencia de entrega, degradabilidad y biodisponibilidad [96].

Dentro los nuevos avances tecnolégicos para enfrentar retos
terapéuticos tales como terapias contra el cancer, la nanotecnologia se
encuentra en una posicion relevante y de vanguardia ya que, debido a las
propiedades que adquieren los materiales en la escala nano, presentan
atractivas caracteristicas para usos como agentes terapéuticos o vectores de

entrega selectiva de farmacos. Las nanoparticulas (Np) son estructuras con
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tamafios menores de 100 nm de diametro en, al menos una de sus
dimensiones [89]. Han sido estudiadas extensamente para su utilizacion en la
liberacion controlada de farmacos quimioterapéuticos, mejorando su eficacia
de accién y seguridad [97]. Dependiendo de su disefio y configuracion, las Np
pueden alcanzar los tumores mediante dos vias principales: la acumulacién
pasiva y/o activa. La via pasiva, toma ventaja del fendbmeno de enhanced
permeability and retention (EPR) el cual se encuentra presente en el area
cercana a los tumores debido a sus vasos sanguineos defectuosos en cuanto
a las uniones estrechas de las células endoteliales y a la ausencia de
vasculatura linfatica en las proximidades del tumor. Esto facilita a las Np el
encuentro con el tumor y su acumulacion en el espacio intersticial. La via
activa, si bien se encuentra bajo del efecto EPR, a su vez, esta relacionada
con la especificidad hacia el tejido diana, lo cual se puede alcanzar mediante
la modificacién de la superficie de las Np con moléculas como anticuerpos o
ligandos que interactiien con receptores tejido-especificos sobreexpresados
en las células tumorales, tales como el receptor de transferrina, acido félico,
de la hormona foliculo estimulante (FSH), glicoproteinas, receptores de
factores de crecimiento (EGFR) o integrinas, por mencionar solo algunos.
Incrementando, de esta manera, la retencion de las Np en el tejido tumoral,
promoviendo su internalizacion dentro de las células y mejorando la eficiencia

de la entrega [89, 94, 98].
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Figura 10. Targeting pasivo y activo. Efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR)
en los vasos sanguineos que conectan con el tumor, lo que hace posibles estrategias de
entrega de farmacos mediante direccionamiento pasivo o activo mediante la funcionalizacion

de nanomateriales [99].

2.6.1. Moléculas diana para direccionamiento en cancer ovarico

En cancer de ovario existen algunas moléculas presentes en la
superficie celular que pueden ser utilizadas para mediar el reconocimiento e

ingreso selectivo de los nanosistemas hacia el interior de la célula.
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El receptor TrkA, de alta afinidad para el nerve growth factor (NFG)
es expresado en las células de la granulosa y de la teca en el ovario, y se ha
reportado su sobreexpresion en tumores ovaricos. Interesantemente, este
receptor aumenta su expresion conforme avanza el estado de malignidad de
la enfermedad, lo cual puede ser una ventaja al momento del reconocimiento
por el nanosistema, el cual podria tener un mayor ingreso en estados
avanzados de la enfermedad [100]. Su ligando NGF, es un polipéptido de gran
tamafo (13,25 kDa) y como tal, existe una dificultad inherente del tamafio que
imposibilita su incorporacion en la superficie de nanoparticulas. Son
requeridos, ademas, estudios acerca de la fraccidon del ligando que interactia
fisicoquimicamente con el receptor TrkA, para evaluar su potencialidad de
sintesis y funcionalizacion de Np, o moléculas antagonistas o agonistas que
también tengan afinidad por este receptor. No obstante, TrkA no es un receptor
especifico del ovario y se encuentra expresado en otros tejidos [101] y, de
manera importante en el sistema nervioso, por lo que es probable la

generacion de efectos adversos.

Otro de los receptores atractivos como blanco para direccionar la
llegada de Np a tumores en general, sobreexpresado en cancer de ovario es
el receptor de folato (FRa). El folato es un metabolito critico para la sintesis de
DNA y reacciones de metilacion, el cual es incorporado via endocitosis de

manera muy activa por las células tumorales [102]. Ha sido reportado que el
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FRa es expresado en el 80% de los COE y su expresion se correlaciona
fuertemente con el estado y grado de malignidad [103]. El FRa se expresa
normalmente en muy pocos tejidos, principalmente en los tibulos proximales
en rindn, pero también en menor grado en glandulas bronquiales en pulmon,
plexo coroideo en cerebro, trompas de Falopio, Utero, y células epiteliales de
mama, estando restringido exclusivamente a la superficie apical de las células
epiteliales polarizadas, siendo inaccesible desde la circulacion sanguinea
[104]. Ademas, la sobreexpresién en tumores ovaricos se ha observado que
oscila entre 10 y 100 veces mas que en rifidn, donde normalmente se expresa
en mayor nivel [105]. Por lo tanto, la sobreexpresién especifica de este
receptor y la capacidad de internalizacion lo posicionan como una adecuada
estrategia para la entrega selectiva de farmacos y Np [104]. La incorporacién
de moléculas de acido folato en sistemas nanoparticulados, ha sido explorada
con resultados promisorios en cuanto a la selectividad in vitro e in vivo hacia
células y tejidos tumorales, aumentando el ingreso intracelular mediante

endocitosis mediada por el FRa [106, 107].

Por otra parte, y particularmente para el cancer de ovario epitelial,
existe un receptor que se encuentra normalmente expresado de manera
especifica y en altos niveles en células ovaricas epiteliales en mujeres y en
células de origen prostatico en hombres, sin encontrarse expresion en otras

células de tejidos sanos [108]; el receptor de la hormona foliculo estimulante
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(FSHR) observandose que, en el estado patoldégico de céancer, este se
encuentra sobreexpresado en al menos 2 6rdenes de magnitud [109]. La
hormona FSH es una molécula heterodimérica, secretada por la glandula
pituitaria, compuesta por la subunidad a y B3, la cual se une con alta afinidad a
su receptor. De esta manera el receptor FSHR se convierte en un blanco
molecular racional para el desarrollo de una terapia selectiva contra el cancer
ovarico. En la literatura se ha reportado la utilizacion de péptidos de FSH
asociados sobre la superficie de nanoparticulas poliméricas para entregar
selectivamente farmacos como paclitaxel hacia células que expresan el
receptor FSHR, sin embargo, se han evidenciado efectos toxicos agudos luego
de la exposicion al nanosistema debido a la formacion de agregados de los

polimeros utilizados en la obtencion de las nanoparticulas [110].

2.6.2. Nanoparticulas poliméricas como vectores

Las nanoparticulas poliméricas comenzaron a ser una alternativa a
la terapia génica mediada por vectores virales debido a los eventos criticos en
la seguridad de estos ultimos, siendo inclusive llamada como non-viral gene
therapy. De esta manera los vectores quimicos comenzaron a ser el resultado
del avance en la ciencia de los materiales y la quimica, alcanzando la

capacidad de modular la obtencién de particulas de tamafio nanométrico, de
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caracter homogéneo, de fina configuracion y funcionalidad en donde pudieran
albergase moléculas de acidos nucleicos protegidas de la degradacion y
evitando los riesgos en la seguridad. Las nanoparticulas poliméricas se
conforman por agrupaciones de polimeros solubles en agua, lipidicas, con
caracter anfifilico o mezclas de estos para generar las caracteristicas
fisicoquimicas deseadas. Dentro de los sistemas mas destacados se

encuentran las micelas, dendrimeros, polimerosomas, poliplexes, etc. (figura

af
2

11) [111].
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Figura 11. Representacién de diferentes tipos de nanoparticulas poliméricas. [112]

En cuanto a la entrega de material genético en el tejido celular
deseado por cualquier sistema nanoparticulado en general, hay tres grandes

desafios a considerar al desarrollar un sistema para terapia génica: 1)
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distribucion preferencial hacia el tejido blanco, 2) internalizacion celular en las
células diana y 3) la liberacion del contenido en el espacio citoplasmatico para
ejercer el efecto activo en el blanco molecular. En ese sentido las
nanoparticulas poliméricas tienen la posibilidad ser modificadas quimicamente
para afiadir moléculas de direccionamiento; ha sido evaluado el escape
endosomal mediante el efecto esponja de protones e hinchazén del endosoma
tardio para lograr la liberacion de su contenido en el citoplasma [111]. Existe
una amplia gama de configuraciones y agentes poliméricos para la obtencion

de nanoparticulas.

Las micelas son un bloque de copolimeros con caracter anfifilico,
autoensamblables en medio acuoso, que forman una arquitectura tipo core-
shell resultando en un centro hidrofébico capaz de encapsular sustancias
apolares y una superficie hidrofilica que se puede modificar con moléculas de

interés terapéutico o de direccionamiento [113].

Los polimerosomas o polymer-based liposome, son entidades
poliméricas que adoptan la forma de vesiculas las cuales se forman mediante
procesos de hidratacién de bloques de copolimeros anfifilicos (no lipidicos).
Pueden estar formados por polimeros como polietilenglicol-polibutatieno
(PEG-PBD), polietilenglicol-polietilenetileno (PEG-PEE), poli N-isopropil

acrilamida (PNIPAm), etc. La formacién de estos polimerosomas permite la
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encapsulacion de moléculas de mayor tamafio que las micelas. Pudiendo
cargar moléculas terapéuticas hidrofilicas en su interior, tal como acidos
nucleicos. Dependiendo de la configuracién de la arquitectura polimérica, estas
nanoestructuras también son susceptibles de modificaciones quimicas en su

superficie para otorgarle diferentes propiedades bioldgicas [114, 115].

Otros tipos de polimeros hidrofiicos como los nanogeles o
microgeles han sido desarrollados, con alta afinidad acuosa y su arquitectura
entrecruzada. Poseen un alto contenido de agua en su interior lo que les
permite incorporar grandes cantidades de moléculas hidrofilicas. Esta
tecnologia comenzod su investigacion con estructuras de tamafio micromeétrico,
sin embargo, en la actualidad se han alcanzado tamafios hanométricos para

aplicaciones como la terapia génica [116].

A pesar de la gran cantidad de desarrollos surgidos en el area de las
nanoparticulas poliméricas, se continla investigando acerca de la necesidad
de entender ampliamente la importancia de cada disefio molecular y la
complejidad de posibilidades que estos generan. Los nanopolimeros tienen la
ventaja de poder ser biodegradables, bajamente tdxicos, modulables en
tamafio, etc., sin embargo, la funcionalizacion con moléculas para el
direccionamiento o entregarle propiedades fisicoquimicas diferentes no es

trivial. Ademas, la capacidad de carga de farmacos en general o de acidos
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nucleicos como miRs es baja y depende de la configuracion polimérica [111].

2.6.3. Nanoparticulas de oro para la entrega de miRs

Las nanoparticulas de oro (NpO) representan un sistema muy
interesante debido a una multiplicidad de caracteristicas positivas. Diversas
investigaciones utilizando NpO han concluido que éstas presentan bajos o
nulos niveles de toxicidad para las células in vitro, aun a altas concentraciones,
lo cual depende principalmente de la configuracion del recubrimiento organico
en la superficie de la nanoparticula [117]. Asimismo, se ha demostrado in vivo
gue luego de administraciones repetidas en ratones, no hubo evidencia de
toxicidad en términos de supervivencia, comportamiento, peso animal,
morfologia de los 6rganos, bioquimica sanguinea e histologia de tejidos [118].
Ademas, las NpO poseen peculiares propiedades O6pticas, particularmente
interesantes para una terapia contra el cancer. En presencia de irradiacion
electromagnética, los electrones de la superficie del metal pueden interactuar
con ciertas longitudes de onda (dependiendo del tamafio de la particula) y
oscilar de manera coherente. Este fendbmeno de resonancia, genera calor
nanométricamente localizado, capaz de eliminar células cancerigenas sin
afectar a las células sanas que la rodean, un efecto llamado localized surface

plasmon resonance (LSPR) [119]. Es decir, las NpO pueden ser administradas
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y luego de un tiempo adecuado, ser irradiadas localmente en el tumor con una
longitud de onda especifica y entonces, el calor generado podra eliminar las
células malignas, reduciendo el tamafio del tumor. Este fendmeno de
hipertermia es aditivo para un efecto terapéutico relacionado con la entrega de
moléculas bioactivas transportadas en su superficie. Se ha observado que las
células cancerigenas que permanecen vivas luego de un tratamiento de
hipertermia son mas sensibles a la posterior terapia farmacoldgica tradicional
[120]. Adicionalmente, las NpO poseen la ventaja de la simpleza de su sintesis,
obteniendo dispersiones monodispersas con rendimiento adecuado Yy
perfectamente escalables [121]. La superficie de las NpO puede ser
modificada con moléculas tales como anticuerpos, agonistas, antagonistas o
ligandos naturales de algun receptor de membrana alta y diferencialmente
expresado (figura 12). De esta misma manera, las NpO pueden ser también
multifuncionalizadas con diferentes moléculas activas que, pueden conferirle,
por una parte, selectividad hacia el tejido blanco y por otra parte, la accién
terapéutica deseada, tal como oligonucleétidos antisentidos como los siRNAs
o miRs. Asimismo, pueden ser modificados con moléculas fluorescentes que
les otorgue la capacidad de monitorizar la localizacion de las NpO en el

organismo [122].

Actualmente existen algunos reportes acerca de la utilizacién de NpO

como vehiculo para la entrega de miRs o siRNAs en formulaciones que
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incorporan moléculas de polietilenglicol, demostrando aumentar la estabilidad
y la eficiencia en la internalizacion celular. De esta manera la entrega y el
efecto silenciador génico in vitro se demuestra mas eficientemente que la
administracion de miRs o siRNAs sin vehiculizar [123]. Sin embargo, en tales
desarrollos no se ha contemplado la multifuncionalizacion de las NpO con
moléculas tales como acido folico, péptidos o FSH para el direccionamiento

selectivo, lo cual es importante para aplicaciones in vivo.

Nucleic acids
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Figura 12. Nanoparticulas de oro y su superficie modulable. Las NpO pueden ser
facilmente funcionalizadas con diversas moléculas a la vez; la molécula terapéuticamente
activa, moléculas de reconocimiento de la diana y reporteros fluorescentes o luminiscentes
[124].
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El mecanismo por el cual las NpO cargadas con miRs ingresan a la
célula y son capaces de entregar el material genético ha sido poco estudiado.
No obstante, se ha observado que NpO de entre 10 — 50 nm son capturadas
por la via clasica endocitica, mediante endocitosis adsortiva [125]. En tanto, se
ha demostrado que NpO que han sido funcionalizadas con moléculas que
poseen afinidad por receptores sobreexpresados en la superficie celular,
ingresan por la via de la endocitosis mediada por receptor, lo cual involucra
principalmente endocitosis mediada por clatrinas [126]. Respecto del escape
endosomal y la entrega del material genético, el mecanismo de escape no ha
sido dilucidado, sin embargo, han sido cuantificados los efectos del
silenciamiento génico, lo que deja en evidencia que las NpO y las moléculas
activas que estas cargan en su superficie son capaz de alcanzar el citoplasma,
evadiendo el endosoma y posterior lisosoma, siendo capaces de entregar los
miRs o0 siRNAs a su blanco molecular [123, 127]. Hasta la fecha, solo existe
un reporte con NpO solidas que incorpore direccionamiento con moléculas de
folato y un miR como molécula terapéutica [110]. En este sentido, las NpO
ofrecen una plataforma ideal para la incorporacion de todas las caracteristicas
necesarias para la vectorizacion de miRs con ventajosas propiedades para una

terapia contra el cancer de ovario.
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IIl. PROPUESTA

El objetivo de esta investigacion es desarrollar un sistema
nanoparticulado de entrega de miRs como agente activo, vectorizado en
nanoesféras de oro (GNS) de 12 nm, funcionalizadas con moléculas de acido
félico (FA) o con el péptido FSH33 (una fraccién central de la hormona foliculo
estimulante, FSH), para entregar direccionalidad y especificidad por el tejido

tumoral (figura 13).

