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RESUMEN

Las nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con acido dimercaptosuccinico (DMSA-
IONPs) presentan propiedades prooxidantes con potencial terapéutico frente al cancer. En este
estudio se evaluaron sus efectos sobre el estrés oxidativo, la viabilidad, el tipo de muerte celular
y la capacidad de migracion y adhesion en las lineas tumorales humanas MDA-MB-231 y
U87MG, mediante modelos en 2D y 3D. El tratamiento con DMSA-IONPs indujo un aumento
significativo de especies reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucién de la viabilidad celular
dependiente de dosis y tiempo, mas acentuada en la linea celular MDA-MB-231. No se observo
activacion de caspasa-3, pero si peroxidacion lipidica, lo que sugiere que la muerte celular esta
mediada por ferroptosis. En los ensayos de migracion y adhesion, los efectos fueron especificos
de cada modelo. En la linea celular MDA-MB-231 no se observaron cambios relevantes en
adhesion, mientras que en U87MG se redujo significativamente la movilidad de los esferoides
tratados. Estos resultados indican que las DMSA-IONPs pueden inducir ferroptosis y alterar
procesos asociados a la progresion tumoral, lo que las posiciona como candidatas prometedoras

en terapias oncoldgicas basadas en el estrés oxidativo.

ABSTRACT

Dimercaptosuccinic acid-coated iron oxide nanoparticles (DMSA-IONPs) exhibit pro-oxidant
properties with potential antitumor activity. This study evaluated their effects on oxidative
stress, cell viability, cell death mechanisms, and migration and adhesion capacity in human
tumor cell lines MDA-MB-231 and US87MG, using 2D and 3D models. DMSA-IONPs
significantly increased reactive oxygen species (ROS) and reduced cell viability in a dose- and
time-dependent manner, with stronger effects in MDA-MB-231. Caspase-3 was not activated,
but lipid peroxidation was detected, suggesting ferroptosis. In migration and adhesion assays,
effects varied by model: no significant changes were seen in MDA-MB-231 spheroid adhesion,
while US7MG spheroid motility was notably reduced after treatment. These findings support
the potential of DMSA-IONPs to induce ferroptosis and modulate tumor cell behavior,

positioning them as promising candidates for oxidative stress-based cancer therapies.

Palabras clave/Keywords: DMSA-IONPs, estrés oxidativo/oxidative stress, ferroptosis,
cancer/cancer, migracion celular/cell migration, adhesion celular/cell adhesion, terapia

antitumoral/antitumor therapy

Anexo 1: Listado de abreviaciones
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1. INTRODUCCION

1.1. El cancer

Segun el Instituto Nacional del Cancer, este se define como un grupo de enfermedades
multifactoriales que pueden afectar a cualquier parte del organismo en las que existen cambios
dinamicos en el genoma de las células que provocan su division rapida y descontrolada
formando tumores. Estos tumores en ocasiones pueden propagarse a otros tejidos en un proceso

llamado metastasis .

Actualmente, segtin los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la
principal causa de muerte en el mundo contando con 20 millones de nuevos casos y 9,7 millones
de muertes en el afio 2022. Se estima que para 2050 los casos aumenten en un 77% alcanzando
los 35 millones 2, lo que representa un desafio para los sistemas de salud y destaca la necesidad

de tratamientos mas eficaces y accesibles.

A lo largo de los afos, se han descrito ciertas caracteristicas comunes en las células que les
permiten desarrollarse y adquirir un fenotipo cancerigeno. Estas propiedades, conocidas como
Hallmarks of Cancer 3~ buscan representar los principales procesos biologicos implicados en
el cancer a pesar de su heterogeneidad. Uno de los factores determinantes tanto en el desarrollo
del tumor como en la resistencia a las terapias es lo que se conoce como reprogramacion
metabolica. Este proceso, que desarrolla con mas en profundidad en el siguiente apartado, esta
influenciado por diversos elementos como oncogenes, factores de crecimiento, condiciones de
hipoxia y pérdida de funcion de genes supresores, lo que contribuye a la aparicion de

alteraciones metabolicas caracteristicas de las células cancerosas °.

1.2. Estrés oxidativo y su impacto en células tumorales

El estrés oxidativo es una de las principales causas de dafio celular que se atribuye un
desequilibrio entre la produccidn de radicales libres, predominantemente las especies reactivas
de oxigeno (ROS), y la capacidad del sistema antioxidante para neutralizarlos’. Las células, en
presencia de este estrés oxidativo, reprograman su metabolismo con el fin de satisfacer las altas
demandas redox, activando o suprimiendo diferentes vias metabdlicas ®. Un ejemplo clasico de
esto es el efecto Warburg o glicolisis aerobia en la que se fermenta glucosa a lactato en presencia
de oxigeno y mitocondrias funcionales °, cuya importancia reside en la activacion de otras vias
clave en el control redox como la ruta de las pentosas fosfato (PPP) principal proveedora de
NADPH, cofactor que regula el estrés oxidativo '*!!. Las ROS son agentes bioldgicos derivados

del oxigeno molecular que surgen tanto de procesos celulares internos como de factores
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externos, tienen capacidad oxidativa y actian como moléculas de sefializacion importantes "»'2;
las principales son los radicales hidroxilos (OH"), el superdxido (O2) y el peroxido de hidrogeno

(H202)".

El Oz se genera principalmente por los complejos I y III de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial, como resultado de la interaccion de los electrones y el oxigeno
molecular, sin embargo, dependiendo del tipo celular, también puede producirse a través de las
NADPH oxidasas. Por otro lado, el H>O> se origina a partir de la dismutacion del O2 por
superoxido oxidasas o por procesos no enzimaticos, ademas de por el plegamiento oxidativo de
proteinas en el reticulo endoplasmatico (RE). Por tltimo, el OH", altamente reactivo, se forma
cuando el H>O; oxida a el Fe** produciendo OH" y Fe** en una reaccién conocida como la

reaccion de Fenton 413,

En el cancer, las ROS juegan un papel fundamental en la supervivencia, proliferacion y
migracion celular. A niveles moderados, las ROS activan vias de sefializacion como
MAPK/ERK, PI3K/AKT o NF- kB, asi como factores como de crecimiento vascular (VEGF)
favoreciendo la angiogénesis y crecimiento tumoral’. Para adaptarse al estrés oxidativo, las
c€lulas tumorales incrementan la produccion de NADPH y activan la expresion de genes
antioxidantes como NRF2 permitiéndoles mantener la homeostasis redox y evitar la toxicidad
16, Ademas, la sobreexpresion de enzimas como NADPH oxidasas promueve la transformacion
maligna y facilita procesos clave como la transicion epitelio-mesénquima (EMT) que favorece

a la migracion e invasion celular 7.

No obstante, cuando los niveles de ROS superan el umbral de la capacidad antioxidante de las
células, se desencadenan dafios en lipidos, proteinas y ADN, que activan rutas de muerte celular
como apoptosis, necrosis o ferroptosis '®!”. Este desequilibrio redox también puede inducir
disfuncion mitocondrial, inflamacién y acumulacion de mutaciones comprometiendo la
viabilidad celular '8. Por ello, las terapias basadas en estrés oxidativo resultan utiles ya que, al
encontrarse bajo elevados niveles de ROS, son mas susceptibles a un aumento adicional de
estos compuestos, provocando dafios en las estructuras celulares y conduciendo finalmente a la

muerte celular %20,

1.3. Nanomedicina: nanoparticulas de 6xido de hierro como terapia antitumoral

La nanomedicina se define como el uso de materiales de tamafio nanométrico para el

diagnostico, seguimiento, prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades 2!. Las
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nanoparticulas (NPs), son particulas cuya dimension varia entre 1 y 100 nm y que presentan
diferentes propiedades segiin su tamafio y funcionalidad de la superficie. Existen diferentes
tipos de estas, como las basadas en lipidos, polimeros, carbono o nanoparticulas sélidas. Estas
ultimas comprenden estructuras formadas por diferentes metales como oro, plata, y 6xido de
hierro 2.

En este trabajo se utilizaron nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPs); han sido ampliamente
estudiadas como nanotransportadores magnéticos eficaces para diversas cargas 2. El creciente
interés en las [ONPs se debe a varios motivos: su nicleo de magnetita (Fe3O4) o maghemita
(Fe205) 2* presenta propiedades superparamagnéticas, lo que permite direccionarlas al sitio de
accion mediante la aplicacion de un campo magnético externo, mejora de las imagenes tomadas
por resonancia magnética (MRI) y la induccién de hipertermia local >**. Gracias al eficiente
metabolismo del hierro de los mamiferos, estas NPs presentan una alta biocompatibilidad,
reduciendo el riesgo de toxicidad relacionada con el hierro, ademas, su superficie puede ser
facilmente modificada con polimeros o diversas moléculas bioactivas 2. En el grupo de
investigacion de Domingo F. Barber, se han estudiado diferentes recubrimientos para las IONPs
como dextrano (DEX), 3-aminopropil-trietoxisilano (APS) 26, 4cido dimercaptosuccinico
(DMSA) 32627 o poletilenamina (PEI) 2 con el fin de evaluar como estos afectan a sus

propiedades fisicoquimicas y biologicas.

