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Summary

Carbon nanotubes are nanomaterials with exceptional properties in nanomedicine.
These filaments display biomimetic properties with the cytoskeletal protein polymers,
mainly microtubules, interfering with the cellular biomechanics, triggering antimigratory,
antiproliferative and citotoxic effects in cancer cells in vitro, and antitumoral effects in vivo.
Besides, carbon nanotubes are also interesting tools for therapeutic delivery since they can
move across most cellular barriers, interact with tissues in living organisms, finally
translocating inside the cells, where they interact with different organelles. So, carbon
nanotubes are capable of promoting the cellular uptake of small drugs and
macromolecules (for instance nucleic acids and peptides), so carbon nanotubes are a very

interesting tool in the fight against cancer.

In this PhD, I carry out the study of the effect of using carbon nanotubes as drug
carriers to potentiate the effects of a commonly used anticancer drug, 5-Fluorouracil. The
rationale of the experiment is to block the proliferation of cancer cells at two different
points of the cell cycle making more improbable the resistance phenomena that develop in
malignant cells and thus, triggering a synergistic effects between the carbon nanotube
carrier and the drug in malignant resistant tumours. Here I show how carbon nanotubes
potentiate the cytotoxic effect of 5-Fluorouracil in vitro, in HelLa and B16F10 cells,
producing a blockage in the S phase of the cell cycle, increasing apoptosis and necrotic
cells. Besides, we observed that carbon nanotubes enhance the antitumoral effect of 5-

Fluorouracil when it is administered physisorbed on their surface.

Unfortunately, the intrinsic properties and bio-persistence of carbon nanotubes,
represent a putative hazard that relapses their application as therapies against cancer. In
this PhD, I investigate if oxidation treatments improve carbon nanotube intracellular
enzymatic digestion, while preserving their morphology, ultimately responsible for their
intrinsic anti-cancer properties. Cell imaging techniques and confocal Raman
spectroscopic signature analysis revealed that culture macrophages can degrade bundles
of oxidized carbon nanotubes (0-MWCNTs) in a few days. Isolation of nanotubes from
these phagocytes 96 hours after exposure confirmed a significant reduction of the length
of these filaments compared to control extracted from the cell culture medium, or the
intracellular pristine carbon nanotubes (p-MWCNTs). More interestingly, in vivo single

intratumoral injections of oxidized carbon nanotubes triggered ca. 30 % solid melanoma



tumour growth-inhibitory effects while displaying significant signs of biodegradation at
the tumoral/ peri-tumoral tissues a week after the therapy has had the effect. These results
support the potential use of oxidized carbon nanotubes as antitumoral agents and reveal

interesting clues of how to enhance in vivo carbon nanotube efficient clearance.

The last goal of this PhD was the design and development of a multi-therapies
delivery system, taking advantage of the excellent properties of the carbon nanotubes.
This nanoencapsulation system, which is denominated SiO>-MWCNTs, is based on a core
of spherical mesoporous SiO;, covered by biodegradable carbon nanotubes (o-MWCNTs),
that achieves all the requirements of a good drug delivery system including;: i) specific cell
recognition, ii) preservation of the cargo from the hostile lysosomal chemical conditions,
iii) non-lethal endo-lysosomal escape, iv) carriage of different particles or chemicals into

cytosol, and finally, v) clearance of the delivery vectors to avoid long-term cytotoxicity.



I. Introduccién.

“Amamos el pensamiento, amamos la investigacion, porque amamos la vida”.

Aristoteles.






I. Introduccion.

1.1. Cancer.

Los seres vivos han logrado por evoluciéon adaptaciones de una complejidad
sobresaliente, sin embargo, siguen siendo vulnerables a las enfermedades. El céncer es
una de las mas tragicas. Segtin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la
segunda causa de muerte en el mundo. En 2012 se registraron alrededor de 14 millones de
nuevos casos y en 2015 ocasiond 8.8 millones de defunciones. Casi una de cada seis
muertes en el mundo se debe a esta enfermedad. Se prevé que el nimero de nuevos casos

aumente aproximadamente en un 70 % en los proximos 20 afios.

El término céncer integra a un amplio conjunto de sindromes con muy distintas
etiologias, desarrollo y prondstico. En un cancer se produce un descontrol de la
proliferacion celular, haciéndola anarquica, progresiva y destructiva. Existen muchos
tipos de cancer, pero todos comienzan cuando células normales sufren mutaciones.
Determinadas mutaciones pueden ser responsables de que una célula se descontrole y
empiece a multiplicarse sin restricciones, otras mutaciones agravan el problema: pueden
permitir que células desorganizadas invadan los tejidos vecinos o se difundan por el
organismo colonizando érganos distantes (proceso conocido como metastasis) o pueden
hacer que las células tumorales eludan las defensas del sistema inmunitario, e incluso
atraigan hacia si nuevos vasos sanguineos que las alimenten y les suministren oxigeno

(Zimmer, 2007).

En los dltimos afios, los estudios gendémicos del cancer han mostrado como esta
enfermedad desarrolla en nuestro organismo una recreacion de la evolucién darwinista.
El proceso evolutivo tiene lugar cuando se seleccionan aquellas mutaciones asociadas con
los fenotipos que provocan que los organismos alcancen un mayor éxito reproductivo. En
el caso del cancer, las mutaciones en el ADN hacen que algunas células se reproduzcan
mas eficazmente que las células normales, incluso dentro del propio tumor algunas
células estdn mejor adaptadas que otras, de tal forma que se irdn seleccionando las células

con las mutaciones mas agresivas y resistentes (Zimmer, 2007).

Investigaciones recientes han demostrado que, en distintos tipos de tumores
primarios, existen diferentes poblaciones celulares que evolucionan de forma totalmente
independiente (Figura 1.1). Por ejemplo, se ha demostrado que los procesos de metastasis

de muchos pacientes, proceden de poblaciones celulares tumorales minoritarias que se
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desarrollaron en estadios tempranos de la enfermedad. Esta heterogeneidad de las células
que constituyen un tumor podria explicar la escasa eficacia de las terapias actuales contra
el cancer a largo plazo. Teniendo en cuenta esto, la obtencién de la biopsia de una sola
muestra del tumor resultaria insuficiente, y este problema repercutiria en la posterior

eleccion del tratamiento aplicado al paciente (Varela, 2007), (Gerlinger et al., 2012).