La incorporacion del miR-145 en la superficie de las GNS y su
posterior entrega en las células de cancer ovarico podra inhibir procesos
importantes para la progresion de cancer, tales como la angiogénesis,
proliferacion, migracion e invasion. Debido a los diversos blancos y procesos
moleculares regulados que han sido reportados para el miR-145, este
nanosistema podra tener la potencialidad de actuar como agente citotdxico o
citostatico. De esta manera, el sistema desarrollado podra ser utilizado como
terapia neoadjuvante (en caso de ser citotoxico) antes de la cirugia de
citoreduccion, o como terapia adjuvante (en caso de ser citostatico), luego de
la cirugia, en administracion conjunta endovenosa o intraperitoneal para
eliminar células residuales, asi como también, luego de la aparicion de

recurrencias post cirugia.
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Una vez obtenido el nanosistema, se evaluaran los efectos
citotoxicos in vitro; Si el sistema solo presentase efectos citostaticos, los
estudios y evaluaciones posteriores se realizaran en conjunto con un farmaco
de uso clinico, tal como cisplatino y se evaluaran los efectos como adjuvante.
Todo esto debido a que el nanosistema solo podra utilizarse post-cirugia y en
el tratamiento de recurrencias en conjunto con terapias existentes. El
nanosistema se evaluara in vitro en 2 lineas celulares; la linea celular de
cancer ovarico epitelial humano A2780 la cual presenta las caracteristicas
celulares y moleculares similares a células tumorales de cancer de ovario y la
linea SKOV3 derivada de ascitis de cancer ovarico que presenta resistencia a
farmacos citotoxicos de uso clinico como cisplatino. Ambas lineas celulares,
son las mas utilizadas para estudios en cancer de ovario en la actualidad,
ambas presentan sobreexpresion del receptor de folato FRa y del receptor de
la hormona FSH, por lo que se presentan como modelos celulares adecuados

para ensayar el nanosistema.
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Hipotesis

El nanosistema GNS-FA-miR-145 y/o GNS-FSH33-miR-145

disminuye in vitro procesos importantes para el desarrollo de cancer ovarico
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Objetivos

Objetivo General

Desarrollar un nanosistema de entrega selectiva de miR-145 hacia

células de cancer ovarico para disminuir sus capacidades cancerigenas

Objetivos especificos

1) Obtener y caracterizar GNS de 12 nm, conjugar y funcionalizar con &cido

félico o FSH33 y el miR-145.

2) Evaluar in vitro la selectividad e incorporacion celular de los nanosistemas

3) Evaluar in vitro los efectos celulares y moleculares de la nanoterapia
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Capitulo 2: Metodologia
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lIl. METODOLOGIA

1. Obtencién y caracterizacion de GNS de 12 nm, conjugaciéon y

funcionalizacién con FA o FSH33 y el miR-145

1.1. Obtencion de GNS

Se obtuvieron GNS de 12 nm de diametro mediante el método de
reduccion quimica de la sal HAuCls con citrato de sodio en condiciones
controladas de tiempo y temperatura [128]. Se procedi6 a preparar una
disolucion de HAuCls 0,01 M en matraz de aforo, la cual fue vertida en un
balén de dos bocas con una columna de refrigeracion acoplada, sobre un
agitador magnético con control de temperatura, hasta alcanzar los 185 °C
esperando un reflujo constante por al menos 3 minutos. Posteriormente, se
afiadié por una de las bocas un volumen de 10 mL de una disolucién de citrato
de sodio 38,8 mM previamente calentada hasta 60 °C. Se dej6 reaccionar por
30 minutos y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. La dispersion resulté de
un color rojo borgofia, la cual se filtré con filtro de jeringa de 0,22 micras de
poro para eliminar residuos aglomerados desde la sintesis, se ajusto pH a 9

y se almacend a 4 °C.
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Figura 14. Representacion esquematica de la sintesis de GNS. Reaccion de oxido-

reduccion a partir de sal de oro y citrato de sodio como reductor.

1.2. Conjugacion de GNS con polietilenglicol

De la dispersion obtenida de GNS de aproximadamente 12 nM, se
tomo una alicuota y se llevo a la concentracion de 5 nM con citrato de sodio
1,2 mM (concentracion de citrato presente en la dispersion inicial). Para un
volumen de 20 mL de GNS, se mas6 4 mg de polietilenglicol con terminales
sulfhidrilo y amino (SH-peg-NH2) de 5 kDa de peso molecular. Esta masa se
disolvié en 1 mL de citrato de sodio 1,2 mM y se afiadioé gota a gota a los 20
mL de GNS 5 nM bajo agitaciébn magnética en un vaso de precipitado. Se
dej6 reaccionar por 5 horas. Una vez cumplido el tiempo, para eliminar el
exceso de SH-peg-NH2 que no se quimisorbid sobre la superficie de las GNS
y para eliminar el citrato de sodio presente en la dispersion inicial, todo el
volumen se centrifug6 en tubos conicos de 1,5 mL, por 30 min a 16000 g. El
sobrenadante se descarto y las GNS conjugadas al SH-peg-NH2 (GNS-peg-

NHz) que quedaron en la pella, se redispersaron en el mismo volumen con
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agua mili Q. Este procedimiento se realiz6 3 veces para asegurar la

eliminacién completa de las moléculas en exceso.

1.3. Funcionalizacion del sistema GNS-peg-NH2 con FA o FSH33

Para funcionalizar el sistema GNS-peg-NH2 con FA o FSH33 se
procedié a activar los grupos de acido carboxilico presentes en la molécula
de FA o FSH33 para hacerlos mas reactivos frente a las aminas primarias del
sistema nanoparticulado. Para esto, se incubé 1 mg de FA o FSH33 en 1 mL
de tampon MES (acido 4-morpfolinoetanosulfonico) a pH 5 con el agente
entrecruzante EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) el cual
forma un éster intermediario del reactivo O-acilisourea con la molécula de FA
o FSH33, este éster es facilmente desplazado via ataque nucleofilico por
parte de grupos amina primaria, sin embargo, es inestable en agua por lo que
en la disolucion se agreg6 el reactivo NHS (N-hidroxisuccinimida) que
desplaza la molécula de isourea y se establece un éster-NHS con el FA o
FSH33, el cual es estable en agua y es reactivo frente a aminas primarias.
Se dej6 reaccionar por 15 min bajo ultrasonido y 15 minutos bajo agitacion.
Posteriormente, se agregd el volumen total gota a gota a 20 mL de una

dispersion de GNS-peg-NH2 5 nM y se dej6 incubar por 3 horas.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacioén, todo el volumen se
centrifugd por 30 min a 16000 g en tubos conicos de 1,5 mL y se reconstituyo
la pella en el mismo volumen de agua Milli-Q. Este procedimiento se repitio
al menos 3 veces para eliminar el exceso de reactivos que no reaccionaron.
De esta manera se obtuvo el sistema de GNS conjugado con moléculas de
polietilenglicol y funcionalizado con FA (GNS-FA) o con el péptido FSH33

(GNS-FSH33).

1.4. Recubrimiento con el miR-145

Se utilizé 1 mL de concentracion 1 nM del sistema GNS-FA o GNS-
FSH33 diluido con agua milli Q, al cual se le adicion6 0,5 pL de miR-145 de
concentracion 25uM, se resuspendid y sonico por 15 min, una vez preparado
se utilizé inmediatamente para caracterizacion y para los ensayos in vitro. Se
obtuvieron dos sistemas, uno que contuvo el miR-145 y otro que se
funcionaliz6 con un miR control de secuencia aleatoria, sin blanco molecular.
Ambos miRs poseen estructura de doble hebra, en donde el miR-145 es de
23 nucledtidos y el miR control de 21 nucle6tidos. Ambos miRs poseen la
modificacién quimica de adicion del fluoréforo CY5 en el extremo 3’ de la

hebra antisentido.
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miR scramble

Sentido 5'-UUGAUGUGUUUAGUCGCUAUU-3’
Antisentido 5'-UUAACUACACAAAUCAGCGAU/Cy5Sp-3
miR-145
Sentido 5 -GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU-3’

Antisentido 5'-GGAUUCCUGGGAAAACUGGACUU/Cy5Sp-3

Figura 15. Secuencia miR-145 y miR scramble. Secuencia nucleotidica de las hebras

sentido y antisentido de los miRs utilizados para la funcionalizacion.

1.5. Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas obtenidos

1.5.1. Espectrofotometria de absorcién molecular

Una vez sintetizadas las GNS se procedi6 a obtener su espectro de
absorcion molecular caracteristico y la banda de absorcién plasmoénica
correspondiente al tamafio esperado. Previamente, se determind el
coeficiente de extincién molar para este sistema (2,266E8 M**cm™) por lo
gue también fue posible establecer la concentracion a la cual se trabaja en
cada paso de la sintesis. Para las mediciones se utilizé un espectrofotometro
UV-VIS Perkin Elmer, modelo lambda UV25, realizando barridos desde 300
— 800 nm en cubetas de poliestireno de 1 cm de paso 6ptico, las mediciones

se realizaron por triplicado. Se tomo una alicuota de 300 uL de dispersion de
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nanoparticula y se diluyd, para GNS desnudas con 700 UL de citrato de sodio
1,2 mM (se utilizo esta disolucion para no alterar las condiciones en las cuales
las nanoparticulas se encuentran y asi no propiciar inestabilidad) y para GNS-
peg-NHz, GNS-FA y GNS-FSH33 se diluyd con el mismo volumen de agua
Milli-Q. De esta manera la absorcion maxima queda entre los limites de

linealidad segun Lambert-Beer siendo posible estimar la concentracion.

1.5.2. Dispersion dinamica de la luz

Para establecer el diametro hidrodindmico de los nanosistemas
obtenidos se procedid a realizar determinaciones analisis de dispersion
dinamica de la luz. Esta técnica hace incidir un laser de 633 nm sobre la
muestra en estado acuoso, detectando las dispersiones del laser provocadas
por la interaccion con las particulas, de esta manera se correlaciona la
intensidad de la dispersion de la luz con diametros de particula. Las
mediciones se realizaron en un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern) en
cubetas de poliestireno, los nanosistemas se diluyeron con citrato de sodio
1,2 mM o con agua Milli-Q con un factor de dilucion de 3,33 para un volumen
final de 500 pL. Los resultados fueron obtenidos en triplicado con 15 corridas

cada uno.
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1.5.3. Microelectroforésis de laser Doppler

Para determinar la carga superficial (potencial zeta) de las
nanoparticulas se realizaron mediciones de microelectroforésis de laser
Doopler, la cual se basa en la migracion electroforética de los sistemas
nanoparticulados al enfrentarse a un potencial eléctrico. Se utilizé un equipo
Zetasizer Nano ZS (Malvern) con cubetas de capilaridad con electrodos de
oro. Los nanosistemas se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM o agua mili
Q con un factor de dilucion de 3,33 para un volumen final de 1 mL. Las
mediciones ser realizaron en triplicado con aproximadamente 300 corridas

cada una.

1.5.4. Imagenologia de fluorescencia

Para verificar la funcionalizacion y recubrimiento de los
nanosistemas GNS-FA y GNS-FSH33 con el miR-145, los tubos de reaccion
fueron visualizados en el equipo de imagenologia In-Vivo FX PRO (Bruker).
Se observd en modo fluorescencia para fluoréforo Cy5 presente en el miR-
145, con una longitud de onda de excitacion de 610 nm y un filtro de emision

de 700 nm con un tiempo de exposicion de 0,175 segundos.
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1.5.5. Estimacion del recubrimiento de miR-145

Se realiz6 una curva de calibracion con diferentes concentraciones
del miR-145 (1,5625-3,125-6,25-12,5-25-50 nM) en triplicado, determinando
la fluorescencia correspondiente a la sonda Cy5 (Ex: 650; Em:670) acoplado
a la hebra antisentido del miR. Posteriormente, al funcionalizar el
nanosistema con el miR-145, un volumen de este se centrifugd a 1500 x ¢
durante 60 min, se recupero el sobrenadante y se determiné la fluorescencia
en un lector de placas multiscan Biotek excitando a 650 nm y leyendo a 670
nm. Mediante la sustraccion con respecto de la fluorescencia del control de
miR-145 en solucion (25 nM) se establecid la concentracién de miR presente
en la superficie del nanosistema, obteniendo una estimacion de la proporcion

del nimero de moléculas de miR-145 por nanopatrticula.

1.5.6. Microscopia electronica de transmision

Se utilizé esta técnica para observar la morfologia y tamafio de los
nanosistemas. Se incubé una alicuota de 10 pL de cada nanoparticula diluida
con citrato de sodio o agua Milli-Q, con un factor de dilucién de 3,33 en una
grila de cobre recubierta con polimero formvar (resina termoplastica

polivinilica) para el soporte de la muestra. dejandose secar por 24 h a
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temperatura ambiente antes de visualizar. Se utilizo, para la visualizacion un
microscopio high resolution scanning transmission electron microscope (HR-

STEM) modelo INSPECT-F50, marca FEI.

1.5.7. Microscopia de fuerza atémica

Se tomd una alicuota de 100 pL de nanoparticulas diluidas con citrato
de sodio 1,2 mM o agua mili Q con un factor de dilucion de 3,33, a partir de
una dispersion concentrada de 12 nM y se depositd sobre la superficie de
una mica recién clivada, dejando evaporar el disolvente por 30 min. Se monto
la mica con la muestra seca sobre el escaner y se observé la superficie en
modo tapping (contacto de amplitud modulada intermitente con la muestra)
con una punta de nitrato de silicio en un microscopio JEOL, modelo JSPM-
4210. Se capturaron imagenes de GNS, GNS-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33,
registrando las alturas comprendidas entre el fondo de la muestra y la parte
mas alta de las particulas escaneadas, se capturaron un total de 10 imagenes

por muestra, promediando las alturas obtenidas.
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2. Evaluacion in vitro de la selectividad e incorporacion celular de los

nanosistemas

2.1. Viabilidad celular con los nanosistemas sin miR-145

Se evaluo la viabilidad celular en las lineas celulares epiteliales de
cancer de ovario A2780, SKOV3 y cancer cérvico uterino HeLa a partir de un
cultivo celular de confluencia cercana a 70% para todas las lineas celulares.
Se sembraron 2500 células por pocillo en placas de 96 pocillos el dia previo
a la exposicion de los tratamientos. Al segundo dia se incubd las células con
concentraciones crecientes de cada sistema o con una concentracion de 1
nM. Los sistemas ensayados fueron GNS; GNS-peg-NH2; GNS-FA y GNS-
FSH33. Como control de vida se utilizé DMEM/SFB 10% y como control del
método, SDS 10%. La exposicion a los tratamientos fue de 24 h y se procedio
a realizar el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la
absorcion de formazan a 490 nm, en un lector de placas Biotek, modelo
Synergy H2. Los datos fueron obtenidos al menos en triplicado, con un n =

12.
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2.2. Selectividad celular de los nanosistemas sin miR-145

Se utilizaron las lineas celulares de células epiteliales de cancer de
ovario A2780, SKOV3y de cancer cérvico uterino HeLa. Se sembro en placas
de 24 pocillos un namero de 20.000 células por pocillo el dia previo a la
exposicién de los tratamientos, manteniendo la proporcion de células de
acuerdo al area de los pocillos de placas de 96 pocillos utilizadas para
determinar viabilidad celular (donde el area es 8 veces menor). El segundo
dia se incubo las células con una concentracion de 1 nM de cada uno de los
sistemas obtenidos (GNS-peg-NH2; GNS-FA; GNS-FSH33). Se midié por
espectrofotometria UV-Vis la absorbancia maxima en tiempo cero, es decir,
luego de aplicar cada tratamiento, registrandola. Este valor se correlaciona
con la concentracién de nanoparticulas con la cual se incubé. Luego de 24
horas de incubacién, se tomé una alicuota del sobrenadante y se midié en un
espectrofotometro la absorbancia maxima. El porcentaje de incorporacion se
estimo basado en la diferencia de la absorbancia maxima del tiempo cero con

respecto del tiempo 24 horas.
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2.3. Incorporacion celular de los nanosistemas cargados con miR-145

Se sembraron 1.000.000 células por pocillo de la linea A2780, en
placas de 6 pocillos. Se espero 4 horas para facilitar la adherencia de las
células al fondo de la placa y se aplicaron los siguientes tratamientos: medio
DMEM/SFB 10% (control), miR-145 25 nM, GNS-peg-NH2 1 nM, nanoterapia
1 nM, quimioterapia (paclitaxel 8 pM + carboplatino 50 pM) vy
nanoquimioterapia (nanoterapia 1 nM + paclitaxel 8 uM + carboplatino 50
uM). Se incubd por 0, 3y 24h. Las células adheridas se lavaron 3 veces con
PBS, y luego se agregé 500 pL de HNOs directamente en el pocillo,
resuspendiendo y dejando actuar por 15 min. Posteriormente, el volumen fue
transferido en tubos cénicos de 1,5 mL e incubados por 30 min a 70 °C en
bafio de agua. Finalmente, los tubos se dejaron incubando por 48h antes de
las mediciones. Para la cuantificacion de oro, se prepardé una curva de
calibracion con soluciones patrones de oro (Merk) de concentraciones 0,001,
0,005, 0,01, 0,1, 1 y 10 ppm en HNOs 2% p/v las cuales alcanzaron un
coeficiente de correlacion R? > 0,99999 y un error estandar relativo <2%. Las
muestras digeridas fueron diluidas en factores de 10, 100 y 1000 en HNO3
2% y se procedié a determinar su concentracion mediante espectroscopia de
emisidn atdmica utilizando un espectrémetro de emision atbmica de plasma

por microondas MP-AES Agilent® 4100, usando la linea principal para oro en
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267,595 nm. Las mediciones fueron realizadas en triplicado con un n=3 para

cada punto.