Los resultados de su trabajo mas reciente demuestran que las IONPs recubiertas con DMSA
(DMSA-IONPs) formadas por un nucleo esférico de 10-12 nm, poseen una mayor capacidad
para generar estrés oxidativo en distintas lineas celulares. Esta propiedad se atribuye, por un
lado, a la baja densidad de su recubrimiento, que facilita la degradacion de su nticleo de 6xido
de hierro en compartimentos acidicos como los lisosomas, donde la superficie metalica del
nucleo se vuelve mas accesible para enzimas degradativas, permitiendo una rapida liberacion
de iones Fe que promueven la reaccion de Fenton. Por otro lado, contribuye también la
presencia de grupos funcionales reactivos, como los tioles (-SH) y carboxilos (-COOH) en las
moléculas de DMSA que recubren la superficie. Gracias a esta mayor capacidad para generar
estrés oxidativo, las DMSA-IONPs se consideran potenciales inductoras de ferroptosis.
Ademas, también han demostrado que las DMSA-IONPs inducen dafio mitocondrial afectando

a la proliferacién y migracion celular '°.
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1.4. Mecanismos de muerte celular: ferroptosis

Durante muchos afios, la apoptosis dependiente de caspasas fue considerada la tnica forma de
muerte celular regulada, lo que llevo al desarrollo de numerosos tratamientos contra el cancer
que basan su efecto terapéutico en este mecanismo 2°. No obstante, a lo largo de los afios se han

ido identificando otras formas de muerte celular no apoptoticas como la piroptosis y necroptosis
30,31

En 2012 se describi6 un nuevo tipo de muerte celular regulada, dependiente de hierro,
denominada ferroptosis, caracterizada por una peroxidacion lipidica letal debido a la
acumulacién excesiva de ROS 2. Esta presenta rasgos distintivos tanto a nivel morfolégico
como funcional, se manifiesta principalmente por la pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica, una contraccion marcada de las mitocondrias, acompafiada de un aumento en la

densidad de su membrana y una reduccion o perdida de las crestas mitocondriales®>.

Ademas, las células tumorales, que suelen mostrar resistencia a apoptosis debido a mutaciones
como la pérdida de funcién del gen TP53 3, tienen una mayor demanda de hierro que las células
sanas 4. Esta caracteristica ha sido aprovechada en diversas estrategias para inducir ferroptosis
aumentando la acumulacion intracelular de hierro mediante una mayor captacion de iones

férricos o la inhibicion de su salida de la célula®.

El exceso de hierro puede generar directamente ROS mediante la reaccién de Fenton o activar
enzimas que lo contienen, como lipoxigenasas promoviendo la peroxidacion lipidica
especialmente de los acidos grasos poliinsaturados que son mas propensos a la peroxidacion
dando lugar a hidroperoxidos lipidicos y diferentes aldehidos secundarios que causan dafio a

las bicapas lipidicas y afectan a la funcién de la membrana 367,

En este contexto, la ferroptosis ha emergido como una via prometedora para la terapia
antitumoral. Actualmente, existen fArmacos aprobados por la FDA que inducen esta forma de
muerte celular, y se ha observado que su activacioén, ademas, puede potenciar el efecto de las
terapias convencionales. Por otro lado, se estd estudiando el potencial efecto de las IONPs para
inducir la ferroptosis especificamente en células tumorales, abriendo nuevas posibilidades para

superar la resistencia terapéutica en distintos tipos de céncer *.

1.5. Migracion celular v nanoparticulas de 6xido de hierro

La metastasis es la causa principal de mortalidad en el cancer. Esta consiste en la migracion y

propagacion de las células tumorales desde el tumor primario a tejidos circundantes u érganos
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distantes **°. En relacion con esto, la migracion celular es clave en la metastasis, es un proceso

polarizado y estrechamente regulado por el citoesqueleto de actina.

Durante este proceso, la actina experimenta dindmicos ciclos de ensamblaje y desensamblaje *
que permiten la formacion de estructuras en el frente celular denominadas lamelipodios que
requieren del funcionamiento adecuado de proteinas asociadas a la actina y una abundante
disponibilidad de adenosin trifosfato (ATP)**2. Es por ello que las mitocondrias son
desplazadas a distintas ubicaciones celulares, generalmente a este borde delantero para
proporcionar el ATP, calcio u otros metabolitos, siendo entonces la reorganizacion y

localizacién mitocondrial fundamentales en la metéstasis y migracion .

El estrés oxidativo también puede causar una reorganizacion del esqueleto de actina afectando
a la oxidacién de esta, de moléculas de sefializacién o proteinas de unién a la actina * por lo
que, en el contexto de este trabajo, las IONPs que producen estrés oxidativo y que, como ha
demostrado el grupo, afectan al metabolismo mitocondrial'®, podrian ser ttiles en el tratamiento

de la metastasis.

2. OBJETIVOS

Las terapias basadas en estrés oxidativo estan tomando protagonismo como estrategias
antitumorales debido a la elevada susceptibilidad de las células cancerosas al desequilibrio
redox. A pesar de que estas células presenten niveles basales elevados de ROS sumado a una
alta actividad antioxidante, las hace vulnerables a un incremento adicional de este, lo que puede

causar que se supere el limite de tolerancia y desencadenar la muerte celular.

Los estudios previos del grupo evidencian que las IONPs, en particular aquellas recubiertas con
acido dimercaptosuccinico (DMSA), poseen un elevado potencial pro-oxidante. Estas inducen
la acumulacion de ROS en distintas lineas celulares cancerosas asociada a dafio lisosomal,

disfuncion de la distribucion mitocondrial, agotamiento de glutation y muerte celular.

En este trabajo se plantea la hipotesis de que las ROS generadas tras el tratamiento con DMSA-
IONPs inducen muerte celular por elevado estrés oxidativo siendo uno de los mecanismos
potencialmente involucrados la ferroptosis, considerando la composicion quimica de los
nicleos de las IONPs y su recubrimiento de DMSA. Ademas, se propone que las
nanoparticulas, debido a su accion en la dindmica mitocondrial y a la reorganizacion del
esqueleto de actina a causa de este estrés oxidativo, pueden alterar la capacidad de migracion y

adhesion pudiendo tener implicaciones antimetastaticas. Por tanto, se establece como objetivo
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principal estudiar los efectos de las DMSA-IONPs sobre el estrés oxidativo, la viabilidad, el

mecanismo de muerte celular y la migracion en diferentes lineas celulares.
Para ello se implementan diferentes objetivos especificos:

1. Estudio de acumulacion de ROS a diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento
con [ONPs.

2. Diferenciar el mecanismo de muerte celular con caracteristicas especificas de apoptosis
y ferroptosis como son la activacion de la caspasa 3 y la peroxidacion de lipidos.

3. Investigar el efecto de las DMSA-IONPs sobre la capacidad de migracion y adhesion

con modelos celulares en 2D y 3D.

3. METODOLOGIA

3.1. Sintesis de IONPs por coprecipitacion recubiertas de DMSA

Las nanoparticulas de 6xido de hierro utilizadas en este trabajo fueron sintetizadas y recubiertas
por la Dra. Neus Daviu Bou, siguiendo los protocolos de coprecipitacion del laboratorio en
colaboracion con la Dra. Maria del Puerto Morales (ICMM-CSIC).

Este método de coprecipitacion es el mas comun para la sintesis de nanoparticulas y se basa en
precipitar una solucién acuosa de sales de Fe** y Fe ** en una solucién basica. Posteriormente
se recubrieron los nticleos resultantes con un componente organico para mejorar su estabilidad,
biocompatibilidad y farmacocinética que, en este caso, se trata de dcido dimercaptosuccinico
(DMSA).

El primer paso serad realizar diferentes procedimientos para caracterizar tanto fisica como
quimicamente las NPs, como medir la concentracion de hierro, el didmetro medio del nucleo y

el tamafo de las nanoparticulas recubiertas.