Se puede concluir que el cincer es un ecosistema dindmico con diferentes
poblaciones celulares que aparecen, evolucionan y desaparecen, al igual que las especies
de nuestro planeta evolucionan mediante seleccion natural, como postulé Charles
Darwin. Todo esto lleva a la bisqueda de métodos alternativos para su tratamiento

(Varela, 2007).
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Figura 1.1. Representacion esquemdtica del desarrollo de la heterogeneidad celular dentro de un
tumor. El tumor primario se desarrolla dentro del tejido sano como un conjunto de poblaciones celulares
diferentes entre si (masa de células amarillas, verdes, rosas y rojas), todas ellas procedentes de una célula
comun. A pesar de que el tumor primario estd formado por una poblacion mayoritaria (células amarillas), son
determinadas poblaciones minoritarias las que se vuelven resistentes al tratamiento (células rojas). Otras
poblaciones adquieren las mutaciones necesarias para poder escaparse al torrente sanguineo y colonizar
organos distantes provocando metdstasis (células rosas y verdes). Adaptada de la ref. (Varela, 2007).

1.1.1. Senales distintivas del cancer.

En los dltimos afios se ha avanzado enormemente en el estudio y conocimiento del
cancer. La recopilacion de toda la informaciéon disponible llevé a Hanahan y Weinberg a

identificar la existencia de una serie de caracteristicas comunes que son distintivas de las



I. Introduccion.

células tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011) (Figura 1.2). A continuacién, se estudia

brevemente cada una de ellas.

Mantenimiento Evasion de
dela supresores
sefializacion de
proliferativa crecimiento

Camuflaje
del sistema
inmune

Desregulacion del
metabolismo
energético

Adquisicion
Resistencia a de
la muerte inmortalidad
celular replicativa
Inestabilidad Inflamacion
y mutacion promotora
gendmica de tumores

Induccién de Activacion de
angiogénesis mecanismos de
invasion y metastasis

Figura 1.2. Seiiales distintivas del cancer. Adaptada de la ref. (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.1.1.1.  Inestabilidad y mutacién gendémica.

Se habla de inestabilidad gendmica cuando se producen variaciones a nivel
cromosémico (como deleciones o traslocaciones) o a nivel de ADN en una célula. El
mantenimiento de la estabilidad gendémica tiene una vital importancia para la
supervivencia celular. La extraordinaria capacidad de los sistemas de mantenimiento del
genoma para detectar y resolver los defectos en el ADN, aseguran que las tasas de
mutaciones espontdneas sean muy bajas durante cada generacion celular. Sin embargo, en
el caso de las células cancerigenas hay fallos en uno o varios de los mecanismos de la
maquinaria de mantenimiento genémico, lo que conlleva la acumulacién de mdltiples

mutaciones y reordenamientos cromosomicos.

1.1.1.2. Resistencia a la muerte celular.

La apoptosis o muerte celular programada, es uno de los mecanismos de control de
la division celular aberrante que da lugar a la inestabilidad genémica. Cuando una célula

acumula mutaciones irreparables que ponen en peligro la viabilidad funcional y
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proliferativa, se desencadena la apoptosis y se produce la muerte celular. La via intrinseca
mas relevante por la que se lleva a cabo la apoptosis, implica que se rompa el equilibrio
entre proteinas pro- y anti-apoptéticas, favoreciéndose la generaciéon de proteinas pro-
apoptoticas y la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP, del
inglés Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization). Todo esto desemboca en la
activacion de caspasas, enzimas pertenecientes al grupo de las proteasas, que culminan la
tarea de la muerte celular en cuestién de minutos (Juin et al., 2013), (Lopez, 2015), (Koff et

al., 2015).

Las células tumorales envuelven una variedad de estrategias para limitar o eludir la
respuesta apoptotica (Lopez, 2015), (Koff et al., 2015), (Ahmed Fouad & Aanei, 2017), la
mas comun es la pérdida de la funcion del supresor tumoral pro-apoptético p53.
Alternativamente, los tumores pueden lograr el mismo fin mediante el incremento de la
expresion de reguladores anti-apoptéticos (como Bcl-2) (Hanahan & Weinberg, 2011).
Ocasionalmente, las células cancerigenas también inhiben la actividad de las caspasas,

incluso con la aparicion de MOMP (Ahmed Fouad & Aanei, 2017).

Es importante sefialar que, aunque el resultado neto de estas alteraciones es el
aumento de la supervivencia del tumor, esto no significa que todas las células dentro de
un tumor sean insensibles a las sefiales apoptoticas. Si este fuera el caso, la mayoria de
terapias anti-cancer de hoy en dia, las cuales son efectivas porque se basan en inducir la
muerte celular, serian inttiles y los tumores llegarian a tamafios absurdos (Labi &
Erlacher, 2015). Por el contrario, la apoptosis se presenta continuamente en tumores en
crecimiento. De hecho, podria desempefiar un papel evolutivo al eliminar los linajes
menos malignos, creando un nicho de predominio de clones mejores adaptados y
contribuyendo a la progresiéon del tumor (Ahmed Fouad & Aanei, 2017), (Labi & Erlacher,
2015).

1.1.1.3. Evasion de la expresion de los genes supresores del crecimiento y
mantenimiento de la proliferacion celular.

Se han descubierto docenas de genes supresores tumorales que acttan de diversas
formas para limitar el crecimiento y la proliferacién celular. Los dos supresores tumorales

tipicos codifican las proteinas asociadas al retinoblastoma (RB), y p53.
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La proteina RB recibe sefiales de diversas fuentes y, en respuesta, decide si debe o
no proceder al crecimiento y division celular (Burkhart & Sage, 2008), (Sherr &
McCormick, 2002). Mientras que la proteina RB traduce sefiales que se originan
principalmente fuera de la célula, p53 recibe sehales de los sensores de estrés
intracelulares: si hay un dafio gendémico excesivo, o si los niveles de glucosa, de
promotores de crecimiento o de oxigeno no son 6ptimos, p53 puede desencadenar la

apoptosis.

Las células tumorales acumulan mutaciones en el genoma haciendo que estos
sistemas de control de la proliferacién celular fallen y, por tanto, los mecanismos de

divisién celular se mantienen permanentemente activados.