2.4. Cuantificacion del miR-145 en células tratadas con los

nanosistemas

Se sembraron 500.000 células de la linea A2780 por pocillo, en
placas de 6 pocillos. Se esperd 4 horas para facilitar la adherencia de las
células al fondo de la placa y se aplicaron los siguientes tratamientos: medio
DMEM/SFB 10% (control), miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia
(paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1
nM + paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM). Se incubd por 0, 3 y 24h. En
cada tiempo final, se descartd el sobrenadante y se lavé con PBS.
Posteriormente, las células fueron tratadas con 500 pL de reactivo TRIzoI®,

se homogeneizo6 y se almacend a -80° C.

Para la extraccion de RNAs totales (>18 nucleétidos) se utilizo el kit
miRNeasy mini kit (Qiagen). Para esto se descongelaron los tubos a
temperatura ambiente, se centrifugd a 12000 g a 4° C por 15 min y se
transfirié la fase acuosa a un tubo colector agregando 1,5 veces el volumen

en etanol absoluto. Se transfirieron 700 pL sobre la columna de afinidad
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RNeasy mini column y se centrifugé a 8000 g por 15 seg a temperatura
ambiente. Luego se agrego 500 pL de buffer RPE y se centrifugé a 8000 g
por 15 seg, posteriormente se afiadido 500 pL de buffer RPE y se centrifugo
por 8000 g por 2 min. Luego se centrifugé a 16000g por 1 min. Finalmente,
para obtener los RNAs, se agreg6 40 uL de agua libre de RNAsas sobre la

columna y se centrifug6 a 8000 g por 1 min.

Para realizar la retrotranscripcion de los miRNAs obtenidos a cDNA,
se utilizé el kit miScript 1l RT (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del
proveedor, utilizando un termociclador Mastercycler. Para esta reaccion se
utilizé la transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen). A partir de un
volumen correspondiente a 1 pug de RNA de cada muestra se realizd la
reaccion de retrotranscripcion utilizando random primers (Promega) y dNTPs

en concentracion 10 mM (Promega).

Para la deteccion y cuantificacion del miR145, se utilizd el kit
miScript SYBR Green gPCR (Qiagen) en un equipo StepOne Real-Time PCR
(AppliedBiosystems) segun instrucciones del proveedor. Como control y
normalizador se utiliz6 RNA endégeno RNU6, como control negativo se utilizé
agua estéril, el volumen final de reaccién fue de 12 uL. El programa utilizado

fue: desnaturacion inicial de 15 min a 95° C, seguido por 40 ciclos de 15 seg
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de desnaturacion a 94° C, 30 seg de alineacion a 55° C y 30 seg de

elongacion a 70° C. La curva de melting fue realizada entre 60 - 95° C.

3. Evaluacion in vitro de los efectos celulares y moleculares del

nanosistema

3.1. Viabilidad celular

Se evaluo la viabilidad celular en las lineas celulares epiteliales de
cancer de ovario A2780. Para esto, a partir de un cultivo celular de
confluencia cercana a 70% para todas las lineas celulares, se sembraron
2500 células por pocillo en placas de 96 pocillos el dia previo a la exposicion
de los tratamientos. Al segundo dia se incubo las células con los siguientes
tratamientos: GNS-FSH33; GNS-FSH33-miR (nanoterapia), GNS-FSH33-
scramble, miR-145, paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM (quimioterapia) y
GNS-FSH33-miR-145 + carboplatino/paclitaxel (nanoquimioterapia). Como
control de viabilidad se utiliz6 DMEM/SFB 10%, y SDS 10% como control del
método. La exposicidon a los tratamientos fue de 3 y 24 h y se procedi6 a
realizar el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la
absorcion de formazan a 490 nm. Los datos fueron obtenidos en triplicado,

conunn=12.
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Ademas, se realizé el método de exclusion molecular de azul de
tripdn para contabilizar directamente las células vivas posterior a los
tratamientos. Para esto se sembraron 100000 células en placas de 12 pocillos
y se trataron con los mismos tratamientos por 3 y 24 h. Se descarto el
sobrenadante de los pocillos y se lavd con PBS, se tripsinizé y se centrifugé
a 4000g por 5 min, las células se resuspendieron en medio de cultivo y se
mezclé igual volumen de células y azul de tripan 4X. Finalmente, las células
fueron contadas bajo el microscopio O6ptico, mediante una camara de

neubauer. Los datos fueron obtenidos en triplicado, con un n = 3.

3.2. Proliferacion celular

Se evaluo la proliferacion celular en las lineas celulares epiteliales
de cancer de ovario A2780 y SKOV3. A partir de un cultivo celular inicial de
cada linea celular de confluencia cercana a 70%. Se sembro 2.500 células
por pocillo en placas de 96 pocillos el dia previo a la exposicion de los
tratamientos. Al segundo dia se incubd las células con los siguientes
tratamientos: GNS-FSH33; GNS-FSH33-miR (nanoterapia), GNS-FSH33-
scramble, miR-145, paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM (quimioterapia) y
GNS-FSH33-miR-145 + carboplatino/paclitaxel (nanoquimioterapia). Como

control de vida se utiliz6 DMEM/SFB 10%, y SDS 10% como control del
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meétodo. La exposicidn a los tratamientos fue de 24, 48 y 72 horas, y se realizo
el ensayo colorimeétrico CellTiter 96® AQueous, determinando la absorcion de

formazan a 490 nm. Los datos fueron obtenidos en triplicado, con un n = 4.

3.3. Migracion celular

Se realizaron ensayos de migracion celular para la linea celular
SKOV3 mediante el método de wound healing. Para esto, a partir de un
cultivo celular inicial de 70% de confluencia, se sembraron 50.000 células por
pocillo en placas de 96 pocillos con medio DMEM/SFB 10% por 24 horas. Al
segundo dia, se verificé una confluencia de 100%, se retir6 el medio de
cultivo, se lavé con PBS estéril, se cambid por medio DMEM/SFB 1% y se
agrego cada tratamiento (GNS-FSH33, miR-145, nanoterapia, quimioterapia
y hanoquimioterapia) dejandose incubar por 24h. Al tercer dia se verificd que
no existieran cambios en la monocapa celular por inspeccion visual y se
realizd una herida vertical con una punta estéril de 200 uL en cada pocillo,
tomando como guia la tapa de la placa de 96 pocillos. Luego se retiré el medio
de cultivo, se lavo con PBS estéril para remover las células y debris que se
soltaron luego de la formacion de la herida y se renové con DMEM/SFB 10%.
Se capturaron imagenes de la herida formada en cada pocillo a tiempo 0, 4,

8y 21 horas en un microscopio optico invertido Olympus U-CMAD3 utilizando
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una camara Nikon DS-F12. Posteriormente, las imagenes obtenidas fueron
analizadas por el software Image J, midiendo la distancia entre las fronteras
de ambos lados de la herida a cada tiempo, para cada pocillo, tomando como
referencia la misma imagen en tiempo O de cada pocillo como 100% de
apertura (0% recuperacion). Los datos fueron obtenidos en triplicado con un

n=4,

3.4. Liberaciéon de VEGF

El ensayo de liberacion de VEGF se realizé mediante inmunoensayo
ELISA. Se obtuvieron medios de cultivo de células A2780 incubadas por 0, 3
y 24h con los tratamientos miR-145, nanoterapia, quimioterapia Yy
nanoquimioterapia, los cuales fueron centrifugados a 4000 g por 5 min, antes
del ensayo. La deteccion de VEGF se realizé con el kit Quantikine Human
VEGF Immunoassay (R&D systems DVEOOQO). Para esto, se agregaron 50 pL
del diluyente RD1W en cada pocillo, seguido de 200 pL de sobrenadante, la
placa se cubri6é con tiras adhesivas y se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, se elimind el volumen de cada pocillo y se
lavé con 400 pL de buffer, aspirando como paso final. Se agregd 200 pL de
conjugado Human VEGF a cada pocillo y se incub6 por 2 horas a temperatura

ambiente, lavando como en el paso anterior. Posteriormente se agreg6 200
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puL de la solucién de sustrato a cada pocillo, incubandose por 20 min a
temperatura ambiente con proteccion de la luz. Luego se agreg6 50 uL de
solucion de stop a cada pocillo. Las determinaciones de absorbancias fueron
llevadas a cabo en un lector de placas de 96 pocillos (Biotek EL800) a 450
nm de longitud de onda. Los datos obtenidos fueron el resultado de muestras

en triplicado para cada tiempo.

3.5. Proliferacion de células endoteliales con medios condicionados

Se evalud la proliferacion celular de la linea endotelial humana
EA.hy926 luego de ser expuesta a medio condicionado de células de cancer
ovarico A2780. Para esto, se trataron células A2780 sembradas en placas de
24 pocillos por 24 horas con GNS-FSH33, miR-145, nanoterapia,
quimioterapia y nanoquimioterapia. Luego, el medio condicionado fue
recolectado y centrifugado a 4000 g por 5 minutos para remover células y
debris. Este medio fue utilizado para tratar células EA.hy926 por 48 horas,
sembradas en placas de 96 pocillos con una densidad de 2500 células por
pocillo el dia previo a la exposicion a los tratamientos. Cumplido el tiempo de
exposicién, se realizd6 el ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous,
determinando la absorcion de formazan a 490 nm. Los datos fueron obtenidos

en triplicado, conun n =4,
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3.6. Ensayo de formacion de clones tumorales

Se evalud la capacidad clonogénica de células de la linea A2780,
para esto primero se realiz6 una curva de crecimiento de clones tumorales
con concentraciones crecientes de células, determinando el nUmero 6ptimo
de células a sembrar para obtener clones cuantificables. Se sembraron 7000
células por pocillo en placas de 6 pocillos en soft agar, en triplicado, con los
siguientes tratamientos: medio DMEM/SFB 10% (control), GNS-FSH33,
GNS-FSH33-Scramble, miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia
(paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1
nM + paclitaxel 8 uM + carboplatino 50 uM). Las células se incubaron por 14
dias y se contaron los clones de >100 um de didmetro formados en cada

tratamiento mediante microscopia Optica.

3.7. Evaluacion de los efectos en esferoides tumorales

Se formaron esferoides tumorales de las lineas SKOV3 mediante el
método de liquido sobrelapante o liquid overlay technique (LOT). Se
recubrieron placas de 96 pocillos con 50 pL de agarosa 1,5% en DMEM. A
partir de células en 70% de confluencia, se sembraron 5000 células (previo

estudio realizando curvas de crecimiento con diferente niumero de células
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inicial, para llegar a obtener esferoides de 500 um de diametro en un periodo
de 4 - 6 dias) por pocillo, posteriormente la placa se agitd a 120 rpm por 1,5
horas en un agitador orbital a 37 °C. Se evalu6 la formacion y crecimiento de
los esferoides mediante su visualizacidbn en un microscopio optico invertido
Olympus U-CMAD3 utilizando una camara Nikon DS-F12, adquiriendo
imagenes de cada esferoide a tiempo 0, 3, 6, 7 y 11 dias. Al sexto dia se
expuso los esferoides a los tratamientos, que fueron: medio DMEM/SFB 10%
(control), miR-145 25 nM, nanoterapia 1 nM, quimioterapia (paclitaxel 8 uM +
carboplatino 50 uM) y nanoquimioterapia (nanoterapia 1 nM + paclitaxel 8 uM
+ carboplatino 50 uM). Los efectos morfol6gicos fueron evaluados mediante
microscopia optica alos 0, 1, 2, 3y 5 dias de tratamiento. Los analisis de las
imagenes fueron realizados utilizando el software ImageJ, determinando el
area y el diametro de cada esferoide a cada tiempo. Al quinto dia, se evalu6
la viabilidad celular en los esferoides intactos con los ensayos de MTS, LDH

y Anexina V/loduro de propidio (IP).

3.8. Anédlisis estadisticos

Todos los grupos de datos obtenidos para los experimentos realizados en

esta tesis fueron procesados utilizando el programa Graphpad Prism 5.0 para

obtener las graficas correspondientes, realizando las pruebas estadisticas no



paramétricas de Kruskal-Wallis o Mann-Whitney para validar diferencias
significativas entre los tratamientos, segun correspondié. Como parametro de

significancia se fijé un p valor menor a 0,05 (p<0,05).
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Capitulo 3: Resultados y discusion
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencién y caracterizacion de GNS de 12 nm, conjugacion y

funcionalizacién con FA o FSH33 y el miR-145

Luego de la sintesis de cada sistema, estos fueron caracterizados
fisicoquimicamente mediante diversas técnicas para dar cuenta de su
tamafo, diametro hidrodindmico, morfologia, carga superficial, banda de
absorcion plasmonica y los respectivos cambios en estos parametros, de
acuerdo con las sucesivas modificaciones quimicas en la superficie de la
nanoparticula. Respecto de la planificacion original, se incorpord, ademas de
FA como molécula de reconocimiento celular, el péptido de 21 aminoacidos
FSH33, de secuencia YTRDLVYKDPARPKIQKTCTF, que deriva de la region
de reconocimiento de la hormona foliculo estimulante (FSH) por su receptor.
Debido a que las células del epitelio ovarico son el Unico tipo celular que
posee expresion de este receptor y se ha reportado que en células de cancer
ovarico éste se encuentra sobreexpresado [108]; por lo que se presenta como
un excelente candidato para su utilizacion como reconocimiento selectivo
hacia células cancerigenas ovaricas. Es asi que fueron obtenidos dos
sistemas distintos para su posterior evaluacion como agente transportador
del miR-145 (GNS-FA y GNS-FHS33) obteniendo los siguientes sistemas a
caracterizar y evaluar: GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA, GNS-FSH33, GNS-FA-

mMiR-145 y GNS-FSH-mIiR-145.
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1.1. Espectrofotometria de absorcién molecular

Todos los nanosistemas obtenidos presentaron la forma
caracteristica de espectro de absorcion correspondiente a nanoesféras de
oro; presentando una banda definida de absorcion maxima cercana los 520
nm que se correlaciona con tamafios desde los 10 — 30 nm, segun estudios
previos en la literatura [129]. Las GNS sin conjugar presentaron un pico de
absorcion a los 521 nm, obteniéndose que, a medida que se conjugd con
moléculas en su superficie, se registrd un corrimiento batocrémico del pico
maximo de absorcion, de esta manera, podemos observar que para GNS-
peg-NH2; GNS-FA y GNS-FSH33 las bandas de absorcion maxima fueron
522, 525 y 527 nm respectivamente (figura 16). Asimismo, es posible
correlacionar las bandas en 258 y 328 nm para el FA en el sistema GNS-FA
y la banda a 260 nm para el péptido FSH33. Amendola et al propusieron que
el efecto del corrimiento del pico maximo hacia el lado rojo de espectro de
absorcion luego de la conjugacion, sucede debido a que la incorporacién de
moléculas sobre las GNS aumenta la constante dieléctrica alrededor de la
superficie de las particulas, lo que conlleva a la generacion de canales de
relajacion posteriores a la excitacién del plasmén [130]. Este corrimiento en
el pico de absorcion se condice con el aumento en el diametro hidrodinamico
de la particula, pudiendo utilizarse como herramienta predictiva del curso de

la conjugacion vy verificar la incorporacién de las moléculas organicas en la
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superficie de la nanoparticula. Por lo tanto, es posible aseverar que el
corrimiento batocrémico en la absorcién de cada nanositema, se correlaciona

con la incorporaciéon de cada molécula en la superficie del nanomaterial.