3.1.1. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica es una técnica utilizada para la medicion del tamafio y la
distribucion del tamafio de moléculas y particulas en suspension, en este caso las nanoparticulas
de 6xido de hierro. Se basa en incidir un haz de luz laser a través de la muestra en solucion
acuosa, las IONPs dispersan la luz en todas las direcciones llegando a un fotodetector con un
angulo fijo. El detector registra las fluctuaciones de la intensidad de luz a lo largo del tiempo
debido al movimiento browniano de las particulas, pudiéndolo correlacionar con el tamano

hidrodindmico que estas IONPs adoptan en suspension.
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3.1.2. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Para determinar la morfologia y el tamafio del nucleo de las IONPs se utiliz6 la microscopia
electronica de transmision. Primero, se prepard una solucion diluida de nanoparticulas y se puso
una gota de 5 uLL en una rejilla de cobre con recubrimiento de carbono que se dejo secando a
temperatura ambiente. Las imagenes de la rejilla fueron tomadas con un microscopio
electronico JEOL y el didmetro de los ntcleos de las IONPs se cuantifico mediante el software

de analisis Imagel.

3.1.3. Técnica de espectrometria por emision atomica de plasma (ICP-OES)

Esta técnica permite medir la concentracion de un elemento especifico, en este caso hierro. Para
ello, se realizd una digestion acida de 10 pL de la muestra de IONPs con 1 mL de acido
clorhidrico (HCI) durante 1h a 90°C y o/n a temperatura ambiente. Posterior a esto, se enrasaron
los tubos Falcon a 10 mL con agua MilliQ y se llevaron las muestras a analizar al Instituto de

Ciencias Materiales de Madrid (ICMM-CSIC).

3.2. Cultivos celulares

En este trabajo se utilizaron dos lineas celulares distintas, MDA-MB-231 y U87MG, ambas

lineas tumorales humanas:

e MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™): ¢s una linea establecida de un adenocarcinoma
de mama humano que se caracteriza por su naturaleza agresiva e invasiva. Ademas, este
modelo celular se considera triple negativo porque carece de receptores de estrogenos
(ER"), progesterona (PR") y factor de crecimiento de tipo epidérmico humano (HER2"),
lo que hace que estas células sean resistentes a terapias hormonales reflejando un reto
clinico.

e US7TMG (ATCC® HBT-14™): esta linea procede de un glioblastoma humano, un
tumor maligno del sistema nervioso central que se caracteriza por su rapida

proliferacion, gran capacidad de invasion y gran variabilidad genética y fenotipica.

Ambeas lineas celulares se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Fetal bovine serum, FBS), 1% de aminoacidos
no esenciales, 2mM de L-Glutamina, ImM de Piruvato Sodico, 100IU/mL de penicilina y 100
ug/mL de estreptomicina. Se mantuvieron en un incubador a 37°C en unas condiciones de 90%

de humedad relativa y 5% de CO..
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3.3. Medicion de internalizacion de IONPs

Para determinar la cantidad de nanoparticulas que internalizan las células se empled de nuevo
la técnica de ICP-OES, pero esta vez con un pellet de células tratadas con nanoparticulas a
diferentes concentraciones.

En una placa de 12 pocillos se sembraron 3 x 10° células por pocillo de ambas lineas celulares
(MDA-MB-231 y U87MG) utilizando 4 pocillos para cada linea celular y se dejaron crecer
durante 24h en el incubador en condiciones estandar. Pasado este tiempo, se aspir6 el medio y
se trataron las células con 1 mL de una dilucion de nanoparticulas en medio DMEM por pocillo,
en los que se establecieron diferentes condiciones de concentracion que se utilizaron a lo largo

de este trabajo y se incubaron durante otras 24h:

e Control de células sin tratar
e Tratamiento con nanoparticulas a una concentracion de 125 pg/mL
e Tratamiento con nanoparticulas a una concentracion de 250 pg/mL

e Tratamiento con nanoparticulas a una concentracion de 500 pg/mL

Posterior a esto, se retir6 el medio con las IONPs y se lavaron los pocillos con PBS 1X dos
veces, para luego afiadir 300 pL de Tripsina-EDTA para levantar las células y finalizando con
1,2 mL de DMEM para resuspender las células. Con una camara de Neubauer se hizo un
recuento de del numero de células para poder realizar los calculos de internalizacion al final de
este procedimiento en funcion del nimero de células, se centrifugaron las células a 1300 rpm
durante 5 minutos y se resuspendieron en 200 pL de PBS después de aspirar el medio sobrante.
Para continuar, se afiadié ImL de acido nitrico (HNO3), se incubo6 a 90°C 1 hora, o/n a RT y por
ultimo se enrasé a 10 mL con agua MilliQ de la misma forma que se menciono anteriormente

para mandar las muestras a analizar al ICMM-CSIC.

La cantidad de hierro se expreso con la siguiente formula en relacion con la cantidad de células

contadas previamente antes de centrifugar:

nge ) [Fe] muestra tratada NPs [Fe] muestra control sin NPs

Fe internalizado ( ~ =
célula

ne de células muestra NPs n®de células muestra control

3.4. Microscopia confocal

La microscopia confocal se utilizé con el fin de observar la localizacion subcelular de las NPs,
asi como el estrés oxidativo generado por las mismas y la presencia de peroxidacion de lipidos
causada por la ferroptosis, utilizando diferentes microscopios y sondas segin el objetivo del

ensayo.
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3.4.1. Analisis de estrés oxidativo con DHR

Para detectar las especies reactivas de oxigeno generadas por las IONPs, se empled una tincion
con dihidrorodamina 123 (DHR; Invitrogen), un colorante fluorogénico que es capaz de
detectar estas ROS, ya que, después de su captacion celular, el DHR se oxida por las ROS en

un compuesto fluorescente denominado rodamina 123.

Para realizar este ensayo, se sembraron previamente las células en una placa de 24 pocillos con
cubreobjetos previamente colocados y esterilizados con luz UV. Después de incubar las células
24h se realizaron los tratamientos de trabajo a diferentes tiempos (t=24h, t=48h y t=72h). Una
vez terminados los tiempos, se sacaron los cubreobjetos y se colocaron el Parafilm para tefiirlos
con 100 pl de una dilucion 1:500 en DMEM de la sonda durante 30 minutos en el incubador a
37°C, posteriormente se realizé un lavado con PBS y se fijaron los cubres con PFA 4% durante
10-15 minutos y, por Ultimo, se tifieron los nucleos con DAPI (1:200 en PBS; Sigma-Merck
32670) 5-10 minutos haciendo lavados con PBS entre cada uno de los pasos. Una vez realizadas
las tinciones, se realizo un ultimo lavado con PBS para montar las preparaciones en portaobjetos
con Fluoromont-G (Southern Biotec). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio
confocal Stellaris 5 (Leica Mycrosystems) con un objetivo de aceite de inmersiéon 63x y un

factor de zoom de 4x.

Con el fin de realizar un andlisis cuantitativo del estrés oxidativo, se realizd otro ensayo
utilizando citometria de flujo. Tanto la siembra como el tratamiento se realizaron de la misma
manera que para el ensayo de microscopia, aunque esta vez no se usaron cubreobjetos para
sembrar las células. Se tifieron con DHR 1:20.000 durante 30 min en el incubador y
posteriormente se recuperaron las células pasandolas a tubos Eppendorf para centrifugarlas a
1300 rpm durante 5 min. Se resuspendio el pellet en 300 pl de PBS staining y 3 pl de PI. En
este caso, para DHR se utilizo el canal FL1 (510-540 nm) y para el PI de nuevo FL3 (605-635

nm), y se analizaron los datos con FlowJo.

3.4.2. Analisis de la peroxidacion de lipidos con Bodipy

La peroxidacion de lipidos se detectd mediante Bodipy 581/591 Cl11 (Cell Signaling
Technology®) que es un colorante fluorescente que se localiza en las membranas y se utiliza
para medir la peroxidacion lipidica en células vivas. Esta sonda de alta sensibilidad presenta un

cambio en la emision fluorescente tras la oxidacion de la porcion butadienilica poliinsaturada
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de su anélogo de acido graso en células vivas. Cuando esto ocurre, los picos de emision de

fluorescencia cambian de rojo (~590nm) a verde (~510nm).

En primer lugar, se sembraron diferentes nimeros de células en una placa Ibidi® de 8 pocillos
u-slide segin el tiempo de tratamiento y se dejaron crecer durante 24h. Para continuar, se les
aplico el tratamiento en las concentraciones de trabajo y se trataron durante los tiempos
establecidos. Para finalizar, se tifieron las células con una dilucion 4 uM en HBSS (Hank'’s
Balanced Salt Solution) durante 30 min en el incubador y, pasado este tiempo, se tifieron los
nucleos con Hoechst (1:200 en HBSS) durante 10 minutos realizando lavados entre y después
de las tinciones con HBSS. Por ultimo, una vez finalizadas las tinciones, se afiadieron 200 pl
de medio para tomar las imagenes con el microscopio confocal Stellaris 8 (Leica Mycrosystems)
con un objetivo de agua 63x y una cdmara incubadora debido a que se trata de un ensayo con
células vivas. La intensidad de fluorescencia roja y verde de la sonda BODIPY se cuantifico

mediante el uso del software de analisis ImageJ.