1.1.14.  Camuflaje del sistema inmune.

El sistema inmunitario estd exquisitamente adaptado para luchar contra los
patégenos. De forma general, la inmunidad innata proporciona una respuesta
inflamatoria inicial mediante el ataque indiscriminado a cualquier patégeno invasor. La
inmunidad adaptativa o adquirida proporciona una respuesta mds tardia, aunque
selectiva, dirigida contra un patégeno concreto. En el caso del cancer, ambos sistemas
podrian atacar a las células tumorales, sin embargo, el tumor se protege reclutando las
células inmunes innatas para que acelere el proceso canceroso. En primer lugar, una
célula del sistema inmunitario innato muestra un fragmento del tumor a las células By T
del sistema adaptativo. En algunos casos, los anticuerpos producidos por las células By T
identifican y destruyen las células tumorales, como harian con un patégeno, pero en otros
casos, cuando las células B reciben ciertas sefiales producen anticuerpos que activan al
sistema inmunitario innato para que ayude a las células tumorales a sobrevivir y

proliferar (Stix, 2007).

Los antigenos del cancer son mas dificiles de identificar que los de un patégeno,
porque las células cancerosas corresponden a versiones mutantes de las propias células
del organismo. El sistema inmunitario adaptativo no suele considerarlas forédneas, razén
por la cual el tumor engafia al organismo para que desarme la respuesta inmunitaria. Asi,
los tumores tienden una “emboscada” al sistema inmunitario para promover su propio

crecimiento y supervivencia (Stix, 2007).
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1.1.1.5. Adquisicion de inmortalidad replicativa.

Los telémeros consisten en regiones de ADN no codificante que se encuentran en
los extremos de los cromosomas y que intervienen en la estabilidad estructural de los
cromosomas, en la division celular y en el tiempo de vida de las estirpes celulares. En las
células normales los telémeros se acortan en cada ciclo replicativo del ADN. Una longitud
critica de los telémeros activa mecanismos de control y tras un ntimero limitado de

divisiones las células entran en un periodo senescente.

La telomerasa, que es la enzima que evita el acortamiento progresivo y mantiene la
integridad de los telémeros, se encuentra sobre-expresada en un alto porcentaje de
tumores, por lo que los telémeros se mantienen en los sucesivos ciclos de divisién celular,
evitando la entrada en senescencia y apoptosis y manteniendo una capacidad de

proliferacion ilimitada (Blasco, 2005).

1.1.1.6. Inflamacion promotora de tumores.

Un tumor no corresponde solo a un montén de células aberrantes; requiere también
de un sistema de apoyo, un microentorno tumoral que incluya diversos tipos celulares
entre los que cabe mencionar fibroblastos anormales, células epiteliales, grasas y células
del sistema inmune innato y adaptativo (Holzel et al., 2013). De hecho, las células de
sostén del cancer pueden llegar a representar hasta méas de un 50 % del total de las células

del tumor (Gujam et al., 2014).

En el cancer, se produce un estado de inflamacién crénica mediado principalmente
por macréfagos y mastocitos que infiltran el tumor y producen factores que promueven el
crecimiento celular incontrolado. La inflamacién promueve la iniciaciéon tumoral al
generar un estrés genotdxico que favorece nuevas mutaciones e incrementa la produccion
de nuevos vasos sanguineos (neovasculogénesis) alrededor del tumor. Ademas, favorece
la liberaciéon en sangre de células tumorales circulantes que pueden desencadenar

metdastasis (Qian & Pollard, 2010), (Schreiber ef al., 2011).

1.1.1.7. Induccién de angiogénesis.

Un tumor no puede crecer més de 2-3 mm?3 sin la formacion de nueva vasculatura.

Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren nutrientes y oxigeno asi como la
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evacuacion de desechos metabolicos y didxido de carbono (CO»). La neovasculatura

asociada al tumor generada por el proceso de angiogénesis responde a estas necesidades.

Los desencadenantes mds importantes de la angiogénesis son la hipoxia y la
acidosis. La hipoxia es un estado de deficiencia de oxigeno en la sangre, células y tejidos
del organismo. El crecimiento tumoral genera hipoxia local que funciona como estimulo
para la produccién de citoquinas angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, del inglés Vascular Endothelial Groth Factor) que es el principal
responsable de inducir el proceso de angiogénesis. La vasculatura tumoral que brota tras
este proceso es diferente a la vasculatura normal (Hida et al., 2016). Los vasos se presentan
dilatados y tortuosos, el flujo sanguineo es caético, lo que conduce a la aparicién de maés
areas de hipoxia y de acidosis debido a la glucélisis anaerobia; estas condiciones
estresantes tienen una serie de efectos que incluyen potenciar atin mas la angiogénesis,

disminuir la eficacia terapéutica y favorecer la expansién de nuevas mutaciones.

1.1.1.8.  Desregulacién del metabolismo energético.

La proliferacion celular crénica y descontrolada que caracteriza la enfermedad
neoplésica implica los correspondientes ajustes del metabolismo energético para impulsar
el crecimiento y la divisiéon celular. En condiciones aerdbicas, las células normales
procesan glucosa primero a piruvato a través de la glucélisis en el citosol y luego a CO; en
las mitocondrias. En condiciones anaérobicas, tras la glucdlisis se envia relativamente
poco piruvato a las mitocondrias que dependen de la presencia de oxigeno para

funcionar.

La glucédlisis hace referencia a la ruta metabdlica por la cual, la glucosa es
degradada en una serie secuencial de diez reacciones enzimadticas en dos moléculas de
piruvato (Figura 1.3). Esta via metabdlica es independiente de oxigeno, sin embargo el
destino del producto final depende de la disponibilidad de oxigeno que exista en el
microambiente celular. En condiciones normales de oxigeno, el piruvato es convertido en
acetil coenzima A (Acetil CoA), vinculando la glucdlisis con el ciclo de Krebs que tiene
lugar en la matriz mitocondrial. Por el contrario, en condiciones hipdxicas, el piruvato se
reduce mediante la adicién de dos dtomos de hidrégenos para formar lactato, el cual es

liberado al espacio extracelular (Figura 1.3).
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Otto Warburg observé por primera vez una caracteristica anémala del metabolismo
energético de las células cancerigenas (Warburg et al., 1927), (Warburg, 1956), incluso en
presencia de oxigeno, las células tumorales utilizan la glucdlisis para obtener energia

(glucolisis aerdbica) (Figura 1.4).