La concentracion de GNS en estado coloidal se puede determinar
mediante espectrofotometria UV-Vis [131] debido a que la absorbancia del
pico maximo del plasmon superficial, tiene un comportamiento lineal respecto
de la concentracién. En nuestro grupo de laboratorio se reportoé previamente
la relacion entre el pico de absorbancia maxima de diferentes diluciones de
GNS respecto de la concentracion experimentalmente obtenida,
determinandose el coeficiente de extincion molar para la sintesis de estas
nanoparticulas (2,266E8 M-**cm?) [117], por lo tanto, es posible obtener la
concentracion de una suspension coloidal de GNS integrando el valor de
absorbancia obtenida en la formula de Lambert-Beer. Para las GNS
sintetizadas, se obtuvo que, luego de la determinacién espectrofotométrica
de las unidades de absorbancia de la sintesis de GNS sin conjugar, el calculo
arrojo una concentracion inicial de 12 nM de GNS, el cual fue tomado como
referencia para los experimentos posteriores, realizando la misma

metodologia de cuantificacion.
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Figura 16. Espectrofotometria UV-Vis. Espectros de absorcion molecular para todos los

sistemas obtenidos y tabulacion de los picos principales de cada nanosistema.

1.2. Dispersion dinamica de la luz

Para determinar el diametro hidrodindmico de las GNS obtenidas,
se procedio a realizar andlisis de dispersion dinamica de la luz. Esta técnica
hace incidir un laser de 633 nm sobre la muestra en suspension, detectando
las dispersiones del laser provocadas por la interaccion de la luz con las
particulas, de esta manera se correlaciona la intensidad de la dispersion con
el diametro hidrodindmico de la particula [132]. Las mediciones se realizaron

en un equipo Malvern Nano ZS en cubetas de poliestireno, las GNS sin
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conjugar se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM, para mantener su
estabilidad coloidal y los sistemas GNS-peg-NH2; GNS-FA, GNS-FA-miR-
145, GNS-FSH33 y GNS-FSH33-miR-145 se diluyeron con agua Milli-Q con
un factor de dilucion de 3,33. Los resultados se presentan como porcentaje
de nanoparticulas que se encuentran en un tamafo determinado. Los datos
fueron obtenidos con un promedio de 45 mediciones (n = 3). Para las GNS
sin conjugar se obtuvo un valor promedio de 12 nm de diametro
hidrodindmico, con una distribucion homogénea (figura 17 A), tal como se ha
reportado para esta metodologia de obtencion [133, 134]. Se observo que al
conjugar las GNS con SH-peg-NH: el diametro hidrodindmico aumenté a 25
nm; esto indica la incorporacion de estas moléculas sobre la superficie de la
nanoparticula (figura 17 B), generando una capa molecular de 6,5 nm de
espesor, lo cual se condice con lo reportado para pegilaciones con
polietilenglicol de peso molecular de 5Kda sobre GNS de 13 nm, que
demuestran la incorporacion de una capa entre 5y 7 nm de espesor [135]. Al
funcionalizar este sistema con moléculas como FA y el péptido FSH33, se
evidencié que el diametro hidrodinamico aumenté hasta 30 y 35 nm
respectivamente, lo cual se correlaciona con la incorporacion de una nueva
especie molecular sobre la superficie del nanosistema (figura 17 C). La
diferencia entre el promedio del diametro hidrodinamico para el hanosistema
con FA respecto del sistema con FSH33 (figura 17 D) se explica debido a que

el péptido posee un tamafio y peso molecular superior al FA (441,4 g/mol
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para FA vs 2543,94 g/mol para FSH33). Al incorporar las moléculas de miR-
145 en los nanosistemas, el tamafio aumentd, para GNS-FA y GNS-FSH, en
125 nm y 134 nm, respectivamente (figura 17 E, F). Lo cual da cuenta del
proceso de incorporacion del miR en la superficie del nanosistema. Este
aumento de tamarfio se explica, en parte, debido a que el peso molecular del
miR-145 es elevado (15.258,5 g/mol) y, ademas, posiblemente estén
ocurriendo fenémenos de agregacion primaria, provocados por la presencia
del miR, el cual posee carga neta negativa a lo largo de su estructura de doble
hebra, lo que podria atraer a dos 0 mas nanoparticulas con carga levemente
positiva y formar una estructura de tamafio mayor (figura 18). La obtencion
de este tamairio final de particula o agregado es favorable para la llegada del
nanosistema hacia las células cancerigenas, debido a que se encuentra
dentro del tamafio propicio para traspasar a través de las fenestraciones
ocurridas en el endotelio vascular tumoral, caracteristica principal del efecto
EPR, cuyos espacios representan tamafos desde 100 nm hasta inclusive 4
pum [136]. No obstante el amplio rango de tamafio en las fenestraciones
vasculares, los nanosistemas deben ser capaces de ser internalizados en las
células tumorales. Se ha descrito que existen diversos mecanismos de
endocitosis celular; la endocitosis mediada por clatrinas, internalizando a
particulas menores a 200 nm y endocitocis mediada por caveolina, que
endocitan particulas mayores a 200 nm [137]. Por lo tanto, los nanosistemas

obtenidos, son optimos para hacer uso del efecto EPR y traspasar desde la
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sangre hacia el intersticio tumoral, asi como, para ingresar mediante

endocitosis, probablemente mediante un mecanismo basado en clatrinas.

Size Distribution by Mumber
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Figura 17. Cambios en el didmetro hidrodinamico del nanosistema. Luego cada modificacion
estructural de adicién molecular, el nanosistema de base comienza con 12 nm aumentando su
tamafio hasta 125y 135 nm para GNS-FA-miR145 y GNS-FHS33-miR145, respectivamente.
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Figura 18. Resumen de los diametros hidrodinamicos obtenidos para cada nanosistema.

Para todos los valores el indice de polidispersidad se encontré <0,3)

1.3. Microelectroforésis de laser Doppler

Para determinar la carga superficial de las nanoparticulas, se
realizaron mediciones del potencial zeta mediante microelectroforésis de
laser Doppler, técnica que se basa en la migracion electroforética de los
sistemas nanoparticulados al enfrentarse a un potencial eléctrico. Para las
mediciones se utilizé un equipo Malvern Nano ZS con cubetas de capilaridad
con electrodos de oro. Las GNS se diluyeron con citrato de sodio 1,2 mM en
un factor de dilucion de 3,33 y los sistemas GNS-peg-NHz2; GNS-FA, GNS-
FA-miR-145, GNS-FSH33 y GNS-FSH33-miR-145 se diluyeron con el mismo
factor de disolucion en agua Milli-Q. Las mediciones se realizaron en

triplicado con aproximadamente 300 repeticiones.
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Los resultados indican que las GNS poseen una carga superficial
negativa de -39 mV de magnitud (figura 19 A). Este valor se correlaciona con
la carga que presentan las moléculas de citrato de sodio debido a la presencia
de grupos oxidrilos en su estructura, los cuales se encuentran estabilizando
el coloide. Al conjugar con polietilenglicol, la carga superficial cambia de
polaridad, registrando un valor neto positivo, de magnitud 18 mV (figura 19
B). Esto se explica debido a que los grupos amina presentes en la molécula
guedarian expuestos hacia el solvente, los cuales se encuentran protonados
debido a que el pH de la solucién es 5, muy por debajo del valor pKa de las

aminas del polietilenglicol (9-10).

Al funcionalizar con FA, el sistema GNS-FA mantiene el valor
positivo, con una magnitud de 20 mV (figura 19 C), esto debiéndose a que la
molécula posee un grupo amina que también otorga carga positiva al sistema.
Cuando el nanosistema se funcionalizé con el péptido FSH33, el valor de
potencial Z también se mantuvo positivo, con una magnitud de 18 mV (figura
19 D). Esto, ya que el péptido FSH33 posee un punto isoeléctrico de 10y a
pH 5 (pH de la suspension) los grupos basicos de su estructura (2 argininas
y 3 lisinas) se encuentran protonados. Cabe hacer notar que los valores
positivos de carga superficial de los sistemas previos a la funcionalizacion
con las moléculas de miRs, son adecuados para la interaccion electrostatica

con los grupos negativos de la doble hebra de miR, lo cual se correlaciona
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con el aumento en el tamafo del nanosistema en las graficas de diametro
hidrodinamico por DLS (Figura 17). Una vez que se incorporan los miRs en
el sistema, se observa un cambio en la magnitud del potencial zeta, el cual
varia desde 20 mV hasta 1,97 mV para el sistema GNS-FA-mIiR y desde 18
mV hasta 3,17 mV para el sistema GNS-FSH33-miR (Figuras 19 E, F y figura
20). Ambos valores de carga son favorables, debido a que al acercarse a la
neutralidad no generarian absorciones inespecificas con proteinas del
plasma o suero, reportadas para nanoparticulas con carga positiva [138].
Ademas, al ser levemente positivos podrian genera contactos con las
membranas celulares promoviendo la interaccion ligando-receptor entre el FA

o FSH33 y sus receptores celulares.
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Figura 19. Cambios en el potencial Z de cada nanosistema. Luego cada modificacion

estructural de adicion molecular, el nanosistema de base presenta carga negativa de -39 mV,
cambiando su carga hasta 2 y 3 mV para GNS-FA-miR145 y GNS-FHS33-miR145,

respectivamente.
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Figura 20. Resumen de los potenciales Z obtenidos para cada nanosistema.

1.4. Estimacioén del recubrimiento de miR-145

1.4.1. Imagenologia de fluorescencia

Debido a que los miRs se encuentran marcados con el fluoréforo
CY5, luego de la reaccion de funcionalizacion con los sistemas GNS-FA y
GNS-FSH33, se procedio a determinar la presencia de fluorescencia en la

dispersion. En la imagen obtenida mediante el equipo In-Vivo FX PRO, se
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aprecia que ambos sistemas (GNS-FA-miR-145 y GNS-FSH33-miR-145)
presentan una disminucion de la fluorescencia con respecto a la misma
concentracion del miR-145 en solucidn. Esto se explica debido a que, luego
de la funcionalizacion, probablemente existen interacciones fisicoquimicas
entre las moléculas del miR (cargadas negativamente) y el nanosistema
GNS-peg-NHz (cargado positivamente), como ha sido descrito para
nanosistemas conjugados con moléculas positivas como cisteamina y su
interacciéon con RNAs [123, 139], por lo tanto, las moléculas de miR se
acumulan en la superficie de la nanoparticula provocando un efecto de
apagamiento de la fluorescencia, posiblemente debido a interacciones del
tipo mr-stacking entre los grupos aromaticos de la molécula fluorescente y la
superficie de la nanoparticula [140]. La acumulacion de moléculas de miR
sobre la superficie de la nanoparticula se correlaciona con el aumento en el
diametro hidrodinamico (figura 18) y el cambio en la carga superficial del
nanosistema (figura 20). Por lo tanto, en primer lugar, este fendmeno indica
gue existe interaccion entre las moléculas del miR y el nanosistema, lo que
es indicativo de que la funcionalizacion se ha llevado a cabo. Ademas, al
cuantificar la intensidad de fluorescencia de los sistemas se obtiene un
apagamiento de un 73% para el sistema GNS-FA-miR-145y un 71% para el
sistema GNS-FSH33-miR-145 o, dicho de otra manera, una intensidad de
fluorescencia de un 27 y un 29%, respectivamente, en relacién con el miR-

145 libre. De esta forma, al ser la intensidad de fluorescencia un fenémeno
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lineal en cuanto al aumento de la concentracion y, al considerar que la
fluorescencia que es emitida por las moléculas del miR corresponde a
aguellas moléculas que se encuentran en estado libre en solucién, es posible
establecer que luego de la funcionalizacion existe un 71 - 73% de union del
mMIR a las nanopatrticulas, lo que corresponde a 18 moléculas de miR-145 por

cada nanoparticula (figura 21).
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Figura 21. Recubrimiento por miR-145. A) Imagen de fluorescencia de los sistemas
funcionalizados con miR-145; B) grafica de cuantificacion de la intensidad de fluorescencia para
cada sistema; C) tabulacién de la intensidad de fluorescencia obtenida y porcentajes de

recubrimiento.
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1.4.2. Cuantificacion de miR-145 por espectroscopia de fluorescencia

Se estim6 la cantidad de miR145 sobre la superficie de la
nanoparticula. Para esto, se realizd6 una curva de calibracion con
concentraciones crecientes de miR145, obteniendo una linealidad
analiticamente adecuada (figura 22 A). Luego de la incubacion de los
nanosistemas GNS-FA y GNS-FSH33 con el miR145, se centrifugd y se
recupero el sobrenadante libre de nanoparticulas, se determind la intensidad
de fluorescencia y se calculé su concentracion utilizando la ecuacién de la
recta de la curva de calibracion. De manera indirecta, por sustraccion
respecto de la cantidad original incubada de miR145 y considerando una
concentracion inicial de nanoesféras de 1 nM, se calculé el nimero de
moléculas de miR145 sobre cada nanoparticula, obteniendo un niamero de
18 moléculas por nanoparticula para cada nanosistema (figura 22 B), lo cual
confirma resultado obtenido en el item 1.4 (figura 21). Es interesante que
tanto el sistema GNS-FA como GNS-FSH33 puedan transportar 18
moléculas de miR, no obstante, probablemente esto se debe a que la carga
superficial de ambos sistemas es muy cercana (20 y 18 mV), por lo que

tendrian capacidades similares de interaccion con los grupos fosfato del miR.