3.5. Determinacion de muerte celular

Con el fin de cuantificar la muerte celular provocada por las IONPs y diferenciarla de la
apoptosis, se emplearon dos técnicas, la citometria de flujo para medir la induccion de muerte
mediante la tincion con PI y Western Blot para poder observar si la muerte causada por las

IONPs no activa la caspasa-3, que es especifica de apoptosis.

3.5.1. Analisis de induccion de muerte celular mediante PI

Para este ensayo, se utilizaron placas de 12 pocillos en los que se sembraron las células y se
dejaron crecer durante 24h y posteriormente se trataron en los tiempos correspondientes a las

concentraciones de trabajo.

Se recuperd el medio en un tubo Eppendorf de 2mL ya que se cuantificaron también las células
que pudiesen estar muertas en este, ademas de tripsinizar con 200 pl las células adheridas a los
pocillos, afiadiendo una vez que estuvieron levantadas 700 ul de medio y pasando este

contenido al Eppendorf utilizado anteriormente.

Las células se centrifugaron durante 5 min a 1300 rpm y se retir6 el sobrenadante para
resuspender las células en 300 ul de PBS staining i y se pasé este volumen a tubos de citometria,
donde se anadieron 3 pl de yoduro de propidio (PI); la fluorescencia de cada condicion fue

analizada por un citometro FC500 utilizando el canal FL3 (605-635 nm) para el PI. Para cada
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condicion se adquirieron un total de 10000 células y se analizaron los resultados con el software

de analisis de datos FlowJo.

3.5.2. Presencia de caspasa 3 total o cortada

Como uno de los objetivos es saber si la muerte celular causada por el tratamiento es la
ferroptosis, se llevd a cabo un Western Blot para poder diferenciarla de la apoptosis marcando
la caspasa-3 que se sintetiza como un proenzima inactiva (en su forma de proteina completa) y
solo se activa tras un corte a nivel de un residuo de aspartato efectuado por otras caspasas
efectoras, desencadenando la fragmentacion del DNA, la degradacion de proteinas estructurales

y la formacién de cuerpos apoptoticos, siendo un marcador fiable de la apoptosis.

Primero, se trataron las células y pasadas 24 h se centrifugaron y resuspendieron en buffer de
lisis para incubarlas en hielo durante 1 h. Para eliminar los restos celulares, se realiz6 una

centrifugacion a 13.000 rpm durante 15 min y se recogio el sobrenadante.

Con el fin de determinar la cantidad de proteina de cada muestra, se realizé un ensayo BSA
para establecer una curva patron de referencia. Una vez conocida la concentracion, se afiadieron
40 pg de proteina de cada muestra a una mezcla de buffer de carga 4X y agua, y se
desnaturalizaron las proteinas calentando las muestras 5 min a 90°C en un termobloque antes
de cargarlas en el gel. En un gel de acrilamida 10% se cargaron 15 pl de cada muestra por
pocillo y se dejo correr a un amperaje constante de 25mA durante aproximadamente 1 h,

posteriormente se realizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa a 250mA durante 1

h.

Por ultimo, se bloquearon las uniones inespecificas con leche TBS-T 10%, se incub6 con los
anticuerpos primarios (Cleaved-Caspase-3 #9661 y Caspase-3 #9662; Cell Signaling
Technology) en leche TBS-T 1% o/n a 4°C y al dia siguiente con el anticuerpo secundario (Goat
Anti-Rabbit Inmunoglobulins/HRP; Dako) 1 h a RT, se realizaron multiples lavados con TBS,
TBS-T y se revelo la membrana con ECL (SuperSignal™ West Femto, 34096, ThermoFisher).
Como control de carga se utiliz6 un anticuerpo primario para B-Actina (S-Actin A5441; Sigma-

Aldrich).

3.6. Esferoides
Dado que uno de los objetivos de este trabajo es analizar si las nanoparticulas afectan a la
capacidad de migracion y adhesion de las células tumorales, se considerd6 que un modelo

esferoidal es el mas adecuado para representar las primeras fases del proceso metastatico, ya
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que permiten evaluar de manera mas fiel que un cultivo en monocapa, la capacidad de las

células para reorganizarse, diseminarse y adaptarse al entorno.

Para la generacion de los esferoides se utilizo la técnica de hanging-drop utilizando placas de
40 mm de diametro con PBS 1X en el fondo actuando como camara humeda. Se sembraron
gotas de 20 pl con 1000 células por cada una en el caso de US7MG y 2500 en MDA-MB-231.
Los esferoides se cultivaron en un incubador con las condiciones mencionadas anteriormente

durante 96h.

3.6.1. Ensavo de adhesion celular con IONPs

Tras el tiempo de incubacion, se recuperaron los esferoides realizando previamente un corte en
la punta de una micropipeta para evitar dafnos mecanicos en los esferoides durante su
manipulacion, en primera instancia, se anadié cuidadosamente 1 mL de DMEM sin tratar o
tratado a la tapa donde se encontraban las gotas, permitiendo asi que los esferoides descendieran
suavemente hacia el borde, sin embargo, finalmente se decidié recupéralos de manera
individual para minimizar la disgregacion de estos. Se transfirieron a diferentes placas en

funcién del ensayo a realizar:

e Placas de 100 mm sin tratamiento de adhesion para tratar los esferoides durante 24h a una
concentracion de 125 pg/mL. Estos esferoides, tras el tratamiento, se transfirieron a otra
placa especifica para células adherentes con medio para observar los efectos de las
nanoparticulas internalizadas.

e Placas de 48 pocillos, en la que se establecieron 10 esferoides control y 10 tratados a la
concentracion de trabajo mencionada para observar los efectos inmediatos de las IONPs

sobre los esferoides ademas del efecto que puedan tener al estar estas en suspension.

Ambas condiciones fueron fotografiadas o/n cada 30 minutos con un microscopio de
epifluorescencia DMI6000B (Leica Mycrosystems). Las fotografias de MDA-MB-231 fueron
analizadas con el software ImageJ midiendo como cambia el area del esferoide a diferentes
tiempos: Oh, 1h, 3h, 6h y 12h y las de U§7MG mediante el software Aivia (Leica Mycrosystems)

calculando la trayectoria realizada por estos.

3.7. Ensavyo de migracion celular

Otro de los objetivos era examinar la capacidad de migracion de las células después del
tratamiento con DMSA-IONPs, para ello se utilizaron Transwell® 6,5 mm con 8 um de tamafio

de poro (Corning®) utilizando FBS en diferentes concentraciones como quimioatrayente. En
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primer lugar, se sembraron las células en una placa p6 y se trataron a una concentracioén de 125
ug/mL durante 24 h. Posterior a esto, se recuperaron las células, se resuspendieron en 1 mL de
DMEM sin FBS y se sembraron 50.000 células en la parte superior del Transwell en un volumen
total de 100 pl afiadiendo en el fondo de la placa 600 pl de medio, estableciendo como control
negativo de migracion una concentracion de 0,2% de FBS y como control positivo 10% de FBS.
Se dejaron migrar en el incubador durante 6 h para luego fijarlas en PFA 4% 15 min y por
ultimo tenirlas con DAPI 1:500 15 min para luego observarlas al microscopio de
epifluorescencia Leica DMI6000B. Se sacaron diferentes fotos de la parte inferior del inserto

de Transwell y se cuantificaron las células migradas mediante ImageJ.

3.8. Analisis estadistico

Los datos que se muestran a continuacion se corresponden a media + desviacion estandar (DE)
de los resultados obtenidos. Se ha aplicado la prueba t-Student, y un ANOVA de uno o dos
factores, ademas de comparaciones multiples de contraste con una prueba Dunnett, para
estudiar la diferencia entre los datos del tratamiento y los grupos control y una prueba Sidak
realizar comparaciones entre grupos. El nivel de significacion empleado fue a=0,05 y los
resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando p< 0,05 (*) o p<0,01 (**) y
altamente significativos cuando p<0,001 (***) o p<0,0001 (****). Todos los analisis

estadisticos se realizaron con el sofiware Prism 9.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de DMSA-IONPs

Para confirmar las propiedades morfologicas y de dispersion de las nanoparticulas utilizadas,
se realizd un analisis mediante TEM, DLS e ICP-OES. En la Figura 1 se resume la comparacion
del tamafio del ntcleo de las nanoparticulas determinado por TEM (Figura 1a) y su tamafio

hidrodindmico una vez recubiertas con DMSA medido mediante DLS (Figura 1b).