Esta reprogramacion del metabolismo energético es aparentemente contradictoria,
en el sentido de que las células cancerosas deben compensar la menor produccion de ATP
proporcionada por la glucdlisis en relacién con la fosforilacion oxidativa mitocondrial
(Figura 1.4). Para compensar esta desregulacién energética entran en juego diversos
reguladores de la expresién génica como el factor inducible por hipoxia HIF-1, la proteina
supresora de tumores p53 o los oncogenes RAS o MYC (Yeung et al., 2008). Asi por
ejemplo, HIF-1 incrementa la expresion de los transportadores GLUT1 y GLUT3, que
aumentan substancialmente la importacion de glucosa al citoplasma con el
correspondiente aumento de energia (Jones & Thompson, 2009). La dependencia de la
glucolisis de las células tumorales, se puede ver acentuada bajo las condiciones de hipoxia

caracteristicas de la enfermedad.
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Figura 1.3. Metabolismo de la glucosa. Etapas que tienen lugar para la degradacion de la glucosa:
glucdlisis, formacion de Acetil CoA, ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones. El asterisco rojo
representa un esquema detallado de las diez reacciones que conforman la glucdlisis (Robbins & Cotran,
2006).
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Figura 1.4. Representacion esquemdtica de las diferencias entre fosforilacion oxidativa, glucélisis
anaerdbica y glucélisis aerébica (efecto Warburg). La glucdlisis aerdébica es menos eficiente en la
produccion de ATP en relacion con la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Adaptada de la ref. (Vander et al.,
2009).

Esta alta tasa de glucélisis da como resultado una gran acumulacién de acido
lactico, produciéndose acidosis, patrén metabdlico asociado a la transformacién y

proliferacion celular maligna, que a su vez favorece el aumento de més mutaciones.

1.1.1.9. Activacién de mecanismos de invasién y metastasis.

Solamente una pequefla poblacién dentro del tumor primario, adquiere las
mutaciones necesarias como para poder invadir tejidos circundantes y tejidos distantes,
produciendo metastasis. Dentro de estas mutaciones, la mds conocida es la que provoca
que disminuya la expresiéon de E-cadherina en carcinomas. Las cadherinas son
glucoproteinas transmembranas fundamentales en las uniones célula-célula y entre las

células y la matriz extracelular.

Cuando las células normales pierden el contacto con la matriz extracelular o las
células vecinas, mueren por anoikis, una forma de muerte celular programada (Gilmore,
2005). Sin embargo, las células tumorales han desarrollado mecanismos para resistir la
anoikis y sobrevivir después de la separacion de su matriz mientras viajan a través de los

sistemas linfatico y circulatorio.
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El proceso de invasién y metéstasis se puede esquematizar en una secuencia de
pasos: 1) invasion a través de la membrana basal y las células estromales, 2)
intravasaccion en la vasculatura tumoral, 3) supervivencia al transporte en circulacion, 4)
extravasaccion al parénquima de los 6rganos distantes y 5) supervivencia y manipulacién
a microambientes extrafios formando micrometastasis que mas tarde, 6) pueden
convertirse en macrometastasis clinicamente relevantes, a esta ultima etapa se le conoce

como colonizacién (Massagué & Obenauf, 2016).

1.1.2. Terapias tradicionales.

Los métodos principales que utiliza la medicina actual en su lucha contra el cancer
son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, siendo esta tltima el tratamiento mas
comun (Lai ef al., 2012). Sin embargo, lejos de ser métodos excluyentes se suelen utilizar

de forma complementaria.

Con respecto a la cirugia puede emplearse tanto para el diagndstico como para el
tratamiento del cancer. Las biopsias, consistentes en un estudio de una muestra del tejido,
son un ejemplo de su empleo como sistema de diagnoéstico. En el caso de su aplicacién
como tratamiento, la cirugia se suele utilizar en la mayoria de tumores s6lidos y consiste

en la eliminacién del tejido dafiado.

Dependiendo del estado del tumor, la cirugia puede ser suficiente para su total
desaparicién o bien necesita ser combinada con otras terapias. En el caso de que fuera
suficiente para la erradicacién completa del tumor, la cirugia serfa el mejor tratamiento
para el cancer, sin embargo, no siempre es posible aplicarla, debido a que los tumores
pueden encontrarse en zonas inaccesibles, o bien puede darse el caso de que no se
conozcan con seguridad los limites del tejido dafiado, siendo necesario extirpar parte del
tejido sano. Por otro lado, como se ha mencionado con anterioridad, las células tumorales
tienen el potencial de invadir otros tejidos, provocando metastasis, convirtiéndose asi en
una enfermedad a nivel sistémico, haciendo que la cirugia se quede corta para su
tratamiento. Por lo que se podria concluir que es necesario buscar soluciones alternativas

que permitan llegar a todas los nichos cancerosos.

Por otro lado, la radioterapia es una técnica basada en el empleo de radiaciones
ionizantes: rayos X, protones, etc., (Kaplan, 1970). En su tratamiento contra el céncer, el

paciente se somete a dosis elevadas de radiacién, lo cual destruye células cancerosas o
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hace mas lento su crecimiento al producir dafios en el ADN. Sin embargo, esta técnica
tiene elevados efectos secundarios debido a que no solamente ataca a las células
tumorales, sino también a las células sanas cercanas, que se encuentran dentro de la zona

irradiada (Barnett et al., 2009).

Por ultimo, la quimioterapia es otra de las técnicas utilizadas para tratar el cancer,
basada en detener la capacidad de crecer y dividirse de las células tumorales (Chabner &
Roberts, 2005). Estos farmacos, que reciben el nombre de antitumorales o antineoplésicos,
acttan bloqueando la rdpida proliferacion celular, circulando por el torrente sanguineo y
atacando directamente a las células que estan proliferando en forma activa. Dentro de las
diferentes técnicas se puede encontrar el tratamiento citotoxico, el tratamiento hormonal y
la inmunoterapia. Se explicard a continuacién a explicar de forma mas detallada el

tratamiento citotoxico.

1.1.2.1. Quimioterapia citotéxica.

La quimioterapia citotdxica es uno de los tratamientos mas utilizados actualmente.
Se basa en la administracién de diversos compuestos quimicos cuyo efecto citotéxico
induce la apoptosis ante la aparicion de dafios irreparables en las células (Fesik, 2005). Las

principales dianas de accion de estos farmacos son el ADN y los microtabulos.

i) E ADN.