En la literatura se han reportado diversos nanosistemas para el

transporte de moléculas cortas de RNAs interferentes, tal como siRNAs o
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mMiRNAs, sin embargo, en pocos estudios profundizan en cuanto a la
densidad de carga por nanoparticula [123, 141, 142]. En un estudio realizado
por Epanchintseva et al, cuantifican la densidad de siRNA sobre
nanoparticulas de oro de 13 nm, encontrando densidades cercanas a las 100
moléculas por nanoparticula, cuyo numero seria dependiente de la
concentracion de sales presentes en la dispersion, para una metodologia de
unién no-covalente, como en esta tesis [143]. En contraste, en otro trabajo
reportado por Crew et al, se logran densidades de carga entre 10 y 25
moléculas de miRNAs para nanoparticulas de oro de 13 nm de diametro,
utilizando conjugacion covalente mediante la unién de grupos sulfhidrilos de
mMiRNAs modificados [144]. Al realizar un célculo tedrico grueso respecto del
limite de carga de miRNAs por GNS, considerando que el area superficial de
una GNS de aprox. 452 nm? y el area de una molécula de miRNAs es 17,5
nm? (2,5 nm de ancho x 7 nm de largo) [145], obtenemos que, para
nanoparticulas de 12 nm, con una disposicion acostada de las moléculas de
MiRNA sobre su superficie, se llega a un nimero tedrico maximo de 25
moléculas de miRNA por GNS, lo que se correlaciona con el nimero de miRs
por GNS determinado en esta tesis. En cualquier caso, el nimero de
moléculas de miRNA por GNS, dependera de diversos factores, como las
funcionalizaciones previas del nanosistema, su carga superficial, la
metodologia de conjugacién al miRNA, la fuerza i6nica y las proporciones

iniciales de reaccion utilizadas, entre otros.
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Figura 22. Cuantificacion del recubrimiento de miR145. A) Curva de calibracién de diferentes
concentraciones de miR145 con respecto a la fluorescencia del fluor6foro CY5 presente en la
molécula. B) determinacién del recubrimiento del nanosistema por miR45 mediante

determinaciones del sobrenadante.

1.5. Microscopia electréonica de transmisién

Se evidencid por micrografias TEM el tamafio y la morfologia de
todos los sistemas (GNS; GNS-peg-NHz2; GNS-FA; GNS-FA-mMiR145, GNS-
FSH33 y GNS-FSH33-miR145). De las imagenes representativas obtenidas
se extrae que la morfologia de las nanoparticulas obtenidas es del tipo
esferoide para todos los nanosistemas, y los tamafios encontrados son

concordantes con los datos obtenidos desde el analisis de DLS (figura 23).
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Figura 23. Micrografias de TEM para los nanosistemas. Se observa la morfologia de los
sistemas GNS, GNS-peg-NHz, GNS-FA, GNS-FSH33, GNS-FA-miR145 y GNS-FSH33-miR145.

1.6. Microscopia de Fuerza Atomica

Mediante microscopia de fuerza atdmica se determino el tamafio y
altura de los diferentes nanosistemas con respecto al sustrato (mica).
Observamos que existe correlacion en cuanto al grado de funcionalizacion y
el aumento en la altura de sistema, que corresponderia al diametro de
particula. Para las nanoesféras sin funcionalizar, la altura registrada por el
equipo fue de 10 nm; para GNS-peg-NH: se registraron alturas de 12 nm;

para el sistema GNS-FA, 13 nm y para GNS-FSH33 14 nm (figura 24). Lo
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gue concuerda con el aumento en el tamafo de los sistemas conforme a las
mediciones realizadas por DLS. No obstante, la magnitud de los tamafios
determinados no es la misma, ya que se debe considerar que la
determinacion del tamafio mediante AFM corresponde al diametro fisico, en
tanto, la determinacion mediante DLS, corresponde al diametro
hidrodindmico. Ademas, las alturas obtenidas por AFM son determinadas en
una muestra seca, por lo que el componente polimérico u organico que se
encuentra recubriendo la superficie de las nhanoparticulas no se encuentra en
su estado elongado como en una suspension liquida, sino directamente sobre
la superficie de las nanoparticulas de manera superpuesta, lo cual disminuye
el didmetro hidrodinamico determinado por DLS, concordando con lo

encontrado en la literatura [146].
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Figura 24. Micrografias de AFM para los nanosistemas. Se observan las alturas de los
nanosistemas GNS, GNS-peg-NHz, GNS-FA y GNS-FSH33.
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2. Evaluacion in vitro de la selectividad e incorporacion celular de los

nanosistemas

2.1. Viabilidad celular con los nanosistemas sin miR-145

Se realizaron ensayos de viabilidad celular en la linea celular de cancer
cérvico uterino, HelLa, y en las lineas de cancer ovarico A2780 y SKOV3,
exponiendo por 24 horas a una concentracion de 3,2 nM de cada sistema
nanoparticulado (GNS, GNS-peg-NH2, GNS-FA y GNS-FSH33) sin la presencia
del miR145, con el objetivo de evaluar si los nanosistemas que seran
funcionalizados con el miR145 presentan caracteristicas toxicas para las células.
De acuerdo con los resultados obtenidos, no hubo diferencias significativas con
respecto al control, por lo tanto, ningln nanosistema ejercié efectos sobre la
viabilidad celular en las tres lineas evaluadas (figura 25). Debido a la baja
reactividad de las nanoparticulas de oro y su baja toxicidad, estos resultados
entran en concordancia con lo reportado en la literatura, que demuestran que las
GNS obtenidas mediante la metodologia planteada por Turkevich et al.,
presentan reducida toxicidad in vitro incluso en tamafos pequefios como 3,5 nm
0 en altas concentraciones [147-149]. Al funcionalizar la superficie de la GNS, se
modifican las caracteristicas fisicoquimicas del nanosistema, ante esto, se ha
reportado que las conjugaciones con polietilenglicol reducen los efectos toxicos

tanto in vitro como in vivo, debido a la capacidad de disminuir las interacciones
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con otras especies moleculares, como proteinas que pudieran favorecer la
incorporacion celular o con la misma superficie celular [150, 151]. En otros
sistemas nanoparticulados como nanoparticulas de silice, se ha demostrado que
la incorporacion de FA reduce la toxicidad celular tanto in vitro como in vivo, en
comparacion con nanoparticulas funcionalizadas con peg-NH2[152]. De la misma
manera, se ha utilizado el péptido FSH33 para disminuir la citotoxicidad de
formulaciones co-poliméricas de nanoparticulas [153]. Ambas moléculas, FA y
FSH33, interaccionan con los receptores correspondientes en lineas celulares de
cancer ovarico, demostrandose su utilidad en la entrega de farmacos hacia
células ovaricas [154, 155], por lo tanto aumentarian la captacion celular de los
nanosistemas, no obstante, los resultados obtenidos no demuestran efectos en

la viabilidad celular.
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Figura 25. Ensayo de viabilidad celular realizado en células HeLA, A2780 y SKOV3. Se
utilizé el método colorimétrico MTS. Los resultados fueron obtenidos en triplicado con un n = 10.

Barras de error: desviacion estandar.
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2.2. Selectividad celular de los nanosistemas sin miR145

Se evalud la capacidad de los nanosistemas funcionalizados con acido
félico y con el péptido FSH33 de interactuar de manera selectiva con células de
cancer de ovario, para esto se determiné la presencia de nanoparticulas de oro
en las lineas celulares HelLa, A2780 y SKOV3 luego de su incubacion por 24
horas. El pardmetro de medicion se establecié como incorporacion celular, por
medio de espectrofotometria, debido a que la metodologia empleada para este
ensayo no permite establecer si los nanosistemas se encuentran dentro de la

célula o en el confinamiento de la membrana celular.

Luego de ser incubados los nanosistemas a una concentracion de 3,2 nM,
se observé que, en células Hela, estos presentan una baja incorporacion, con
porcentajes cercanos al 1% de la concentracion incubada. No obstante, tanto en
células A2780 como en SKOV3, observamos que para todos los sistemas
evaluados existe un aumento significativo en la incorporacion. En la linea celular
A2780, el sistema GNS-FA aumento 3,9 veces, mientras el sistema GNS-FSH33
lo hizo en 7,2 veces, respecto de lo detectado para la linea celular Hela.
Asimismo, en la linea SKOV3 los sistemas GNS-FA y GNS-FSH33 aumentaron
Su incorporacion en 5,6 y 9,7 veces, respectivamente (figura 26). Estos
resultados se explican debido al posible reconocimiento de los receptores para

cada molécula de direccionamiento presente en ambos nanosistemas (FA o
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FSH33) en donde se destaca la mayor incorporacion del nanosistema conjugado

con el péptido FSH33.

Las células del ovario son las Unicas que presentan receptores de
membrana para la molécula FSH [108]; estos receptores se encuentran
sobreexpresados en cancer de ovario [109], al igual que el receptor para FA [105]
y en las lineas celulares A2780 y SKOV3 [110, 156, 157]. Por lo tanto, existe una
correlacion positiva entre la presencia de estos receptores y la incorporacion
estos nanosistemas en las lineas celulares de cancer de ovario, tal como se ha

reportado para nanosistemas conjugados FA o FSH en otros estudios [154, 155].

La incorporacion celular es de alta relevancia para obtener un
direccionamiento selectivo de la carga de miR-145 hacia las células de cancer
ovarico para hacer mas eficiente su entrega y por lo tanto el efecto molecular

producido.

A partir de estos resultados se selecciond para los experimentos
posteriores, el nanosistema GNS-FSH33 para cargar el miR-145 y ser utilizado
como nanoterapia, debido a que éste evidencid la mayor incorporacion celular en

las sin afectar la viabilidad celular.
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Figura 26. Evaluacion de la selectividad celular de los nanosistemas mediante el
porcentaje de incorporacién celular. Se evalu6 mediante la absorbancia de la banda
plasmonica correspondiente a los sistemas de GNS, en el sobrenadante de los cultivos de células
Hela, A2780 y SKOV3, estudiados luego de 24 horas de exposicion a concentracion 3.2 nM. Los
datos fueron obtenidos en triplicado; n = 3; barras de error = desviacién estandar.

2.3. Internalizacion de la nanoterapia en células ovaricas

Se denominara en adelante al nanosistema GNS-FSH33-miR145 como
“nanoterapia”, la quimioterapia convencional como “quimioterapia”y la exposicion

a ambos tratamientos como “nanoquimioterapia”.

Se evalué la internalizacién celular de la nanoterapia, cuantificando oro
atomico en células tratadas, mediante espectroscopia de emision atomica. Para
esto se incubaron células A2780 en placas de 6 pocillos por 3y 24 h con medio
DMEM/SFB 10% como control, miR-145 25 nM, GNS-peg-NHz 1 nM como
nanosistema control, nanoterapia 1 nM, quimioterapia y nanoquimioterapia. A

cada tiempo final, las células fueron lavadas con PBS y se llevd a cabo la
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digestion de las nanoparticulas internalizadas, directamente en el pocillo,
agregando 500 pL de HNOs por 15 min, posteriormente incubando a 70° C por
30 min y finalmente incubando por 48h a temperatura ambiente. Para determinar
la concentracién de oro para cada tratamiento, se realiz6 una curva de calibraciéon
con patrones de concentracion conocida (figura 27 A). Luego, cada muestra se
diluyé hasta llegar a una concentracion de 2% de HNOs y se procedi6 a la

determinacion de concentracion de oro.

Los resultados obtenidos dan cuenta de que las células tratadas con
nanoparticulas (nanosistema control, nanoterapia y nanoquimioterapia)
presentaron concentraciones de oro significativamente mayor al control sin tratar,
indicando que las GNS fueron internalizadas en las células tratadas. Luego de 3
h de exposicidén a la nanoterapia, las células presentaron una concentracién de
0,4 ppm de oro, mientras que al comparar la incorporaciéon de la nanoterapia con
el nanosistema control GNS-peg-NHz, se evidencia que la nanoterapia se
internalizé 3 veces mas, por lo tanto, siendo mas selectiva. Esto se explica debido
a la estructura molecular de cada sistema, el sistema GNS-peg-NH2 presenta una
amina primaria en su extremo, de carga positiva de 18 mV (Figura 19 B) que
favorece la entrada a las células por interaccion electrostatica con las cargas
negativas de los grupos fosfato presente en los fosfolipidos de la membrana
celular, mostrando en consecuencia una concentracion de 0,13 ppm en las

células, en tanto, la nanoterapia presenta carga neta cercana a la neutralidad, de
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3 mV (figura 19 F), en comparacion con el sistema GNS-peg-NHz2, esta carga no
favorece el ingreso celular mediante interaccion electrostatica, sin embargo, la
mayor concentracion encontrada en las células se debe a que la nanoterapia
presenta en su extremo el ligando FSH33, que reconoce al receptor de FSH
sobreexpresado en A2780, facilitando el ingreso hacia la célula posiblemente
mediante endocitosis mediada por receptor, como se ha reportado previamente
[105]. En cuanto a la incubacién con nanoquimioterapia, se obtuvo que la
guimioterapia no desfavorecid la incorporacion celular de la nanoterapia,
obteniendo una concentracion de oro comparable, haciendo viable la

administracion de las terapias en conjunto.

Luego de 24 h de exposicion, la concentracion de oro disminuy6 en cerca
de la mitad para todos los tratamientos con nanoparticulas. Esto puede deberse
a que las nanoparticulas internalizadas estan siendo expulsadas de la célula
mediante mecanismos de excrecion celular, tales como exocitosis, difusion o
secrecion mediante vesiculas extracelular [158, 159]. Asi, la internalizacién de la
nanoterapia en las células es rapida, obteniendo un tiempo de mayor
incorporacion a las 3 h de exposicion a los nanosistemas, de acuerdo con los
tiempos evaluados (figura 27). Esto se condice con lo reportado en la literatura,
en donde se ha estudiado que la internalizacién y trafico del receptor de FSH,
sigue un modelo de endocitosis mediado por clatrinas [160], que puede ser el

camino utilizado para la ingreso de la nanoterapia a la célula, lo que se
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correlaciona ademas con los tiempos de internalizacion alcanzados para

nanoparticulas de <200 nm, estimado en 30 minutos, siguiendo una ruta de

endocitosis clatrina-dependiente [137].
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Figura 27. Cuantificacion de la incorporacion celular de la nanoterapia. A) Curva de

calibracion de oro atomico. B) Cuantificacion de oro en células A2780 a las 3 y 24h. Los datos

fueron obtenidos en triplicado; n = 3; barras de error = desviacion estandar.
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2.4. Cuantificacion del miR-145 en células tratadas con nanoterapia

Para evaluar la transfeccion del miR entregado mediante nanoterapia, se
cuantifico el miR-145 en células A2780 luego de 0, 3 y 24 horas de incubacion,
mediante qRT-PCR utilizando partidores especificos para el miR-145 vy
normalizando con el RNA nuclear RNUG6. Los tratamientos efectuados fueron
nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, control sin tratar, para evaluar el
nivel basal de expresiéon de miR-145, control con incubacién de miR-145 sin
agente de transfeccion, para evaluar el efecto en un contexto similar al in vivo,
en donde no es posible la utilizacion de agentes de transfeccion tradicionales

como lipofectamina o similares debido su toxicidad y amplia distribucion.

Los resultados indican que los niveles de miR145 para el control sin tratar
entre 0 y 3 h no fueron significativamente diferentes (resultado no mostrado). En
tanto, luego de 3 h de exposicion de las células al nanosistema, el nivel de miR-
145 en células tratadas con nanoterapia y con nanoguimioterapia fue hasta 20
veces mayor, en comparacion con las células tratadas con el miR-145 libre o con
el control de células no tratadas. En tanto, luego de 24 horas de incubacion, la
presencia de miR-145 en las células tratadas con nanoterapia fue de 2,3 veces
mayor en comparacion con el control y, para las células tratadas con
nanoquimioterapia de 6,1 veces mayor. En ambos tiempos (3 y 24 h), no hubo

diferencias significativas entre los tratamientos nanoterapia y nanoquimioterapia
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respecto de los niveles de miR-145 (figura 28), lo que indica que la quimioterapia
administrada en conjunto con la nanoterapia no interfiere en el mecanismo de

ingreso celular de esta ultima, pudiendo potenciar o sumar los efectos celulares.

Es asi como, los resultados obtenidos dan cuenta de que la nanoterapia
es efectiva para vehiculizar el miR-145 hacia el interior de la célula,
encontrandose estos miRs disponibles para su cuantificacion. A su vez, la
incorporacion celular del miR-145 transportado por la nanoterapia sucede a
intervalos cortos de tiempo, obteniendo que a las a las 3 h de incubacion se
cuantificaron los mayores niveles de miR-145 celular en los tiempos evaluados
(figura 28), lo cual se encuentra en linea con el mayor nivel de oro intracelular
cuantificado a este tiempo, aseverando la incorporacién celular de la nanoterapia

en tiempos acotados (figura 27).