Las IONPs muestran un nucleo esférico con un tamafio de entre 10 y 12 nm, mientras que el
analisis hidrodinamico revela un tamafio de 28 nm, este aumento se debe al recubrimiento de
DMSA y a la capa de hidratacion que se forma en disolucion. Por otro lado, la concentracion
total de hierro en la suspension se determind por ICP-OES, se obtuvo un valor de 15,06 mg/L
(Figura 1b). Este valor se emple6 como referencia para las diluciones utilizadas en los ensayos

de tratamiento de los cultivos celulares (125, 250 y 500 pg/mL).
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Figura 1: Caracterizacion de IONPs. a) Fotografia TEM de una muestra de las IONPs e histograma de la
distribucion de tamafios del nucleo. b) Tabla resumen de las caracteristicas de las IONPs utilizadas en este trabajo

y grafico de distribucion del tamafio hidrodinamico.

4.2. Internalizacion de las IONPs en las lineas celulares

Con el fin de determinar si la dosis de trabajo afecta a la internalizacion de las DMSA-IONPs,

se realizo un tratamiento durante 24 h y se cuantifico la cantidad de hierro intracelular por ICP-

OES.

Como se observa en la Figura 2, en la linea MDA-MB-231 (izquierda), la captacion no varid
con la dosis, mientras que en U87MG (derecha) hubo una mayor internalizacion, especialmente
a 125 pg/mL, alcanzando hasta 43 pg de hierro por célula, comparado con los menos de 19 pg
de hierro por célula en MDA-MB-231; esto podria relacionarse con el elevado trafico

endolisosomal que presenta US7TMG.
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Figura 2: Grafico de barras del contenido intracelular de hierro (pgFe/cell) medido por ICP-OES tras 24 h de
tratamiento a diferentes concentraciones de DMSA-IONPs en MDA-MB-231 (izquierda) y U87MG (derecha).

4.3. Efecto sobre el estrés oxidativo

Se evalu¢ si la produccién de ROS intracelular aumentaba con el incremento de la dosis de
DMSA-IONPs y con el tiempo de tratamiento (24, 48 y 72 h) utilizando la sonda DHR, una
sonda no fluorescente que se oxida en presencia de ROS generando entonces fluorescencia en
el interior celular. Este ensayo se realiz6 tanto de forma cualitativa por microscopia confocal

como cuantitativa por citometria de flujo para visualizar mas claramente los datos.
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En primer lugar, en MDA-MB-231 se observo que en todas las condiciones los niveles de ROS

ue

aumentaban significativamente respecto al control (Figura 3), que presenta unos niveles de ROS
basales (muy poca fluorescencia marcada en rojo). Tras 24h de tratamiento (Figura 3a), la dosis
intermedia (250 pg/mL) y alta (500 pg/mL) producen unos niveles de ROS muy altos respecto
al control con una diferencia significativa de p<0,01, por otro lado, la dosis baja (125 pg/mL)
también muestra una diferencia significativa con el control, aunque menor que las otras dosis.
A 48 (Figura 3b) y 72 h (Figura 3c), los niveles de ROS se mantienen mas o menos iguales en
todas las dosis de trabajo con un p<0,01, exceptuando la condicion de dosis intermedia a 72 h

en la que la significancia disminuye ligeramente.
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Figura 3: Analisis del estrés oxidativo con DHR en MDA-MB-231, los graficos corresponden a el analisis por
citometria de flujo donde los datos estan relativizados al control a) Grafico de barras a 24 h. b) Grafico de barras

a 48 h. c¢) Grafico de barras a 72 h.

En segundo lugar, U§7MG presenta unos niveles de ROS también significativos en todas las
condiciones respecto al control, sin embargo, en esta linea celular, se observa un aumento de
estos niveles en funcion de la dosis (dosis dependiente). A 24 h, los niveles de ROS se duplican
respecto al control en la dosis baja y aumentan progresivamente respecto a este a la dosis
intermedia y alta; a 48 h los niveles en las dosis intermedia y alta aumentan respecto a los de
24 h llegando a ser hasta 4 veces los niveles del control en la dosis alta. Por Gltimo, a 72 h se
observa un descenso general en los niveles de ROS en todas las dosis (125 - ns; 250 - p<0,05;

500 - p<0,01).
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Figura 3: Analisis del estrés oxidativo con DHR en US7MG, los graficos corresponden a el analisis por citometria
de flujo donde los datos estan relativizados al control. a) Grafico de barras a 24 h. b) Grafico de barras a 48 h. c)

Grafico de barras a 72 h.

El andlisis cualitativo de la induccion de ROS muestra diferencias entre ambos tipos celulares.
La fluorescencia de DHR se distribuye por el citoplasma en forma de granulos mas grandes en
MDA-MB-231 (Anexo 2) y pequefios y abundantes en U§7MG (Anexo 3), compatible con la
acumulacion de ROS en estructuras como los lisosomas. Ademas, por lo general en dosis mas
altas y en tiempos mas largos, la tincion de DHR se distribuye homogéneamente por todo el
citoplasma lo que podria indicar que hay un exceso de ROS tan alto que ya no solo se acumula
en lisosomas, sino que hay mas estructuras celulares comprometidas por la oxidacién. En
conclusion, tanto la falta de diferencias en MDA-MB-231 respecto al tiempo y la concentracion
como la bajada de niveles de ROS en US7MG podrian corresponderse con una adaptacion por
parte de las células tamponando las ROS o a la induccion de muerte celular debido a un estrés

oxidativo muy elevado.

4.4. Induccion de muerte celular

Se realizé un ensayo de citometria de flujo para estudiar si las dosis y los tiempos de trabajo
podrian estar induciendo muerte celular en ambas lineas celulares, utilizando PI que no permea
en células vivas. Ademads, se quiso evaluar si el tipo de muerte es por apoptosis o ferroptosis,
por lo que se complementd este ensayo con la medicion de peroxidacion de lipidos, proceso
caracteristico de ferroptosis, y con un Western Blot para cuantificar la activacion de caspasa 3,
una proteina clave en la cascada de senalizacion apoptdtica y marcador til para detectar este

tipo de muerte.

En MDA-MB-231, se observo una disminucion de la viabilidad celular significativa desde las
primeras 24 h, con una reduccidon marcada a partir de 250 ug/mL, y mayor a 500 ug/mL lo que

sugiere que esta linea presenta una alta sensibilidad al tratamiento especialmente a dosis altas
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(Figura 4a). A las 48 h, no se evidencid un incremento de la muerte celular respecto al
tratamiento a 24 h, solo a dosis alta es significativa respecto al control, incluso se observa una
ligera recuperacion de la viabilidad en la dosis intermedia (Figura 4b); no obstante, a las 72 h
la citotoxicidad volvi6 a intensificarse, con una reduccién significativa en todas las dosis de

trabajo (125 — p<0,01; 250 y 500 — p<0,0001), confirmando un efecto dependiente de la dosis
y el tiempo a largo plazo (Figura 4c).
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Figura 4: Viabilidad celular en MDA-MB-231 tras el tratamiento con DMSA-IONPs evaluado mediante

citometria de flujo con PI. a) Tratamiento a 24 h. b) Tratamiento a 48 h. ¢) Tratamiento a 72 h.

Por otro lado, en U87MG, la viabilidad se mantuvo relativamente alta a 24 (Figura 5a) y 48 h
(Figura 5b), con una disminucion significativa inicamente a dosis alta (24 h - p<0,0001; 48 h—
p<0,001). A las 72 h, la reduccién fue mas evidente a concentraciones medias (y altas, lo que

podria indicar un mayor efecto a largo plazo del tratamiento (Figura 5c).
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Figura 5: Viabilidad celular en U87MG tras el tratamiento con DMSA-IONPs evaluado mediante citometria de
flujo con yoduro de propidio (PI). a) Tratamiento a 24 h. b) Tratamiento a 48 h. ¢) Tratamiento a 72 h.

Una vez confirmado que el tratamiento genera muerte en las células, se quiso comprobar si esta
era apoptosis o ferroptosis, un nuevo tipo de muerte inducida por hierro que podria ser ttil para
mejorar la resistencia a terapias que inducen apoptosis en las células tumorales. Para ello, se

realizaron los ensayos complementarios mencionados anteriormente.
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4.4.1. Analisis de peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos es una de las principales consecuencias del estrés oxidativo y
constituye una sefal clave en la activacion de ferroptosis. Para evaluar si el tratamiento
provocaba peroxidacion lipidica en MDA-MB-231 y U87MG, se utilizo la sonda Bodipy
581/591 C11 que tras la oxidacion de su segmento poliinsaturado provoca un desplazamiento
en la emision fluorescente de rojo a verde. Tras la incubacion de las células con las dosis y
tiempos de trabajo, se analizd si la fluorescencia verde (peroxidacion) incrementaba por

microscopia confocal y se midi6 la intensidad de esta con ImageJ.