Estos farmacos acttian lesionando el ADN o impidiendo su divisién, interfiriendo
asi en la replicacion celular. Se pueden clasificar en diferentes tipos, entre los cuales cabe
mencionar los agentes alquilantes, los antimetabolitos, los derivados del platino o los
antibiéticos citostaticos. En esta tesis, se ha trabajado con el 5-Fluorouracilo (5-FU), un

potente antimetabolito utilizado para el tratamiento de varios tipos de cénceres.

Los antimetabolitos funcionan inhibiendo los procesos biosintéticos esenciales, o
incorporandose a macromoléculas, como el ADN o el ARN e impidiendo su normal
funcionamiento. El 5-FU hace ambas cosas. El mecanismo del 5-FU se atribuye a la
incorporacion errénea de fluoronucledtidos en el ADN y ARN y a la inhibicién de la
enzima timidilato sintasa (TS), encargada de sintetizar nucleéticos (Longley et al., 2003),
bloqueando las células principalmente en la fase S del ciclo celular. Este mecanismo se

explica con més detalle en el capitulo IV, seccion 4.1.

15



I. Introduccion.

Por otro lado, estos farmacos también afectan indirectamente a la sintesis de
proteinas. Las proteinas constituyen la mayor parte de la masa seca de la célula y
desempefian las funciones predominantes de la mayoria de los procesos biolégicos, por lo
que se puede decir que son biomoléculas esenciales para la supervivencia celular. E1l ADN
no dirige directamente la sintesis de dichas proteinas, sino que utiliza el ARN como
intermediario. Para la sintesis de una proteina determinada, la secuencia de nucleé6tidos
de la region correspondiente de la molécula de ADN se copia primero a ARN en el
proceso conocido como transcripcion. Esas copias de ARN son las que se utilizardn como
molde para dirigir la sintesis de proteinas en la traduccién (Figura 1.5) (Alberts et al.,
2010). Es decir, para llevar a cabo la sintesis de proteinas, tanto las moléculas de ADN
como de ARN son esenciales. Como las proteinas son vitales para la supervivencia
celular, la imposibilidad de sintetizarlas debido a dafios tanto en el ADN como en el ARN

supone la muerte celular.

Transcripcion

l Sintesisde ARN

l Sintesis de proteinas
Traduccién )

Figura 1.5. Esquema representativo de la sintesis de proteinas. El flujo de informacion genética va
desde el ADN al ARN (transcripcion). Las proteinas se sintetizan en el ribosoma utilizando como molde las
moléculas de ARN (traduccion).

Por otro lado, el producto final de muchos genes es la molécula de ARN. Como en el
caso de las proteinas, muchas de estas moléculas de ARN se pliegan formando estructuras

tridimensionales precisas, que desempefian papeles estructurales, cataliticos y
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reguladores dentro de la célula y que también son vitales para el correcto funcionamiento

de la misma (Alberts et al., 2010).

ii) Los microtabulos.

El citoesqueleto celular es fundamental para la organizacién espacial de las células
eucariotas, para la migracion y la division celular. Esta formado por tres tipos de

filamentos: microttibulos, microfilamentos de actina y filamentos intermedio.

Desde el punto de vista estructural, los microtdbulos muestran una notable
organizacién molecular. Estos filamentos son polimeros tubulares de 25 nm de didmetro,
constituidos por heterodimeros de ap-tubulina. La tubulina es una proteina globular de
55 kDa que pertenece a la familia de las GTPasas, proteinas que hidrolizan GTP (guanosin
trifosfato) a GDP (guanosin difosfato). La pB-tubulina de un dimero interacciona con la
a-tubulina del dimero siguiente dando lugar a los protofilamentos (Weisenberg, 1972).
Trece de estos protofilamentos se asocian lateralmente para dar lugar al microtibulo que
posee unos 24-25 nm de didmetro externo y 15-17 nm de didmetro interno (Figura 1.6)

(Evans et al., 1985), (Nogales et al., 1999), (Amos & Baker, 1979).

25 nm
————
Heterodimero
de tubulina
£ |
(=
@ | 2
%J,
—
4 nm
Protofilamento Microtubulo

Figura 1.6. Estructura de los microtiibulos. Los microtiibulos estin formados por la union de 13
protofilamentos proteicos, constituidos por la asociacion de heterodimeros de tubulina que estin formados a
su vez por dos polipéptidos diferentes, a-tubulina (azul) y p-tubulina (rojo). Adaptada de la ref. (Garcia-
Hevia et al., 2014).

Una de las caracteristicas principales de los microtabulos es su comportamiento
dindmico. Cada monémero de a o P tubulina tiene un sitio de unién para GTP. El GTP

unido al mondémero de a-tubulina tiene una funcién estructural, encargdndose de unir a
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ambas subunidades de tubulina. Sin embargo, el GTP unido a la B-tubulina se puede
hidrolizar, esta hidrélisis modula la adicién de nuevos dimeros. En el proceso de
polimerizacién, cuando este dimero se une a un microtibulo que esta creciendo, tiene
lugar la hidrdlisis del GTP unido a la P-tubulina (Carlier & Pantaloni, 1981). Si la
velocidad de adicién de dimeros conteniendo GTP es mayor que la de hidrdlisis de GTP,
el microtibulo crecerd en longitud (polimerizacién). Por el contrario, si predomina la
hidrélisis de GTP, habra un momento en el que en el extremo del microtibulo solo habra
dimeros de tubulina-GDP, desencadenandose la despolimerizaciéon abrupta del mismo y

la liberacién de los dimeros de tubulina-GDP al citosol.

Esta dindmica de los microttibulos es de crucial importancia para llevar a cabo
correctamente las distintas funciones celulares de las que son responsables, tales como el
mantenimiento de la forma celular, el transporte de vesiculas, mitocondrias y otros
componentes celulares y muy especialmente en el proceso de formacion del huso mitético

durante la mitosis, siendo por tanto unas estructuras clave en el ciclo celular.

El ciclo celular es el proceso por el que tiene lugar el crecimiento de la célula y su
division en dos células hijas. Las etapas que lo forman son interfase (G1-5-G2) y mitosis

(M), (Figura 1.7).

Figura 1.7. Etapas del ciclo celular. El ciclo celular estd constituido por la interfase (G1-S-G2) y la
mitosis o division celular (M).