La disminucion en los niveles de miR-145 luego de 24 horas de incubacion
pueden ser producto de procesos de degradacion enzimatica del miR al interior
de las células, mediante modificaciones en los extremos 3’ por adicidon o remocién
de nucledtidos [161, 162]. Asimismo, se han demostrado mecanismos de
degradacion target-dependientes, mediados por la interaccion del miRNA con sus
MRNA targets, en especifico para el caso de los mRNA targets con alto grado de
complementariedad con los miRNAs, se ha observado que promueve

potentemente su degradacién mediante el corte en su estructura por la enzima
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AGO2 [163-165]. En un estudio realizado por Marzy et al, se evidencio que
existen diversas dinamicas de degradacion de miRNAs con tiempos de vida
media (T%2) de 24h o incluso menor, obteniendo T% de entre 4 — 14h, lo que

puede explicar la disminucion en los niveles del miR145 hasta las 24 h de

incubacion.
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Figura 28. Cuantificacion de miR145 en células tratadas con la nanoterapia. Niveles
normalizados de miR-145 en células tratadas con miR-145 libre, nanoterapia, quimioterapia y
nanoquimioterapia, evaluado a las 3 y 24h, graficas izquierda y derecha, respectivamente.

*=p>0,05 con respecto del control miR-145; n = 4; barras de error = desviacidn estandar.

3. Evaluacion vitro de los efectos celulares y moleculares de la

nanoterapia

3.1. Viabilidad celular
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Se evaluo la viabilidad celular en las lineas de cancer ovarico A2780 y
SKOV3 mediante los ensayos de MTS y exclusion molecular con azul de tripan.
Con el objetivo de evidenciar posibles efectos citotoxicos agudos de corto tiempo,
las células se incubaron por 3 horas con los tratamientos de nanoterapia y
nanosistemas controles. Esto, ya que en este tiempo cuantifico el mayor ingreso
celular de la nanoterapia (figuras 27 y 28). Los resultados indican que para ambas
lineas celulares los tratamientos incubados no ejercieron efectos en la viabilidad
celular, para ambos métodos ensayados (figura 29). La mayoria de los ensayos
de viabilidad se evallan en largos periodos de exposicion, normalmente desde
las 24h en adelante, sin embargo, debido a la naturaleza de los nanosistemas,
es posible detectar efectos importantes si los nanosistemas logran ingresar a las
células en el corto tiempo de incubacion, como ha sido reportado anteriormente
[166, 167]. Los resultados obtenidos son contrastantes respecto de los tiempos
de mayor ingreso a las células de la nanoterapia, lo que puede sugerir, que la
mera incorporacion de los nanosistemas al interior de las células no genera
alteraciones en la viabilidad celular y los mecanismos de citotoxicidad aun no
reflejan sus efectos. Esto debido a que probablemente los sistemas moleculares,
tanto para la quimioterapia, como aquellos de inhibicion de RNA mensajeros, por
parte del miR145, estan siendo activados y aun no ejercen un efecto celular
detectable a las 3 horas de incubacion. Por lo que se hace necesario evaluar los
efectos a tiempos mayores. En otros estudios, en contraste, se ha demostrado

gue el ingreso de nanoparticulas de oro hacia las células puede provocar efectos
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toxicos dependiendo de su concentracion y ac

efectos como la generacion de radicales libres que

umulacién [168], generando

conllevan hasta la apoptosis,

en conjunto con otros mecanismos moleculares [150], los que de todos modos,

son dependientes de las caracteristicas fisicoqui
[169].
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Figura 29. Viabilidad celular en las lineas de cancer ovarico A2780 y SKOV3. Mediante el

ensayo de MTS se determind la viabilidad celular luego

3 horas de exposiciébn a los

nanosistemas. Todos los datos fueron obtenidos con un n=3 al menos en triplicado, barras de

error = desviacion estandar. n.s.= no significativo.
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3.2. Proliferacion celular

Se evalud el efecto de la nanoterapia sobre la proliferacion celular de
células de las lineas A2780 y SKOV3, luego de 24, 48 y 72 h de incubacion,
determinando por el ensayo MTS. La utilizacion de este ensayo ha sido de
discusion para determinar proliferacion, ya que puede presentar algunos
interferentes debido a la medicion indirecta del niamero celular y la dependencia
de la colorimetria, la cual, en diversos contextos puede verse alterada, como por
ejemplo por la presencia de nanoparticulas que ejerzan efectos cataliticos,
emitan o absorban luz y aumenten o disminuyan la reaccidén colorimétrica o
tratamientos que bajo estimen los efectos antiproliferativos [170, 171]. No
obstante, con los controles adecuados, las bajas concentraciones incubadas y
los resultados de los ensayos de viabilidad previos, estos efectos pueden ser
baipaseados. Asi, en los tiempos evaluados mediante este método, es posible
determinar los efectos sobre la proliferacion, debido a que ya han sucedido varios
ciclos de divisién celular, presentando un aumento exponencial del valor de
absorcion de formazéan, por lo tanto, mayor niumero de células viables a cada
tiempo. Al analizar los efectos de la nanoterapia luego de 24h de incubacion, se
observd una disminucion inicial de la viabilidad celular, al comparar con el tiempo
de 3 h, lo cual sugiere un efecto citotoxico inicial provocado por la nanoterapia,
guimioterapia y nanoquimioterapia, con un 8, 58 y 67% en la reduccion de la

viabilidad para la linea A2780 y un 12, 54 y 62% de reduccién para la linea
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SKOV3, respectivamente. A su vez, se observa que a las 24 h la proliferacion
celular con respecto a los controles sin tratar, miR145 sin agente de transfeccion,
nanosistema sin MIRNA (GNS-FSH33) y nanosistema con miRNA scramble
(GNS-FHS33-SC), se ve reducida en un 23% para ambas lineas celulares. La
quimioterapia respondié a una disminucién de un 63%, y a su vez, al exponer a
las células a ambos tratamientos en conjunto, la proliferacién se redujo hasta en

un 70% sin diferencias significativas entre ambos tratamientos.

Al comparar los efectos en la proliferacion celular en el tiempo, se
observd una significativa disminucion de ésta en las células tratadas con
nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, tanto a las 48 como a las 72
horas (figura 30). Luego de 48 horas se observé un efecto claro en la proliferacién
celular, con una disminucién frente a la exposicion a la nhanoterapia de 48 y 55%
para las lineas A2780 y SKOV3, respectivamente. En cuanto a la quimioterapia,
la disminucion fue de un 76% y la nanoquimioterapia en un 83% para ambas
lineas celulares, mostrando diferencias significativas. Asimismo, al evaluar el
efecto a las 72 horas, la nanoterapia disminuye la proliferacion hasta un 76 y un
69%, la quimioterapia lo hace hasta un 92 y 89% y el tratamiento conjunto hasta

un 96 y 94%, respectivamente para A2780 y SKOV3 (figura 30).

Ante esto, los resultados indican que, a tiempos superiores a 3 horas

de incubacion con la nanoterapia, ésta ejerce efectos celulares, disminuyendo la
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viabilidad celular en una primera instancia hasta las 24 h y luego de haber
sucedido ciclos replicativos, actia como un inhibidor de la proliferacién celular,
provocando un efecto citostatico permanente en ambas lineas celulares. Esto se
explica debido a que, como se obtuvo en los experimentos anteriores, el
nanosistema hace ingreso a las células en 3 horas, sin presentar efectos en la
viabilidad, no obstante, la carga de miRNA que probablemente es liberada luego
de este tiempo, comienza a ejercer efectos celulares posteriores a las 3 horas,

como fue obtenido para 24, 48y 72 h.

El miR-145 regula negativamente la proliferacion celular, como se ha
demostrado ampliamente en la literatura, ejerce su efecto inhibitorio mediante la
accion en diversos blancos moleculares, tal como mensajeros de proteinas y
enzimas de la via de las MAP-kinasas como p38, ERK, el receptor IRS1,
inhibiendo la via de sefalizacion MARK/ERK [172], a su vez, se ha demostrado
la inhibicién de la via de sefalizaciéon PISK/AKT, mediante la regulacion directa

de NRAS [173].
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Figura 30. Efectos en la proliferacion celular en la linea de cancer ovarico epitelial A2780.
Mediante el ensayo de MTS se determiné la absorbancia celular luego de 24, 48 y 72 horas de
exposicién a los nanosistemas. Todos los datos fueron obtenidos con un n=3 al menos en

triplicado, barras de error = desviacion estandar. n.s.= no significativo; *: p<0,05.

3.3. Evaluacion de la formacion de clones tumorales

Se evalué la capacidad de células A2780 luego de la exposicion al
nanosistema GNS-FSH33-miR145 de producir progenie en condiciones
independiente de anclaje en una matriz de soft agar en un contexto de tres
dimensiones (3D), lo cual es considerado un parametro de correlacion de
tumorigenicidad in vivo dependiente de células madre oncogénicas. Luego de 2

semanas, se contd el numero de clones formados a partir de 7000 células
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sembradas, observando que la nanoterapia reduce significativamente, de 27 para
el control no tratado a 7, es decir una reduccion de un 74%. Este resultado es
estadisticamente significativo respecto de los controles (GNS-FSH33, GNS-
FSH33-SC). En este ensayo, observamos que el miR145 libre ejerce un efecto
sobre la formacion de clones, no obstante, este efecto es significativamente
mayor cuando el miR se encuentra vehiculizado en nanoparticulas. Es
interesante apreciar que el efecto de la quimioterapia no es distinto al ejercido
por la nanoterapia, en tanto, cuando se exponen ambas terapias en conjunto, el
efecto aumenta hasta un 87% de disminucion de clones formados. Esto indica
gue el nanosistema GNS-FSH33-miR145 tiene un efecto importante, mostrando
un efecto de reduccion en el crecimiento independiente de anclaje, actuando
como agente Unico o en combinacién con la quimioterapia convencional,

pudiendo disminuir la tumorigenicidad (figura 31).

Kim et al observd que la expresion exdgena del miR145 inhibe el
crecimiento independiente de anclaje, en ensayos de clonogenicidad, y lo asocia
a una induccién del proceso de autofagia debido al aumento en la expresion del
marcador de autofagia LC3 | y Il [174]. Algunos autores, en tanto, han
correlacionado la inhibicion del mensajero de la glicoproteina transmembrana
MUC13 por el miR145, con una disminucién en el crecimiento independiente de
anclaje, debido a que la proteina MUC13 ejerce un rol importante en la adhesién

celular y se ha observado que su inhibicién, al sobreexpresar miR145, disminuye
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significativamente la proliferacion, crecimiento en ensayos clonogénicos y
aumenta la movilidad celular inhibiendo los contactos célula-célula y célula-

sustrato [175, 176]

Estos resultados van en linea con el efecto antiproliferativo encontrado
en cultivo en 2 dimensiones (2D), pero en una conformacion tridimensional, la
cual aporta un contexto molecular mas similar a un escenario tumoral real,
entregando informacién valiosa en el sentido de la proyeccién de la nanoterapia
como tratamiento, debido a que se ha observado que los resultados de
tratamientos anticancerigenos candidatos evaluados in vitro mediante cultivos
celulares en 3D, poseen mejor probabilidad de efectividad en estudios in vivo, en

comparacion con los resultados obtenidos de evaluaciones in vitro en 2D [177].
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Figura 31. Evaluacion de formacion de clones tumorales de la linea A2780. formacion de
clones a los 14 dias con una sola dosis de cada nanosistema. Los resultados son el promedio de

4 ensayos independientes, n.s. = no significativo; * = p<0,05; ** = p>0,01

3.4. Evaluacién de la migracién celular

Se evaluo la capacidad de células de cancer ovarico SKOV3 de migrar
luego de la exposicion por 24 h al nanosistema GNS-FSH33-miR145 mediante el
método de wound healing cuyos movimientos imitan los patrones de migracion
de ciertos tipos celulares como los tejidos epiteliales, mediante la activacién de
la transicion epitelio mesénquima para el cierre de lesiones tisulares. Luego de
la incubacion con los nanosistemas, se realiz6 una herida en medio de cada
pocillo de una placa de 96 pocillos con una punta de micropipeta, se lavé con
PBS de los restos celulares y los tratamientos, luego se agreg6é medio de cultivo
nuevo, dejando cerrar la herida hasta 21h, registrando mediante fotografias en

un microscopio éptico.

Los resultados indicaron que el miR145 libre no ejercio efectos en la
migracion celular dependiente de transicion epitelio mesénquima,
comportandose igual que el control no tratado. En cuanto a la nanoterapia, se
observo un efecto a las 8 h de tiempo de cierre de herida, con un 10% menos de

recuperacion, observando que a las 21 h la herida no logré cerrar completamente,
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llegando a un 85% de recuperacion. La quimioterapia logré un porcentaje de
recuperacion a las 21 h de un 40%, en tanto, el efecto de la exposicion a ambas

terapias logré una recuperacion de tan solo un 21% (figura 32).

Varios autores han reportado el efecto del miR145 sobre la migracion
celular y su relacion con blancos moleculares especificos [178-180]. Cioce et al,
encontré que la expresion exdgena de miR145 reduce los niveles del factor de
transcripcion OCT4, relacionado con la autorrenovacion de células madre, que
regula directamente el gen de la proteina ZEB1, relacionada con la transicion
epitelio mesénquima, provocando un efecto pro-senescente en las células
tumorales evaluadas [178]. Por otra parte, Hua et al demostré que el miR145
tiene como targets directos a los oncogenes CCND2, involucrados en la
progresion del ciclo celular, y E2F3, factor de transcripcion relacionado con la
proliferacion celular, evidenciando efectos en la migracion, invasion y crecimiento
celular mediante la transfeccién de miR145 mediante nanoparticulas magnéticas
en células de cancer ovarico [181]. Los resultados de disminucién de la migracién
en esta tesis, se correlacionan con lo reportado en la literatura, validando el

transporte del miR145 mediante nanoparticulas de oro.
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Figura 32. Evaluacion de la migracién celular mediante el ensayo de recuperacion de
herida. Se evalué el cierre de la herida a las 8 horas y hasta las 21 horas. Los ensayos fueron
realizados en triplicado con un n=6, ** = p<0,01.

3.5. Liberacién de VEGF

Las células de cancer ovarico secretan al medio factores de proliferacion

vascular como VEGF, por lo tanto, la inhibicién de su traduccién tiene un efecto

119



directo en la proliferacion de células endoteliales y formacion de novo de vasos
sanguineos. Se ha reportado que el miR145 es inhibidor de la traduccion del

mensajero de VEGF, disminuyendo sus niveles intracelulares y secretados.

Para evaluar el efecto de la incorporacién de la nanoterapia en la liberacion
del factor angiogénico VEGF, se realiz6 un inmunoensayo ELISA a medios de
cultivo obtenidos de células A2780 incubadas con nanoterapia por 0, 3y 15 h.
Los resultados indicaron que, a las 3 h de incubacién, no existieron diferencias
significativas en la liberacién de VEGF entre los tratamientos. No obstante, a las
15 h de incubacién, los medios de cultivo provenientes desde células tratadas
con nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia presentaron niveles
significativamente menores de VEGF respecto de los controles sin tratamiento y
miR145. El tratamiento con nanoterapia provoco una liberacion de VEGF de un
25% menos, en comparacion con el control tratado con miR145 sin agente de
transfeccion. En tanto, la nanoquimioterapia disminuy6 en un 36% la liberacion
de VEGF vy la quimioterapia un 45% (figura 33). Este efecto, se obtuvo luego de
3 h de incubacién, lo cual se correlaciona con los tiempos de ingreso de la
nanoterapia a las células, teniendo un efecto molecular, en este caso la liberaciéon

de VEGF, al menos desde 15 h de incubacién.