La linea MDA-MB-231 tratada con DMSA-IONPs (Anexo 4) mostrd un aumento significativo
de la peroxidacion lipidica, especialmente evidente a 250 y 500 ug/mL tras 24 y 48 h. En las
primeras 24 h, a dosis baja el aumento fue significativo (p<0,01) siendo mayor todavia a
intermedia y alta (p<0,0001). A las 48 h, se observa casi el mismo patron (125 — p<0,01; 250 —
p<0,0001; 500 — p<0,01). Sin embargo, a las 72 h tinicamente 125 pg/mL mostré un aumento
significativo (p<0,0001); esto coincide de cierta manera con los resultados obtenidos en los
ensayos con DHR y de viabilidad celular con PI, pudiendo indicar que las células que

sobreviven terminan adaptandose al estrés oxidativo.
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Figura 6: Analisis de la peroxidacion lipidica en MDA-MB-231, los graficos corresponden a el analisis de la
fluorescencia verde con a) Diagrama de dispersion a 24 h. b) Diagrama de dispersion a 48 h. ¢) Diagrama de

dispersion a 72 h.

En el caso de US7MG (Anexo 5), los efectos fueron diferentes en cuanto a la dinamica dosis-
respuesta. A las 24 y 48 h solo la concentracion de 500 ug/mL indujo un aumento significativo
de peroxidacion lipidica (p<0,0001). A las 72 h, el efecto se extendi6é también a dosis medias,
tanto a 250 y 500 pg/mL presentaron un nivel de peroxidacion muy significativo (p<0,0001).
Esto también concuerda con los resultados obtenidos anteriormente en el ensayo de muerte,

donde solo se detecta muerte a concentraciones altas en todos los tiempos e intermedias a 72 h,
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por otro lado, en comparacion con los resultados de DHR, es decir, de estrés, a pesar de que el
estrés era elevado, esto no parece haber afectado a la peroxidacion y a la muerte, lo que podria

significar que US7MG es mas resistente al estrés oxidativo que MDA-MB-231.
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Figura 7: Analisis de la peroxidacion lipidica en U87MG, los graficos corresponden a el analisis de la
fluorescencia verde con ImagelJ. a) Diagrama de dispersion a 24 h. b) Diagrama de dispersion a 48 h. ¢) Diagrama

de dispersion a 72 h.

4.4.2. Presencia de caspasa 3 cortada v total

Con el objetivo de determinar si la muerte celular inducida por DMSA-IONPs, estaba mediada
por apoptosis, se analizo6 la expresion de caspasa-3, que como se comentd anteriormente, s un
marcador especifico y ampliamente utilizado de apoptosis, ademas, estudios demuestran que la
ferroptosis es una ruta independiente de la cascada de caspasas. Para ello, se trataron ambas

lineas celulares durante 24 h con las dosis de trabajo.

Tal como se muestra en la Figura 8a, en MDA-MB-231 la expresion de caspasa-3 total se
muestra uniforme en todas las condiciones, indicando que esta linea celular expresa la proteina
y que los niveles basales de expresion no se ven afectados por el tratamiento. En la condicion
de control negativo, la banda de caspasa-3 total se ve mas tenue debido a que hay una gran
cantidad de proteina en el carril del control positivo y se expuso la membrana solo 2 segundos
debido a la saturacion de la imagen, sin embargo, se puede comprobar que existe proteina con
la banda de expresion de B-actina. Por otro lado, la ausencia de caspasa-3 cortada en las
condiciones tratadas sugiere que las células no estan activando la via apoptdtica clasica en

respuesta a las nanoparticulas.

En U87MG (Figura 8b), la expresion de caspasa-3 total también es uniforme en todos los
carriles indicando la presencia de la proenzima en esta linea celular. A 125 y 250 ug/mL no se

detectd muerte celular mediante citometria, sin embargo, a 500 pg/mL la viabilidad celular se
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vio comprometida en las primeras 24 y en este ensayo no se observa una banda para esta

condicidn en caspasa-3 cortada, lo que podria sugerir que la muerte no ocurre por apoptosis.

a) MDA-MB-231 b) USTMG

Control - Control + DMSA 125 DMSA 250 DMSA 500 Control - Control + DMSA 125 DMSA 250 DMSA 500

B-Actin
42kDa

Caspase-3
35kDa

Cleaved |
Caspase-3
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Figura 8: Western Blot en MDA-MB-231 (a) y US7MG (b) tratadas con DMSA-IONPs durante 24 h a 125, 250
y 500 pg/mL. Se muestran las bandas correspondientes a -actina (arriba), caspasa-3 total (centro) y caspasa-3
cortada (abajo). Se incluye un control negativo y uno positivo de apoptosis, para el que se aplicé una concentracion

de estaurosporina 1 pM o/n.

Estos resultados, en combinacion con los obtenidos de peroxidacion de lipidos sugieren que, en
MDA-MB-231 se produce una muerte celular mediada por ferroptosis en las primeras 24 h, ya
que la viabilidad celular estd comprometida, existe presencia de peroxidacion lipidica
significativa y dosis-dependiente y no se observa activacion de caspasa-3 cortada. Por otro lado,
en US7MG dado que la viabilidad celular se ve comprometida y la peroxidacion lipidica es
elevada a dosis alta, junto con la ausencia de caspasa-3 cortada en esta condicion, se podria
afirmar que en esta linea celular la dosis de 500 pg/mL en las primeras 24 h producen muerte

por ferroptosis.

4.5. Analisis de la capacidad migratoria v de adhesion

Finalmente, con el objetivo de evaluar el impacto de las DMSA-IONPs sobre propiedades clave
asociadas al comportamiento metastatico, se realizaron ensayos de migracion y adhesion celular
tratando ambas lineas con una concentracion de 125 ug/mL y posteriormente se sometieron a
los ensayos especificos para analizar los posibles efectos sobre la capacidad de las células de

migrar y adherirse.
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4.5.1. Migracion celular

Para estudiar el efecto de las DMSA-IONPs sobre la capacidad migratoria de las dos lineas
celulares, se realizd un ensayo de migracion tipo Transwell. Como quimioatrayente se utilizo

DMEM con 10% de FBS y como control negativo de migracion con un 0,2%.

En ambas lineas celulares, se observo un aumento en la migracion en las condiciones tratadas
respecto al grupo control con 10% de FBS (MDA-MB-231 — p<0,0001; US87MG — p<0,05). No
obstante, en la linea MDA-MB-231 (Figura 9a), se evidencia un comportamiento inesperado en
los controles, ya que el grupo con 0,2% de FBS, lo cual podria deberse a algln error en el
ensayo y sugiere la necesidad de repetir el experimento para confirmar los resultados. En
contraste, en la linea U87MG (Figura 9b), los controles negativos y positivos se comportaron
segun lo esperado, mostrando una mayor migracion en presencia de 10% de FBS. Estos
resultados, a pesar de que se tendria que repetir el ensayo para confirmarlo, podrian indicar que

este tratamiento puede inducir una mayor motilidad en ambas lineas celulares.

a) Fokk b) 1
1 ns
500 ns 400~ [ 1
400 300
= 3004 -
c c
3 3 200+
O 2004 o
100 100
0- 0
% x . ® x
Q@ Q> 3 {(Q; Q@fo Q,"a Q‘-’ 06
v N =f-‘ ') N < \’oQ o,q
& & & & &
& & R & & &
& & O O & & & ,\o“‘
§ *0 0% \)%

Figura 9: Ensayo de migracion celular con Transwell, el control FBS — representa una concentracion de 0,2% de
FBS y el control FBS+ un 10% de este utilizado como quimioatrayente. Las células se dejaron migrar durante 6

horas. a) Ensayo con MDA-MB-231. b) Ensayo con U87MG.

4.5.2. Adhesion celular en modelos tridimensionales

Para estudiar el efecto de las DMSA-IONPs sobre la adhesion celular, se generaron modelos
esferoides tridimensionales en ambas lineas celulares y se llevaron a cabo dos variantes
experimentales, en la primera se colocaron directamente los esferoides en un medio que
contenia una concentracion de 125 ug/mL de DMSA-IONPs para estudiar su efecto en
suspension y la segunda en la que fueron tratados durante 24 h a esta misma dosis, tras lo cual

se transfirieron a un medio libre de DMSA-IONPs para evaluar el efecto tras la internalizacion
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de estas. En ambas, se monitorizaron a lo largo del tiempo mediante captura de imagenes

durante 12 h.