La fase G1 es la primera etapa del ciclo celular. En esta etapa se produce la sintesis
de ARN y proteinas y la célula duplica su tamafio debido a la continua sintesis de todos

sus componentes. Las células en G1, pueden entrar en un estado de quiescencia llamado
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GO, en el que no crecen ni proliferan (Vermeulen et al., 2003), como ocurre por ejemplo con
las neuronas. Durante esta etapa la carga genética en humanos es de 2n (siendo n=23). La
fase S es la segunda fase del ciclo, en la que se produce la replicacion o sintesis del ADN,
la cual comienza una vez la célula ha alcanzado el tamafio y el ATP necesario. Por dltimo,
la tercera fase del ciclo celular es G2. En ella contintia la sintesis de ARN y proteinas.
Termina cuando la cromatina empieza a condensarse al inicio de la mitosis. La carga

genética durante esta etapa en humanos es 4n (n=23).

La mitosis o division celular es el proceso en el que una célula se divide dando lugar
a dos células hijas idénticas. Consta de diferentes etapas: profase, metafase, anafase y
telofase (Figura 1.8). En este punto, la dindmica de los microtidbulos aumenta de 20 a 100
veces con el fin de desmontar la red radial de microtibulos de interfase y reorganizarse
ensamblando el huso mitético (Desai & Mitchison, 1997), (Jordan & Wilson, 2004),
(Mitchison & Salmon, 2001).

PROFASI

INTERFASI A - PROMETAFASI
#ig ;

I'ELOFASI METAFASI

ANAFASI

Figura 1.8. Imdgenes de microscopia confocal del citoesqueleto microtubular y del ADN durante la
division celular. Los microtiibulos se observan por el canal verde mientras que el ADN es visible en el canal
azul. En interfase, los microtiibulos se extienden a lo largo de todo el citoplasma celular. En prometafase, las
envueltas nucleares se han roto, los cromosomas estan condensados y los microtiibulos, muy dindmicos,
recorren el citoplasma en busca de los cromosomas. En metafase, los cromosomas se encuentran en el ecuador
de la célula para formar la placa metafisica. En anafase, cada copia de cada cromosoma duplicado se separa y
se mueven hacia los polos de la célula. En telofase, los cromosomas separados han alcanzado los polos del huso
mitotico y la célula madre se estd escindiendo para dar lugar a dos células hijas quedando unidas por un
“mid-body” que finalmente se separardn en la citocinesis. Adaptada de la ref. (Garcia-Hevia, 2016).
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e Tratamientos tradicionales contra el cancer basados en la inhibicion de la dindmica
microtubular.

Durante las tultimas décadas se han utilizado determinados medicamentos
antineoplasicos que son eficaces en una amplia gama de tumores. Estos fdrmacos son una
serie de compuestos que tipicamente se dirigen a los microtibulos e interfieren con su
dindmica, ya sea como agentes estabilizadores o desestabilizadores de los mismos (Jordan
& Wilson, 2004), (Zhou & Giannakakou, 2005). Ambos tipos de farmacos inhiben la
correcta alineacién de los cromosomas en metafase y el ensamblaje del huso mitético,
comportandose como un veneno que bloquea las células en metafase (Matson &

Stukenberg, 2011).

Cuando la mitosis no tiene un desarrollo normal, se activa un mecanismo que
controla la correcta alineacién de los cromosomas en la metafase, llamado punto de
control de ensamblaje del huso (SAC, del inglés spindle assembly ckeckpoint). La activacién
prolongada del SAC desencadena en la muerte celular por apoptosis, o por otros
mecanismos menos entendidos, generalmente conocidos como catdstrofe mitética (Jordan
& Wilson, 2004). Esta maquinaria previene la inestabilidad genémica y la aneuploidia
(cromosomas aberrantes), y es el mecanismo utilizado por estos farmacos para matar a las

células tumorales y vencer el cancer.

Dado que la divisiéon celular es inherente al cancer, independientemente de la
mutacion genética particular que ha tenido lugar para que se de la transformacién celular,
el bloqueo de la proliferacion celular al inhibir la dindmica de los microtabulos es una
forma de tratar cualquier tipo de cancer (Jordan & Wilson, 2004), (Zhou & Giannakakou,
2005). Esta es la razén por la que estos tratamientos antineoplasicos tradicionales estan
aun en uso. Como se menciond anteriormente, existen dos grandes familias dentro de este
tipo de farmacos, agentes estabilizadores de microtibulos o inhibidores de Ia
despolimerizaciéon, y agentes desestabilizadores de microttibulos o inhibidores de la

polimerizacion.

Los agentes estabilizadores de microtiibulos inducen el ensamblaje de los
microtibulos e impiden su despolimerizaciéon. Un ejemplo de ellos serfa la familia de los
taxanos (paclitaxel, docetaxel y cabazitaxel). Su mecanismo de accién consiste en unirse a
un “bolsillo” estructural situado en el lateral de la subunidad p-tubulina (Figura 1.9),

favoreciendo asi la estabilidad de los contactos laterales entre protofilamentos
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(Li et al., 2002). Los microtabulos ensamblados en presencia de estos farmacos, son cortos,
estables y muestran una organizaciéon aleatoria en la célula (De Brabander et al., 1981).
Este hecho da lugar a la formacién de husos mitéticos aberrantes, a menudo multipolares,
lo que lleva al bloqueo del ciclo celular en la fase G2/M y por ultimo a la muerte de la
célula por apoptosis (Alberti, 2009). Los taxanos son activos contra muchos tipos
diferentes de canceres, incluidos los canceres de mama, eséfago, gastrico, cabeza-cuello,

ovario, pulmén y proéstata, y se suelen combinar con radioterapia neoadyuvante.

Por otro lado, se encuentran los agentes desestabilizadores de microtabulos o
inhibidores de la polimerizacién. Entre ellos cabe destacar la Colchicina y analogos, tales
como los alcaloides de la Vinca. Estos farmacos se unen al polipéptido de P-tubulina,
concretamente a la regiéon de interaccién entre los dos heterodimeros de tubulina,
evitando asi la formacién de los protofilamentos (Figura 1.10) (Chen et al., 2009). Este
proceso conduce a la despolimerizacién de la matriz de microttibulos, bloqueando la

division celular y provocando la detencién de la metafase y finalmente la muerte celular.

Figura 1.9. Tipo de farmacos antineopldsicos. (Izquierda) agente estabilizador de microtiibulos. El
Taxol (verde) se une a un bolsillo estructural de la subunidad de P-tubulina (rosa), inhibiendo la
despolimerizacion. (Derecha) agente desestabilizador de microtiibulos. El firmaco (Vinblastina) se une
a la B-tubulina (rosa) en una region de interaccion con la a-tubulina del siguiente heterodimero, inhibiendo la
polimerizacion. Adaptada de la ref. (Garcia-Hevia et al., 2014).

iii) Inconvenientes de los farmacos antineoplasicos.