Estos resultados podrian correlacionarse con lo reportado en la literatura,

en donde se ha encontrado, por ejemplo, que las vias de sefalizacion
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dependientes del factor IGF-1 (insuline-like growth factor 1), IRS1 (insuline
receptor substrate 1) y Ras, que estan fuertemente involucradas en la expresion
del factor VEGF, se encuentran reguladas directamente por el miR145 [182, 183].
Xu et al, demostro que el miR145 inhibe la expresidon post-transcripcional de la
proteina p70S6K1, que es un regulador rio arriba de factores relevantes en la
angiogénesis, como HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) y VEGF, los cuales
disminuyen sus niveles cuando el miR145 es sobreexpresado tanto in vitro como
in vivo [184]. En esta misma linea, se ha reportado que ademas el miR145 tiene
como target directo al mensajero de VEGF, hibridando parcialmente en el
extremo 3’ e inhibiendo su traduccion [185]. Por lo tanto, la disminucion en los
niveles de VEGF en el medio de células A2780 incubadas con nanoterapia se
condicen con los mecanismos inhibitorios del miR145 reportados en la literatura

para VEGF.
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Figura 33. Liberacion de VEGF en células A2780 incubadas con nanoterapia. Se incubaron
células A2780 con nanoterapia y se cuantifico en el medio de cultivo la presencia de VEGF
mediante inmunoensayo, luego de 0, 3 y 15 horas de exposicion. Todos los datos fueron
obtenidos con un n=3 al menos en triplicado, barras de error: desviaciéon estandar. n.s.: no
significativo; *: p<0,05 respecto del control con miR145 libre.

3.6. Proliferacion de células endoteliales EA.hy926 por efecto de VEGF en

medios de cultivos de células A2780 incubadas con nanoterapia

Se evalué el efecto de medio condicionado proveniente de células de
cancer ovarico de la linea A2780 tratadas con nanoterapia, quimioterapia y
nanoquimioterapia, en la proliferacion de células endoteliales EA.hy926,

mediante el método colorimétrico MTS, luego de 48 h de incubacion.
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Los resultados indican que las células endoteliales incubadas con los
medios provenientes de células de cancer de ovario A2780, tratadas con con
nanoterapia, redujeron la proliferacion en 31%, quimioterapia en un 35% y la
nanoquimioterapia en un 61%, en tanto, el medio proveniente del tratamiento con
miR145, no tuvo efectos en la disminucidon de la proliferacion de las células
endoteliales (figura 34). Estos resultados, se correlacionan directamente con los
niveles cuantificados de VEGF en los medios de células A2780 tratados con
nanoterapia (figura 33), resultando en menor proliferacion en células endoteliales
gue fueron incubadas con medios de cultivo con menores niveles de VEGF, como
aguellos provenientes de células tratadas con nanoterapia 0 hanoquimioterapia,
en comparacion con aquellos provenientes de los controles, que no provocaron
efectos inhibitorios en la proliferacidon de células endoteliales. En linea con estos
resultados, se ha demostrado por Cho et al que, tanto VEGF-A como N-RAS son
targets directos del miR145, observando que al sobreexpresar el miR145, los
niveles de VEGF disminuyen, provocando importantes efectos inhibitorios en la

angiogénesis evaluada tanto in vitro como in vivo [186].
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Figura 34. Evaluacion de la proliferacion celular con medio condicionado de células A2780.
Todos los datos fueron obtenidos en triplicado con un n = 8, barras de error: desviacion estandar.
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

3.7. Evaluacion de los efectos en esferoides tumorales

Para evaluar los efectos de la nanoterapia en un contexto celular
tridimensional tumoral, se formaron esferoides tumorales soélidos individuales, de
la linea SKOV3 en placas de 96 pocillos, mediante el método liquid overlay
technique (LOT), que consiste en la agrupacién espontanea de células tumorales
en una superficie antiadherente con fondo céncavo para obtener la formacién de
un esferoide por pocillo, los cuales se pueden evaluar individualmente como un

microtumor [187].
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Al sexto dia de incubacion a partir de 7000 células individuales, se
obtuvieron esferoides homogéneos de aprox. 265 mm? de area y 500 um de
diametro (figura 35), en donde se observd, mediante microscopia Optica, un
centro denso, correspondiente con una estructura tridimensional (figura 35 B).
Los esferoides formados se expusieron a tratamientos con hanoterapia,
guimioterapia y nanoquimioterapia, se observdé su morfologia y se midié su
tamafo y area diariamente. Al quinto dia de exposicion a los tratamientos, se hizo
la dltima medicion y se procedi6 a realizar los ensayos de viabilidad mediante el
método colorimétrico de MTS, el ensayo de muerte celular mediante la liberacién

de LDH y el ensayo Anexina V/ioduro de propidio en esferoides intactos.

A SKOV3 spheroid 6 days growing B
300000+

2500004

Figura 35. Crecimiento de esferoides de la linea SKOV3 hasta el dia 6. A) Gréfico de la
medicién del area de esferoides seleccionados al azar para cada tratamiento, barras de error =

desviacion estandar, duplicado, n=12, B) esferoide representativo al dia 6 de crecimiento.
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Los resultados muestran que los esferoides sin tratar disminuyeron su

area y diametro hasta el dia 2, en donde el proceso de compactacion se detuvo,

manteniendo su tamafo hasta el dia 5. En tanto, los esferoides tratados con

mMiR145, nanoterapia, quimioterapia y nanoquimioterapia, redujeron su tamafo y

area constantemente hasta el dia 5, en comparacion con el control sin tratar

(figura 36).
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Figura 36. Curvas de disminucion de tamafio de esferoides de la linea SKOV3 tratados

hasta el dia 5. A) grafico de la medicion del area y B) gréafico de la medicion del diametro. barras

de error = desviacion estandar, duplicado, n=12, *: p<0,05.
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Al tercer dia de tratamiento se observan efectos significativos en la
disminucioén del area (figura 36 A, figura 37), en tanto, al quinto dia de exposicién,
se observa en la imagen de microscopia 6ptica una disminucion considerable del
tamafo de los esferoides tratados, siguiendo al mismo esferoide, representativo

de un total de 12 (figura 37 A).

En cuanto a la cuantificacién de area, el tratamiento con miR145 redujo
en un 33% el area de los esferoides, la nanoterapia un 41%, quimioterapia 43%
y la exposicion conjunta un 46% todos significativamente distintos del control sin
tratar, no obstante, sin diferencias significativas entre ellos (figura 37 B).
Asimismo, el diametro de los esferoides disminuyé de 490 a 392 um para la
nanoterapia, que presentd la mayor disminucion en el diametro, sin ser

significativamente distinto del resto de los tratamientos (figura 37 C).

Es de esta manera, que podemos evidenciar que, los tratamientos con
mMiR, nanoterapia, quimioterapia convencional y la exposicién a ambas terapias,
tuvieron un efecto directo en la disminucién del tamafio y area de los esferoides
tumorales formados, probablemente mediado por mecanismos especificos de

toxicidad en las células de los esferoides.
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Figura 37. Efectos de la nanoterapia sobre el tamafio y area de esferoides tumorales de la
linea SKOV3. A) imagenes de microscopia 6ptica del curso temporal de los tratamientos, B)
determinacion del area de los esferoides al quinto dia, C) determinacion del diametro de los
esferoides al quinto dia. Experimentos realizados en duplicado, con un n=12, * = p<0,05; ** =
p<0,01 respecto del control sin tratar.

Para investigar acerca de los mecanismos que la nanoterapia ejerce sobre
la reduccioén del tamafio de los esferoides tumorales, se realizaron ensayos de
viabilidad celular, dafio celular y muerte por apoptosis, directamente en los

esferoides incubados.
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Al evaluar la viabilidad celular en los esferoides intactos, los resultados
demuestran que, tanto el miR145 libre, como la nanoterapia disminuyeron la
viabilidad en un 40%, en comparacion con el control sin tratar, la quimioterapia lo
hizo en un 64%, en tanto, la nanoquimioterapia redujo la viabilidad del esferoide
un 70% manteniendo diferencias significativas respecto de la quimioterapia

(figura 38 A).

El ensayo de permeacion de LDH, demostr6 que el tratamiento con
miR145 provoco una permeacion del 33%, la nanoterapia con una diferencia
significativa respecto del miR145, un 47%, la quimioterapia un 63% y la
nanoquimioterapia un 79%, respecto del control sin tratar, significativamente

mayor que la quimioterapia (figura 38 B).

En sintesis, todos los tratamientos lograron reducir el tamafio de los
esferoides, provocando injuria celular y dafio en la membrana plasmatica. La
nanoterapia provoco reduccién de la viabilidad de manera similar al miR145 libre,
sin embargo, ejercid mayor dafio en la membrana celular. Interesantemente, la
nanoguimioterapia logré un efecto mayor, tanto en la viabilidad como en el dafio
en la membrana plasmatica, en comparacion con la quimioterapia. Estos
resultados son un indicio de mecanismos de muerte celular como necrosis o
apoptosis en estadios tardios, explicando el comportamiento de reduccién de

tamanos en los esferoides tratados.
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Figura 38. Evaluacion de la viabilidad y muerte celular de los esferoides tratados. A) ensayo
de MTS en esferoides intactos, datos en duplicado, n=8; barras de error = desviacion estandar; *
= p<0,05 respecto del control sin tratar; # = p<0,05. B) ensayo de permeacién de LDH, datos en

duplicado, n=12, barras de error = desviacion estandar; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Finalmente, 3 esferoides por condicion fueron aislados en una placa de
96 pocillos de lados opacos y fondo claro e incubados con anexina V (AV) y
ioduro de propidio (IP) y visualizados en un microscopio de fluorescencia. Es
posible apreciar en las imagenes obtenidas y en la cuantificacion de la
fluorescencia, que los esferoides tratados con nanoterapia y nanoquimioterapia
presentaron mayor intensidad de fluorescencia para AV y IP, reflejado en la
mayor intensidad amarilla de la imagen superpuesta, revelando marcas positivas
para AV (+) / IP (+), lo que se correlaciona con muerte celular por apoptosis tardia
0 necrosis inducida por estos tratamientos (figura 39). En el caso del tratamiento

con quimioterapia convencional, se observa que la marca verde es de intensidad
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similar que el control, sin embargo, la marca roja (correspondiente a IP) es
significativamente mayor, es decir AV (-) / IP (+) apreciandose pocas zonas de
color amarillo en la imagen superpuesta, lo que se correlaciona con muerte
celular debido a necrosis. Los resultados para el tratamiento con miR145, en

tanto, no son significativamente distintos que el control sin tratar.
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Figura 40. Evaluacién del mecanismo de muerte celular en esferoides intactos. Ensayo de
tincion con AV y IP. A) imagenes de fluorescencia representativas de esferoides incubados con
AV y IP luego de cada tratamiento. B) cuantificacion de la fluorescencia resultante. Ensayo
realizado en duplicado, n=3; barras de error = desviacion estandar; * = p<0,05 respecto del control

de AV no tratado; # = p<0,05 respecto del control de IP no tratado.
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El ensayo de marcaje con AV / IP ha suscitado controversia en la
literatura, principalmente debido a la ocurrencia de falsos positivos para la marca
de IP. El IP es una molécula impermeable a las membranas celulares que
expresa marca fluorescente roja cuando se logra intercalar en el DNA,
correlacionandose con una sefial de necrosis celular. Asi, cuando la célula se
encuentra viable o en proceso inicial de apoptosis, no exhibe la marca roja
asociada al IP. En etapas de apoptosis temprana, debido a que las membranas
celulares se encuentran integras, solo se observa sefal positiva para AV debido
a la interaccion con la fosfatidilserina translocada, no obstante, en el proceso
temporal de la apoptosis, entre apoptosis temprana y tardia, en ocasiones,
debido a la aparicion permeabilidad en la membrana celular y la abundante
presencia de RNAs en el medio citoplasmatico, se ha reportado marca positiva
debido a la intercalacion del IP con estos RNAs, generando una sefial AV (+) / IP
(+). Este marcaje puede ser tomado como consecuencia del proceso de necrosis,
sin embargo, lo cual puede ser correcto, sin embargo, también puede ser debido
solo a apoptosis tardia debido a marca positiva para Pl de los RNAS
citoplasmaticos como falso positivo [188]. Para poder discriminar los mecanismos
de muerte celular que estan ocurriendo, se hace necesario ubicarse en un
contexto cinético de los efectos celulares, realizando ensayos en distintas
temporalidades para observar la variacion dinamica en las marcas observadas
[189]. Otros autores han sugerido modificaciones en el protocolo AV / IP que

involucran la adicion de RNAsas previo a la incubacién con la posterior fijacion
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de las células en un monocultivo en 2D [190]. No obstante, para indagar mas
profundamente acerca de los mecanismos se hace necesario la realizacion de
ensayos moleculares confirmatorios como la activacion de la cascada de

caspasas, fragmentacion del DNA, entre otros.

Los resultados obtenidos en esferoides se correlacionan con lo obtenido
para cultivos en 2D y se sustentan en lo revisado en la literatura. En cuanto a los
mecanismos de muerte celular, se condicen con lo encontrado por Wang et al
que reportd que el miR-145 puede activar la via de sefalizacion apoptoética
ROCK1/NF-kB, mediante la inhibicidon en la expresion de ROCK?1 inhibiendo el

ciclo celular y llevando a apoptosis [191].

Pocos estudios acerca del rol del miR145 se han llevado a cabo en
esferoides tumorales. Mediante la transfeccion de miR145, se ha observado que,
el miR inhibe la formacion de esferoides en células de cancer de prostata,
aludiendo a la disminucion en la capacidad de auto renovacion de las células
madre cancerigenas, debido a la inhibicion de los marcadores CD133 y CD44,
en conjunto con los factores de transcripcion relacionados a la pluripotencialidad
celular Oct4, c-Myc y Klf4 [192]. Por otra parte, Zhu et al, reportd que la
transfeccion con miR145 en células SW620 de cancer de colon, reducen de forma
importante la formacion de esferoides, proponiendo como blanco el factor de

transcripcion SNAIL, con rol critico en la mantencion de la capacidad de las
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células madre tumorales [193]. En estos estudios, para evaluar los efectos de la
incorporacion del miR se han utilizado agentes tradicionales de transfeccion
como lipofectamina, logrando la incorporacion y aumento en los niveles
intracelulares del miR. Los ensayos de incorporacion realizados sobre
monocultivos de células A2780, evidencian que existe incorporacion celular del
miR145, siendo la nanoterapia efectiva en vehiculizar al miR al interior celular.
Esto entra en correlacidon con estudios en donde se evallua el ingreso de
nanoparticulas en esferoides tumorales. Tchoryk et al, demostr6 que
nanoparticulas modificadas con polietilenglicol pueden penetrar esferoides
tumorales hasta alcanzar su nucleo, lo cual depende del tamafio y las
caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas [194]. Huang et al, demostro
gue ademas de la carga superficial y el tamafio, también afecta la corona de
proteinas formada y la dinamica del fluido en la penetracién de nanoparticulas en
esferoides [195]. Por otra parte, Durymanov et al, mostré que nanoparticulas de
100 nm, las cuales tuvieron la mayor eficacia de captacion en monocultivo,
pudieron penetrar esferoides tumorales, inclusive luego de inhibir procesos de
endocitosis, disminuyendo solo la internalizacion en la periferia del esferoide,
concluyendo que co-existen mecanismos de ingreso como la endocitosis,
transcitosis, transporte transcelular, asi como mecanismos de difusién [196].
Adicionalmente, Wuang et al, reportd la utilizacion de nanoparticulas de silica

mesoporosa para la entrega de un miR y un siRNA en esferoides tumorales,
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logrando penetrar y liberar la carga de iRNAs mediante el uso de activacion por

irradiacion con laser para promover el escape endosomal [197].