En el caso de MDA-MB-231, se midio6 el area de expansiéon a 0, 1, 3, 6 y 12 h y los valores se
normalizaron respecto al tamafio inicial de cada esferoide con el fin de evitar sesgos derivados
de diferencias iniciales de tamafio. Los resultados obtenidos en ambas variantes experimentales
(Figura 10) muestran que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los esferoides

control y los tratados en ninguno de los puntos temporales analizados.
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Figura 10: Analisis de la adhesion de esferoides de MDA-MB-231 en condiciones 3D. Las graficas muestran la
comparacion del area relativa de los esferoides en el tiempo (0, 1, 3, 6 y 12 h) entre células tratadas con DMSA-
IONPs (125 pg/mL). a) Imagenes representativas y datos de los esferoides de la condicion con las nanoparticulas
en suspension, las imagenes muestran el area inicial (amarillo) y el area final tras 12 h (rojo); b) Imagenes
representativas y datos de los esferoides previamente tratados durante 24 h, las imagenes muestran el area inicial

(amarillo) y el area final tras 12 h (rojo).

En U87MG, los esferoides no llegaron a adherirse claramente al sustrato en ninguna de las
condiciones. No obstante, se observd visualmente una diferencia en el desplazamiento de estos
a lo largo del tiempo; por tanto, se analizé cuantitativamente el recorrido y velocidad mediante

el software Aivia basado en inteligencia artificial. En la condicion con nanoparticulas en
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suspension (Figura 11a), los esferoides control mostraron un mayor desplazamiento y
velocidades medias mas altas en comparacion con los tratados (p<0,01) indicando que las
DMSA-IONPs pueden reducir la movilidad general de los modelos tridimensionales en estas
condiciones. Tras el tratamiento de 24 h (Figura 11b), no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos, lo que sugiere que en este caso las DMSA-IONPs no tendrian

ningun efecto aparente.
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Figura 11: Analisis de la movilidad de esferoides US7MG en condiciones 3D mediante seguimiento de trayectoria
durante 12 h. a) Esferoides incubados con DMSA-IONPs en suspension. Las graficas superiores muestran la
comparacion entre esferoides control y tratados en cuanto al recorrido total (izquierda) y velocidad media
(derecha). Debajo se incluyen imagenes representativas de la trayectoria individual de un esferoide control (arriba;
azul) y tratado (abajo; rosa), junto con graficos que muestran las trayectorias de todos los esferoides analizados.
b) Esferoides pretratados con DMSA-IONPs durante 24 h antes del ensayo. Se presentan las mismas que en el
apartado anterior; variables: recorrido total (izquierda) y velocidad media (derecha) asi como las trayectorias

individuales correspondientes.

5. DISCUSION

En este trabajo, se han estudiado los posibles efectos antitumorales de las DMSA-IONPs en dos
modelos celulares tumorales, se ha observado que estas IONPs inducen estrés oxidativo y una
reduccion de la viabilidad celular. Los datos obtenidos, apuntan a que esta citotoxicidad podria
estar mediada por mecanismos compatibles con la ferroptosis. En cuanto a funciones
relacionadas con la progresion tumoral, como la migracion y la adhesion celular, los resultados

no fueron concluyentes en la mayoria de los casos, sin embargo, en el modelo U87MG si se
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observaron ciertos efectos en los esferoides tratados, lo que sugiere un posible impacto

funcional que debe ser investigado con mayor profundidad.

En primer lugar, la caracterizacion fisicoquimica de las DMSA-IONPs realizada mediante
TEM, DLS e ICP-OES fue fundamental para confirmar sus propiedades. El ntcleo de 6xido de
hierro mostré un tamano promedio de 10-12 nm (Figura 1a), lo que indica que se encuentran

134546 v un tamafio hidrodindmico de

en un rango ideal para su correcta internalizacion
aproximadamente 28 nm tras el recubrimiento con DMSA (Figura 1b) debido a la capa de
hidratacion. Ademas, la superficie recubierta con DMSA mejora la biocompatibilidad de las
IONPs, y favorece su internalizacion en las células tumorales, reduciendo su toxicidad

inespecifica*’.

Uno de los principales hallazgos fue el incremento significativo en los niveles intracelulares de
ROS tras el tratamiento con DMSA-IONPs tanto en MDA-MB-231 como en U87MG. En
ambas lineas celulares, los resultados obtenidos con la sonda DHR confirman la produccion de
ROS, pero de distinta forma; mientras que MDA-MB-231 mostr6 un aumento temprano sin
grandes variaciones posteriores, US7MG exhibidé un incremento progresivo, especialmente
evidente a dosis altas con una disminucion de estos niveles a las 72 h. Esta diferencia podria
deberse a mecanismos adaptativos como la activacion de vias metabdlicas que permiten a
ciertas células neutralizar parte del dafio oxidativo 17 | debido a los niveles basales de ROS
de cada linea celular, ya que como se puede ver en las imagenes de los controles, MDA-MB-
231 presenta unos niveles iniciales de ROS inferiores a U§7MG lo que le conferiria a esta ultima
una mayor resistencia de partida. Es importante destacar, que, aunque la linea celular U§7MG
presenta una internalizacion mayor de las DMSA-IONPs (Figura 2) respecto a la linea MDA-
MB-231, es esta ultima la que presenta una mayor produccion de ROS intracelular (Figura 3 y
Figura 4), indicando posibles diferencias en dindmicas de internalizacion y trafico intracelular

de IONPs.

El efecto citotoxico de las DMSA-IONPs se evidenci6 en los ensayos de viabilidad celular,
observacion que coincide con la bibliografia consultada donde subrayan que niveles elevados
de ROS en células tumorales pueden inducir dafio y muerte celular cuando se sobrepasa el limite
de la actividad antioxidante de las células para responder ante el estrés oxidativo "*!7!¥, MDA-
MB-231 resultd ser mas sensible al tratamiento con DMSA-IONPs que U87MG, esta
sensibilidad diferencial podria estar relacionada con la distinta capacidad de cada linea celular

para gestionar el estrés oxidativo, ademas del elevado trafico vesicular de US7MG, por el cual
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podria estar exocitando las DMSA-IONPs antes de su degradacion, evitando asi un dafio mas

acentuado*®.

En cuanto al mecanismo de muerte celular, los resultados de este trabajo sugieren una muerte
mediada por ferroptosis, que, como se ha descrito anteriormente, se caracteriza por una
peroxidacion lipidica letal por la acumulacién de ROS en presencia de hierro *2. El ensayo
realizado con la sonda Bodipy, dio como resultado un aumento significativo de la peroxidacion
lipidica especialmente en la linea MDA-MB-231 dentro de las primeras 24 h. En el caso de
US87MG, también se observé un incremento de la peroxidacion lipidica a la dosis de 500 pg/mL
dentro de estas 24 h de tratamiento. Ademas, en ambas lineas celulares, el ensayo de Western
Blot, en el que no se detectd una activacion de caspasa-3, lo que permitiria descartar la apoptosis
como mecanismo principal de muerte en estas condiciones experimentales, considerando que
la ferroptosis ocurre de manera independiente a la via de las caspasas *>*. En conjunto, estos
resultados y los de viabilidad celular, sugieren que, a dosis intermedias y altas en MDA-MB-
231 y solo a dosis altas en U87MG, la muerte celular inducida por DMSA-IONPs podria estar

mediada principalmente por ferroptosis.

Actualmente, estos resultados estan siendo ampliados mediante ensayos adicionales llevados a
cabo por Neus Daviu con el objetivo de confirmar que el mecanismo de muerte observado
corresponde efectivamente a ferroptosis. Estos ensayos incluyen protocolos para la deteccion
de dafio lisosomal, cuantificacion de glutation intracelular (GSH) y la evaluacion de genes clave
implicados en esta via. Esto permitird caracterizar de manera mas precisa las alteraciones
celulares inducidas por DMSA-IONPs y contribuiran a validar si la muerte observada responde

a un perfil ferroptotico, tal y como han sugerido investigaciones previas en modelos similares.

Por otro lado, otro de los aspectos evaluados fue la capacidad migratoria y de adhesion celular,
procesos fundamentales implicados en la metastasis **3°. En el ensayo de migracion tipo
Transwell, se observo un incremento en la migracion de ambas lineas tras el tratamiento. Estos
resultados en MDA-MB-231, deben ser interpretados con cautela debido a inconsistencias en
los controles, reflejando la necesidad de repetir el ensayo por posibles errores en su realizacion.
En U87MG, estos mayores niveles de migracion podrian explicarse de acuerdo con la
bibliografia, reflejando que niveles moderados de ROS, como es el caso a dosis de 125 pg/mL
durante 24 h en esta linea, podrian activar rutas de sefializacién que favorezcan la migracion

celular "', Por tanto, aunque se esperaba un efecto anti-migratorio, no puede descartarse que,
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en condiciones subletales, como es esta dosis, las ROS actiien como mediadores de sefializacion

pro-migratoria.