Como dijimos previamente, los farmacos antineoplasicos circulan por el torrente
sanguineo y actian bloqueando la proliferacién celular, dafiando directamente a todas las

células que estan proliferando de forma activa. En general, las células cancerigenas son las
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que mas crecen y se dividen, por lo que son las mds susceptibles a éstos farmacos, sin
embargo, no son las tnicas. De esta manera, los formacos antitumorales utilizados en los
tratamientos actuales contra el cdncer, no tienen la capacidad de distinguir entre células

sanas y cancerigenas, por lo que tienen importantes efectos secundarios.

Por otro lado, las células cancerigenas han encontrado diversas formas de
resistencias a la quimioterapia. La quimioresistencia constituye una falta de respuesta a
la inhibicion del crecimiento tumoral inducida por los farmacos, y se ha convertido en una
de las principales causas de las muertes por cancer. Los principales mecanismos de

resistencia se resumen a continuacién (Lugmani, 2005):

J Alteracion del transporte del farmaco a través de la membrana plasmatica. Esta
es probablemente una de las formas mas significativas de resistencia contra los agentes
antineoplasicos. La lleva a cabo un grupo de proteinas de membrana que expulsan
moléculas citotdxicas al medio extracelular, manteniendo la concentraciéon intracelular de
farmaco por debajo del umbral de destruccién. Dentro de estas proteinas cabe destacar las
proteinas de resistencia a multiples drogas (MDR, del inglés multiple drug resistance) que
se encuentran sobre-expresadas en una gran variedad de tumores, como el de pulmoén,

hepatomas o carcinomas de colon.

. Respuestas genéticas. Determinados medicamentos inhiben enzimas claves en las
vias que controlan la proliferacion celular. Sin embargo, pueden producirse
modificaciones que provoquen un aumento de la transcripcién del gen que codifica dichas
enzimas. Como la concentracién intracelular del fdrmaco es limitada, no es posible
bloquear las cantidades de enzima adicionales que se sintetizan y, por tanto, la célula sera

capaz de sobreponerse a los efectos inhibitorios.

. Mejoras en la reparacién del ADN. Otra forma en que las células pueden volverse
resistentes, es mediante el desarrollo de una capacidad mejorada para reparar y eliminar
las lesiones inducidas por farmacos que acttan sobre el ADN a través de la acciéon de

proteinas reparadoras del ADN.

J Alteraciones en las moléculas diana. Es posible que, durante el transcurso de la
terapia, la diana de los farmacos utilizados pueda modificarse de alguna manera y, por
tanto, dejar de ser un objetivo ttil para bloquear la divisién celular. Asi por ejemplo,

pueden tener lugar mutaciones o modificaciones postraduccionales en el sitio de unién de
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los farmacos antimitéticos a la molécula de tubulina impidiendo dicha unién (Orr et al.,

2003), (Giannakakou ef al., 1997).

. Efectos metabdlicos. Otra respuesta fisiologica a la presencia de farmacos es la
sobre-expresiéon de enzimas metabolizadoras de farmacos o moléculas transportadoras;
por ejemplo, el aumento de la producciéon de glutation o ubiquitina contribuye a la

inactivacion del farmaco al formar conjugados que son facilmente excretados.

Como hemos visto, los mecanismos tradicionales de combatir el cancer no son del
todo eficientes debido a la gran cantidad de efectos secundarios que producen y al
desarrollo de mecanismos de resistencia, por lo que urge buscar nuevas terapias que

acomparien o sustituyan a estos farmacos en la lucha contra el cancer.

1.1.3. Un nuevo horizonte en las terapias tradicionales contra el cancer.

El uso de Nanomateriales (NMs) en medicina tiene el potencial de transformar
radicalmente no solo los tratamientos antineoplasicos (Schroeder et al., 2012), (Farokhzad
et al., 2006), (Sailor & Park, 2012), sino también el diagnéstico por imagen (Bae et al., 2011),
los sistemas de transporte y administracién de farmacos (Bourzac, 2012), (Madani et al.,
2011), los biosensores (Sokolov, 2013), (Jaque et al., 2014), etc. Existen ademas muchos
ejemplos en la literatura que muestran cémo algunos nanomateriales podrian emplearse
como nanocapsulas, ya que pueden penetrar a través de tejidos y entrar en el interior de
las células, y desde alli detectar y tratar enfermedades (Lacerda et al., 2012), (Yehia et al.,
2007). Todo esto lleva a pensar en la Nanomedicina como terapia adyuvante, la cual
ofrece la posibilidad de complementar y mejorar los tratamientos tradicionales contra el

cancer, usados en la actualidad.

1.2. Nanomedicina.

En 1959, en una ponencia titulada “There is plenty of room at the bottom” (hay mucho
espacio en el fondo), el fisico y Premio Nobel Richard Feynman propuso un nuevo campo
de estudio para la ciencia: la tecnologia a escala atémica y molecular. “Los principios de la

fisica, que yo sepa, no estin en contra de la posibilidad de manipular cosas atomo por dtomo”
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afirmé Feynman, dejando el campo abierto para quien quisiera explorarlo. Este hecho

suscito el interés por el desarrollo de la tecnologia a una escala diminuta.

La Nanotecnologia es la ciencia encargada del disefio, sintesis, caracterizacion y
aplicacion de los nanomateriales. El prefijo nano- hace referencia a la milmillonésima
parte de un metro (Inm = 10 m). En la Figura 1.10 se puede comprobar cémo este tamafio
se corresponde con el de muchas estructuras bioldgicas, lo que junto con su morfologia,
permite a los nanomateriales interaccionar con polimeros, proteinas, ADN, etc.,

interfiriendo en numerosos procesos celulares.

Bebe Hormiga
70-80cm 0,5-2cm galbeml:: Bacteria
’ 0,5-5um Nanotubo de
a 1 Proteina carbono
S "
10’ nm 105 nm 1000 nm
10° nm
10% nm 10 nm 10°nm 100 nm 1nm Molécula
de agua
Manzana
7-9cm . . Virus
Célula animal
20 um 25-300 nm 2nm

Figura 1.10. Escala representativa de diferentes tamaiios relacionados con el contexto bioldgico y
con los nanomateriales.