La estructura tridimensional nativa de los carcinomas establece un
sinnimero de interacciones importantes para el desarrollo del tumor, tal como
regulaciones autocrinas, paracrinas, regulacién del oxigeno, entre otras, asi
como la expresion diferencial de moléculas de adhesién, contacto celular y
sefalizacion, que pueden modificar el contexto del comportamiento celular.
Procesos que no ocurren o pueden ser significativamente distintos en
comparacion con lo que sucede en monocapas de cultivo celular tradicional. Es
asi como los resultados alentadores obtenidos utilizando estos modelos, muchas
veces no prosperan al ser evaluados en modelos preclinicos. De esta manera, el
modelo de esferoides tumorales se presenta como un estrato intermedio de

complejidad entre los cultivos bidimensionales y los tumores soélidos in vivo.

Los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran en linea con lo

reportado en la literatura, presentado la nanoterapia como una alternativa viable

de evaluar en modelos mas complejos, como los modelos preclinicos.
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Capitulo 4: Conclusiones generales y proyecciones
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V. CONCLUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

Los alcances de la nanotecnologia en las aplicaciones biomédicas son
cada vez mas ambiciosos y a su vez cercanos a un uso real. Desde la utilizaciéon
de nanosistemas para la deteccion eficiente y de alta sensibilidad de marcadores
moleculares de enfermedades [198, 199] hasta sistemas nanométricos para el
transporte eficiente y selectivo de farmacos existentes [200, 201] o de nuevos
agentes moleculares terapéuticos innovadores, como el uso de microRNAs como

terapia de blancos multiples.

El desarrollo de dispositivos nanobiotecnolégicos para la medicina
conlleva el acucioso estudio de sus caracteristicas fisicoquimicas debido a la
compleja y delicada interaccion de la materia en la hanoescala. De esta manera,
se hace indispensable establecer a cabalidad las caracteristicas del nanosistema
en construccion para conformar adecuadamente su estructura final. El
conocimiento adecuado de caracteristicas como el tamafio, diametro
hidrodindmico, carga superficial, morfologia, grado de agregacion, propiedades
Opticas, permiten modular la manipulacion de los nanosistemas hasta lograr la
conformaciéon deseada. Es por ello, que en la parte inicial de este trabajo se
realizd un estudio acabado de las caracteristicas fisicoquimicas en cada paso de
sintesis del nanosistema en construccion, permitiendo obtener un sistema

candidato para ser evaluado en modelos biolégicos in vitro, el cual contdé con un

137



tamafo idoneo para ingresar a los tumores por la via sanguinea mediante la
utilizacion del efecto EPR y tener la capacidad de ingreso mediante endocitosis

a las células tumorales para descargar su contenido terapéutico.

La nanoterapia, como se le denominé al nanosistema final, se conformo
de GNS de 12 nm conjugadas con moléculas de polietilenglicol de 5kDa como
agente espaciador y estabilizante, funcionalizadas con el péptido FSH33 y
moléculas del microRNA mimic miR145. Su conformacion final se determind en
134 nm de diametro, 2 mV de carga superficial, transportando una concentracion
de 18 moléculas de miR145 por nanosistema. En estudios previos se describi6
la utilizacion de sistemas nanoparticulados para el transporte de siRNAs 0 miRs
[141, 144, 202], asi como la utilizaciébn de moléculas de direccionamiento bajo
diversas estrategias [104, 203], no obstante, no se ha descrito un ensamblaje que
involucre al péptido FSH33 como molécula de selectividad celular en conjunto
con el miR145 como molécula terapéutica, asociada a nanoparticulas de oro bajo

la conformacion desarrollada en esta tesis.

La evaluacion in vitro de la nanoterapia como agente terapéutico
candidato, permiti6 conocer las propiedades y efectividad contra modelos de
cancer de ovario en 2D y 3D, dilucidando la capacidad de actuar como agente
terapéutico citotdxico o citostatico y los mecanismos de accién asociados. Estos

resultados permiten auspiciar su posible incorporacion en un protocolo estandar
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para ensayos preclinicos como tratamiento neoadjuvante o adjuvante
concomintante, en conjunto con quimioterapia tradicional con agentes derivados

del platino y paclitaxel, tratamientos de base para el cancer ovarico.

En los estudios realizados en este trabajo, la nanoterapia presento6 efectos
sobre la viabilidad celular a tiempos mayores que 3 horas, observandolos hasta
las 24 horas de incubacién. Luego de este periodo, presento efectos citostaticos
hasta las 72 horas. En contraste, el tratamiento celular concomitante con
carboplatino/paclitaxel + nanoterapia, resulté en un aumento en el efecto sobre
la viabilidad y antiproliferativo a las 48 y 72h, en comparacion con la quimioterapia
por si sola. Resultados similares fueron obtenidos en el ensayo de recuperacipon
de la herida, en donde se observdé que la nanoterapia presenté efectos de
disminuciébn en la migracion celular, no obstante, al ser incubada
concomitantemente con la quimioterapia, el efecto antimigratorio se acrecentd en
un 50% respecto de la quimioterapia. Asimismo, se determiné que la nanoterapia
y nanoquimioterapia disminuyeron la liberacion de VEGF al medio de cultivo y
qgue la reduccidbn en estos niveles se correlacion6 con una disminucién
significativa de la proliferacion de células endoteliales. En sintesis, la nanoterapia
presentd efectos sobre la viabilidad celular y antiproliferativos, manteniendo un
comportamiento citostatico en el tiempo. Provocé disminucién en la migraciéon
celular y liberacién de VEGF. En un contexto in vivo, estos resultados pueden

tener una contribucién importante en disminucion de la formacion de vasos
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sanguineos de novo en las cercanias del tumor, siendo de elevada importancia
para el cancer ovarico, que se caracteriza por poseer una gran capacidad
angiogénica con presencia de alta irrigacion sanguinea. En un entorno en 3D la
nanoterapia ejercié efectos sobre la formacion de clones tumorales, lo cual es
una sefial de reduccién en la tumorigenicidad, en donde en un contexto in vivo
se encuentra asociada a células madre oncogénicas. En linea con estos
resultados, los efectos sobre esferoides tumorales individuales fueron de
reduccion del tamafio y area, lo que se correlacioné con disminucién en la
viabilidad del esferoide, mediante mecanismos como dafio en la membrana e

induccion de la apoptosis celular.

La terapia concomitante con carboplatino/paclitaxel + nanoterapia sostuvo
mejores efectos tanto en monocultivos de células de cancer ovérico, como en
estructuras microtumorales en 3D, obteniendo, en ambos modelos, resultados
alentadores. Esto hace plausible su uso en conjunto con la quimioterapia de base
en una posible evaluacién preclinica. En sumatoria con esto, se ha reportado que
la transfeccion del miR145 sensibiliza células de cancer ovarico al tratamiento
con quimioterapéuticos, mediante la inhibicién directa de los mensajeros de la
kinasa-6 ciclina dependiente (Cdk6) un regulador maestro de a progresion del
ciclo celular y Spl, un factor de transcripcién constitutivamente expresado que
regula genes requeridos para la supervivencia, crecimiento, diferenciacion,

desarrollo y progresién tumoral llevando a un arresto del ciclo celular y
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acumulacion de agentes antineoplasicos [204], por lo que el tratamiento con
nanoterapia a largo plazo, podria tener efectos potenciadores, al ser administrada

concomitantemente con otros agentes quimioterapéuticos.

Los efectos demostrados en un contexto tridimensional entregan
importantes resultados en el sentido de la proyeccién del uso de la nanoterapia,
debido a que el contexto celular y molecular del esferoide es cercano a lo que
ocurre en un tumor in vivo. Las células tumorales crecidas en un contexto
tridimensional presentan similitud histomorfolégica con los tumores, presentando
propiedades de transporte de masas, gradiente de oxigeno y nutrientes
correspondientes a tejidos tumorales in vivo. Debido a la presencia de matriz
extracelular en 3D, presentan interacciones célula-matriz, célula-célula con
autentica patofisiologia y patrones de diferenciacion similares a los tumores
[205]. Se ha observado que la expresion génica resultante en cultivos en 3D es
mas cercana a los perfiles de expresion de tumores in vivo que aquellos
obtenidos en cultivos en 2D, presentando patrones de expresion diferentes para
moléculas de adhesion, sefializacion y crecimiento, entre otras [206, 207].
Ademas, existe una alta probabilidad que farmacos candidatos pierdan su
eficacia en un ambiente patofisioldgico en 3D, ya que las células de esferoides
tumorales in vitro pueden adquirir ciertos tipos de resistencia a la apoptosis
inducida por farmacos, que imitan la quimiorresistencia encontrada en tumores

sélidos [208]. De esta manera, los resultados obtenidos en este trabajo son
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auspiciosos y sientan las bases proseguir de una forma mas dirigida, futuros

estudios en modelos preclinicos de cancer de ovario [209].

Los protocolos de tratamiento para pacientes con cancer de ovario son
variados y van en acuerdo con la etapa de evolucion de la enfermedad, co-
morbilidades, rango etario, etc. [210]. No obstante, la cirugia de citorreduccién
sigue siendo la primera linea de tratamiento, la cual puede ser antecedida por
terapia neoadjuvante para disminuir la masa tumoral hasta niveles de
aceptabilidad adecuados. La terapia neoadjuvante consta de cisplatino o
carboplatino + paclitaxel, en conjunto o no, con terapia dirigida anti-VEGF con el
anticuerpo humanizado Bevacizumab. De cara a posibles estudios pre-clinicos
para la evaluacién in vivo de la nanoterapia, de acuerdo a los resultados
obtenidos en conjunto con la quimioterapia estandar, es probable que pueda
incorporarse en la fase neoadjuvante del tratamiento primario, con el objetivo de
evaluar los efectos en la disminucion del tamafio de tumores ortotopicos
implantados en modelo murino, asi como atacar posibles focos metastaticos
diseminados en el animal de manera mas selectiva. En un protocolo estandar,
posterior a la cirugia, es posible la utilizacion de terapia adjuvante, que sigue
basicamente los mismos lineamientos que la terapia primaria, con cambios de
acuerdo con la patologia del tumor. No obstante, la terapia adjuvante puede ser
sistémica o intraperitoneal. Debido a los resultados de la nanoterapia en la

inhibicion de la formacion de clones tumorales, asi como su efecto en los
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esferoides tumorales, es que se podria proyectar su uso en estas fases del
tratamiento en un modelo in vivo ortotopico. Una de las caracteristicas
importantes y que reflejan alta malignidad en la enfermedad a la hora del
diagnéstico, es la presencia de ascitis en la cavidad peritoneal, lo cual refleja
principalmente diseminacién peritoneal, siendo concordante con bajo prondstico
de vida [211]. La ascitis metastatica estd compuesta por fluido peritoneal que
contiene una serie de factores solubles y celulares que promueven un
microambiente pro-inflamatorio y pro-tumoral. En él se encuentran células
metastaticas derivadas de los tumores asi como esferoides multicelulares, los
cuales son los responsables de colonizar sitios distantes y promover la
metastasis tumoral [212]. Es asi, que la nanoterapia pudiese ser estudiada en el
contexto de protocolos de terapia intraperitoneales in vivo, en donde pueda
ejercer accion antitumoral directamente sobre los esferoides tumorales
circundantes en el liquido ascitico. Del mismo modo, evaluaciones in vivo de la
administracion de nanoterapia adjuvante, concomitante con quimioterapia, de
manera intravascular, podria ejercer efectos citostaticos, antiproliferativos y
proapoptoéticos, tanto en las células tumorales remanentes del tumor primario,
como de células tumorales metastéticas distantes, en el caso de una evaluacion
intravascular luego de citorreduccion in vivo. Adicionalmente, ciertos protocolos
para el tratamiento de cancer ovarico plantean la utilizacion de olaparib, niraparib
o rucaparib, inhibidores de la poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), como terapia

neoadjuvante o adjuvante en ciertos casos en que los tumores posean
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alteraciones en la via de reparacion por recombinacion homologa. Esto, debido
a que la inhibicion de PARP puede resultar en muerte celular preferente cuanto
otro mecanismo de reparacion celular se encuentra deficiente, como la
recombinacion homaologa [213]. En este sentido, se ha reportado que el miR145
participa en la inhibicion de PARP mediante la regulacion de agentes pro-
apoptoticos, como Bax, caspasa 3, caspasa 9 y disminucion del anti-apoptotico
Bcl-2. Esto, otorgaria efectos potenciadores a la quimioterapia convencional y

entraria en linea con este tipo de protocolos de accion.

Los efectos celulares de la nanoterapia se deben a la accion del miR145
como agente terapéutico, el cual es transportado y protegido de manera eficiente
y selectiva hacia las células tumorales mediante el nanosistema construido. La
multiplicidad de blancos moleculares directos e indirectos que posee el miR145,
lo hace un agente terapéutico idoneo para el tratamiento de cancer, debido a que
puede abordar multiples caracteristicas tumorales, en comparacion con los
quimioterapéuticos tradicionales o RNAs silenciadores especificos. Se ha
demostrado ampliamente que aumentos en los niveles intracelulares del miR145
promueven la inactivacion de diferentes proteinas, enzimas y factores de
transcripcion de importancia para el desarrollo de caracteristicas tumorales,
como proteinas de las vias de sefalizacion celular involucradas en la
proliferacion celular [173], glicoproteinas de transmembrana asociadas al

crecimiento independiente de anclaje [176], factores de transcripcidon
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relacionados con la migracion mediante transicion epitelio mesénquima [178],

crecimiento [56], angiogénesis [183], resistencia a farmacos [204], etc.

Lo antecedentes registrados en esta tesis, permiten la aseveracion del
cumplimiento de la hipétesis planteada al inicio de este trabajo, y entregan la
perspectiva de que la nanoterapia es un desarrollo plausible de ser propuesto
como terapia dirigida que puede ser administrada concomitantemente con la
utilizacibn de esquemas de base como la quimioterapia basada en
platino/paclitaxel, pudiendo ser insertada en cualquier etapa del tratamiento. Para
esto se hace necesario el estudio de las variables mediante la administracion en

modelos preclinicos de cancer ovarico.

Por otra parte, es notoriamente interesante que el nanositema disefiado
para cargar moléculas de miR145 en esta tesis, puede igualmente ser utilizado
para transportar otras moléculas de miRs eficientemente hacia células de cancer
ovarico, en el caso del nanosistema GNS-FSH33, asi como hacia otros tipos de
cancer mediante la utilizacion del sistema GNS-FA. De este modo, el uso de
estos nanotransportadores puede ser modelado en cuanto a la carga y tipo de
molécula terapéutica en su superficie. Debido a las caracteristicas fisicoquimicas
practicamente idénticas, es también factible el transporte siRNAs, ampliando asi,
las incipientes propuestas terapéuticas mediante la utilizacion de iIRNAs. Es

posible de abordar mediante este nanotransportador, terapias de doble o triple
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silenciamiento especifico mediante siRNAs que tengan como blancos,
mensajeros relacionados a distintas caracteristicas cancerigenas. Asi también,
en una conformacién mas “agresiva’”, la incorporacion de 2 o 3 moléculas de miRs
sobre el nanosistema puede provocar efectos anticancerigenos en mdultiples
flancos moleculares pudiendo debilitar el fenotipo cancerigeno con mayor
probabilidad, e inclusive abriéndose a la posibilidad de incorporar medicina
personalizada de acuerdo a analisis moleculares de biopsias tumorales [214,

215].

El estudio de desarrollos nanobiotecnolégicos como la nanoterapia, se
pronostican como auspiciosos, debido a los prometedores resultados obtenidos
en diversos estudios en la literatura, sin embargo, requieren de rigurosos analisis
y estudios tanto en la caracterizacion de sus propiedades fisicoquimicas, como
en los ensayos biolégicos in vitro e in vivo para asegurar la farmaco-seguridad,
lo cual puede ser una piedra de tope para la produccion masiva de estas
formulaciones. No obstante, la medicina del futuro se encuentra
fundamentalmente basada en la direccionalidad del tratamiento y la construccion
personalizada en el desarrollo de farmacos, por lo que su obtencién contribuye

positivamente y abre un camino relevante hacia este objetivo ultimo.
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