Respecto a los modelos tridimensionales permitieron estudiar en mayor profundidad la
adhesion y movilidad celular en condiciones que simulan mejor un modelo tumoral. En MDA -
MB-MB-231, las DMSA-IONPs no mostraron un efecto significativo sobre la expansion del
area de los esferoides, lo que sugiere que la dosis utilizada (125 pug/mL) no afecta
significativamente a la adhesion; cabe recalcar que esta linea es de cancer de mama triple
negativo, por lo que posee un fenotipo altamente adherido y metastatico, lo que puede

relacionarse también con estos resultados.

Sin embargo, en U887MG, ni los esferoides control, ni los tratados con nanoparticulas se
adherian a la placa, pero si que se observaron diferencias visualmente respecto al movimiento,
por lo que se decidid realizar un anélisis del recorrido y la velocidad de estos. Este analisis
reveld una reduccion significativa de la velocidad y la distancia recorrida por los esferoides
tratados con DMSA-IONPs en suspension. Este efecto podria estar relacionado con la
interaccion indirecta de las NPs con la superficie del esferoide afectando a la dindmica colectiva
de la migracion celular. Algunos estudios han demostrado que la presencia de nanoparticulas
poliméricas alrededor de agregados celular puede limitar su expansion al incrementar la
cohesion celular y reducir su capacidad de deformacion y propagacion *°. Asimismo, trabajos
recientes del grupo, han evidenciado que las DMSA-IONPs al inducir estrés oxidativo, alteran
la disposicion mitocondrial y reprograman el metabolismo celular, lo que puede tener un
impacto directo sobre la reorganizacion del citoesqueleto y la energia disponible para la
motilidad '*. Adicionalmente, otros estudios previos del grupo indicaron que el tratamiento con
IONPs de diferentes recubrimientos podria modificar el nimero de invadosomas, estructuras
involucradas en la migracion e invasion celular, en células tumorales > y en macréfagos 2%,
influenciando la migracion celular de dichos tipos celulares. En este sentido, la reduccion
observada en la migracion de los esferoides de US7MG podrian reflejar tanto efectos fisicos
sobre el agregado de células como alteraciones bioenergéticas internas, aunque se requeririan

andlisis adicionales para determinar realmente los factores determinantes.

En conjunto, los datos respaldan el efecto antitumoral de las DMSA-IONPs, especialmente en
su capacidad para inducir ferroptosis en células tumorales resistentes a apoptosis. Es importante
destacar que estos efectos son altamente contexto-dependientes, variando segun la linea celular,

la dosis y el tiempo de exposicion. Esto refuerza la necesidad de estudios adicionales que
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evalien su eficacia en modelos in vivo, asi como combinaciones con otras terapias
convencionales que podrian beneficiarse de un entorno tumoral mas susceptible al dafio

oxidativo 192034,

Ademéas de los hallazgos cientificos, es importante enmarcar este trabajo en el contexto de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030 de Naciones Unidad. En
particular, este trabajo de fin de master contribuye al ODS 3: Salud y bienestar, al explorar las
estrategias innovadoras que podrian mejorar el tratamiento del cancer, una de las principales
causas de mortalidad global. El uso de nanomedicina para inducir ferroptosis representa una
alternativa potencialmente eficaz para abordar la resistencia a terapias convencionales
promoviendo una mejor atencion sanitaria. Asimismo, este estudio estd alineado con ODS 9:
Industria, innovacion e infraestructura, al promover la investigacion en tecnologias biomédicas
avanzadas basadas en nanoparticulas, fomentando la inversion en ciencia y desarrollo como via

para generar soluciones terapéuticas.

6. CONCLUSIONES

e El tratamiento con DMSA-IONPs induce un aumento significativo de ROS en ambas
lineas celulares, con respuestas diferentes en funcién del tipo celular. En MDA-MB-
231 se obtiene una respuesta rapida y sostenida, con pocas variaciones a lo largo del
tiempo, mientras que en U87MG la acumulacion de ROS depende de la concentracion
de nanoparticulas y tiende a disminuir en tiempos prolongados.

e La viabilidad celular disminuye de forma dosis y tiempo dependiente en MDA-MB-
231, por el contrario, en US7MG este efecto solo es evidente a concentraciones muy
altas y, en menor medida, a dosis intermedias tras tiempos prolongados de exposicion.

e Los resultados obtenidos no muestran evidencia de activacion de apoptosis, y en
combinacion con los datos de peroxidacion lipidica, apuntan a que la muerte celular
inducida por las DMSA-IONPs podria estar mediada por ferroptosis.

e FEl tratamiento no mostré un efecto claro sobre la adhesion en MDA-MB-231; sin
embargo, en US7MG se observd una reduccion en la trayectoria y velocidad de
desplazamiento de los esferoides con las NPs en suspension, lo que sugiere una posible
afectacion a la capacidad de movimiento en esta linea celular.

e No se han conseguido resultados concluyentes en el ensayo de migracion con MDA-
MB-231 debido al comportamiento anormal de los controles. En el caso de US7MG, se

observo un aparente aumento de la migracion tras el tratamiento.
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8. ANEXOS

Este Trabajo de Fin de Master ha sido realizado gracias a la financiacion del Ministerio de
Ciencia, Innovacion y Universidades del proyecto “Estudio de los efectos de las nanoparticulas
de 6xido de hierro sobre la funcionalidad, activacion y el metabolismo celular para mejorar su
eficacia en terapias antitumorales” (METABANTICANANO, PID2023-1462120B-100) en la
Convocatoria 2023 de ayudas a “proyectos de generacion de conocimiento” cuyo investigador
principal es Domingo F. Barber, en el Centro Nacional de Biotecnologia, un Centro de

Biotecnologia

Excelencia Severo Ochoa (CEX2023-001386-S)

LISTA DE ABREVIACIONES
ADN acido desoxirribonucleico
ATP adenosin trifosfato
DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol
DHR Dihidrorodamina
DLS Dispersion de luz dinamica
DMEM del inglés, Dubelcco’s modified Eagle's medium
DMSA Acido Dimercaptosuccinico
EMT del inglés, epithelial-mesenchymal transition
ICP-OES Espectrofotometria por emision de atomica de plasma
IONPs-DMSA nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas de acido dimercaptosuccinico
IONPs del inglés, Iron Oxide NanoParticles o nanoparticulas de oxido de hierro
MPK/ERK del inglés, mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated protein kinase
NADPH nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NF-Kb del inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NPs Nanoparticulas
NRF2 del inglés, nuclear factor erythroid 2-related factor
O/N del inglés, Over-Night
PBS del inglés, Phosphate Buffered Saline
PI3K/AKT del inglés, phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B
PPP del inglés, pentose phosphate pathway
ROS del inglés, reactive oxygen species
Rpm revoluciones por minuto
RT del inglés, Room Temperature o temperatura ambiente
TME del inglés, Tumoral MicroEnviroment o microambiente tumoral
VEGF del inglés, vascular endothelial growth factor

Anexo 1: Lista de abreviaciones utilizadas a lo largo del todo el texto.
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Anexo 2: Andlisis cualitativo del estrés oxidativo con DHR. Imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal de MDA-MB-231 donde se marca el nicleo en azul (DAPI), el estrés oxidativo en rojo (DHR) y las

IONPs en blanco observadas por reflexion. a) Imagenes a 24 h. b) Imagenes a 48 h. ¢) Imagenes a 72 h.

Control DMSA 125 DMSA 250 DMSA 500

a)
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Anexo 3: Analisis cualitativo del estrés oxidativo con DHR. Imégenes obtenidas mediante microscopia
confocal de U87MG donde se marca el nucleo en azul (DAPI), el estrés oxidativo en rojo (DHR) y las IONPs

en blanco observadas por reflexion. a) Imagenes a 24 h. b) Imagenes a 48 h. ¢) Imagenes a 72 h.
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Anexo 4: Analisis cualitativo de la peroxidacion lipidica con Bodipy. Imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal de MDA-MB-231 donde se marca el ntcleo en azul (Hoechst 33342), los lipidos no
oxidados en rojo colocadas en el panel superior y los peroxidados en verde situados en el panel inferior

(Bodipy). a) Imagenes a 24 h. b) Iméagenes a 48 h. ¢) Imagenes a 72 h.

DMSA 250 DMSA 500

b) Control DMSA 125 DMSA 250 DMSA 500 ) Control DMSA 125 DMSA 250 DMSA 500

-

Anexo 5: Analisis cualitativo de la peroxidacion lipidica con Bodipy. Imagenes obtenidas mediante

a) Control DMSA 125

24 H

U87MG Bodipy

48 H

microscopia confocal de U§7MG donde se marca el nucleo en azul (Hoechst 33342), los lipidos no oxidados
en rojo colocadas en el panel superior y los peroxidados en verde situados en el panel inferior (Bodipy). a)

Imagenes a 24 h. b) Imagenes a 48 h. ¢) Imagenes a 72 h.
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