Para comprender el potencial de la nanotecnologia, es clave saber que las
propiedades fisicas y quimicas de la materia cambian a escala nanométrica: la
conductividad eléctrica, el color, la resistencia, la elasticidad y la reactividad, entre otras

propiedades, se comportan de manera diferente a como lo hacen a escala macroscépica.

La Nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia en el campo de la medicina.
En 2004 el Instituto Nacional del Céncer de EEUU firmé la alianza para el uso de la
nanotecnologia en el cancer, desarrollando una nueva convergencia entre la

nanotecnologia y la medicina como campo de investigaciéon multidisciplinar.
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1.2.1. Nanomateriales.

Se define nanomaterial como aquel material que en al menos una de sus
dimensiones tiene un tamafio inferior a 100 nm. Se puede decir que existen
nanomateriales desde el origen de los tiempos, como los virus o el ADN, aunque sélo
desde este ultimo cuarto de siglo ha sido posible modificar las estructuras moleculares de

manera deliberada dentro de este tamafio.

Como se indicé previamente, la cualidad més importante y sorprendente de los
nanomateriales es el cambio que sufren sus propiedades fisico-quimicas cuando se trabaja
a esta escala. Una de las propiedades mas destacables es su elevada relacion
superficie/volumen, que propicia la aparicion de nuevos efectos mecanico-cudnticos y
hace que todas las caracteristicas relacionadas con la superficie sean bastante diferentes a

las del mismo material con mayor tamafio.

Por otro lado, el tamafio es un pardmetro clave que afecta a la tasa de captacion por
parte de la célula (Gratton et al., 2008) y es una propiedad clave para la vida media de
circulacién in vivo. Por su parte, la carga superficial del nanomaterial es un factor
tremendamente importante que contribuye a la unién de éste con proteinas y compuestos
existentes en el medio (Wang et al., 2011). De hecho, la modificaciéon superficial de los
nanomateriales (funcionalizacién), es un area de intensa investigacion para conseguir un
correcto direccionamiento de éstos hacia el tejido o célula correspondiente, mediante una
unién especifica con los receptores celulares. Ademads, los nanomateriales pueden
interaccionar con los componentes intracelulares de similares dimensiones rodeandose de
una corona de proteinas, que recibe el nombre de biocorona (Sengupta et al., 2015), que
los camufla en contextos bioldgicos confiriéndoles una identidad “bio”. Esta biocorona
juega un papel fundamental en la captacion celular (Pelaz et al., 2015), asi como en la

acumulacion y la biodegradacién de los nanomateriales (Saptarshi et al., 2013).

1.2.1.1. Clasificacion de los nanomateriales.

La gran variedad de nanomateriales existentes se pueden clasificar de muy diversas
formas. Se puede hacer una clara diferenciacién entre nanomateriales antropogénicos, es
decir, aquellos que han sido creados por el hombre o bien que han surgido como
resultado de actividades humanas, y nanomateriales naturales, que existen en la

naturaleza desde el origen de los tiempos, tales como los virus. Si nos centramos en los
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nanomateriales antropogénicos, la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA) de

Estados Unidos los clasifica en cuatro tipos en funcion de su composicién quimica:

0 Basados en carbono: se incluyen es este grupo aquellos nanomateriales
compuestos principalmente por carbono. Durante mucho tiempo se conocia que el
carbono existia en dos formas alotrépicas naturales, el grafito y el diamante. Sin embargo,
mas tarde se descubrieron nuevas formas alotrépicas entre las que cabe destacar el
grafeno, el fullereno, y los nanotubos de carbono (NTCs) (Figura 1.11), entre otras. Asi, el

carbono es el elemento quimico con una mayor cantidad de alétropos identificados.

Grafito Diamante Grafeno

Nanotubo de carbono Fullereno

Figura 1.11. Nanomateriales basados en carbono. Estructuras de algunas de las principales formas
alotropicas del carbono. Adaptada de la ref. (Nasir et al., 2018).

El grafeno es la base de todas las formas alotrépicas grafiticas encontradas. Si una
lamina de grafeno se empaqueta en forma de esfera, da lugar a los fullerenos, si varias
capas de grafeno se apilan interaccionando unas con otras mediante enlaces de Van der
Waals e interacciones -1, se obtiene el grafito, mientras que si se enrolla sobre si misma

en forma de cilindro da lugar a los nanotubos de carbono.

. Basados en metales: dentro de esta categoria se incluyen los puntos cuanticos,
nanoparticulas de oro y plata y 6xidos metalicos como el didxido de titanio o el 6xido de

zinc.

. Dendrimeros: se tratan de polimeros de tamafio nanométrico construidos a partir

de unidades ramificadas. Presentan forma tridimensional de construccion arborescente.
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J Compuestos: estos materiales se forman por la unién de dos o mas materiales, con
el fin de conseguir mejorar las propiedades (por ejemplo, mayor rigidez o dureza,
resistencia mecanica, resistencia a la corrosién, menor peso, buen conductor térmico, etc.)

de los materiales originales por separado.

A pesar de que existen multitud de nanomateriales, son de especial interés para
nosotros los que encuentran aplicaciones en biomedicina y mas concretamente en el
campo de la oncologia. Como vimos anteriormente, el tamafio de los nanomateriales se
encuentra en la escala de muchas estructuras biolégicas, lo que abre un campo muy
interesante en el estudio de la interaccién entre nanomateriales y determinadas
biomoléculas que tienen un papel relevante en el cancer. También son de gran interés
aquellos nanomateriales que gracias a sus propiedades permiten transportar en su interior
o en su superficie determinados farmacos o biomoléculas hacia las células dianas,
llevando a cabo una liberacién controlada de los mismos, in situ. El principal nanomaterial
con el que se ha trabajado en esta tesis doctoral son los nanotubos de carbonos (NTCs),
que debido a sus excepcionales propiedades fisico-quimicas puede llegar a jugar un papel

muy importante en las terapias alternativas al tratamiento del cancer.

1.2.1.2. Nanotubos de carbono.

En 1991 Sumio lijima caracterizé por primera vez mediante microscopia electrénica
de alta resolucién una nueva forma alotrépica del carbono consistente en ldminas de
grafeno enrolladas sobre si misma en forma de tubo, descubriendo asi los nanotubos de

carbono (lijima, 1991).

Segtn el nimero de capas de grafeno que presenten, se pueden encontrar tres tipos
de NTCs (Figura 1.12): de una sola capa (SWCNTs, del inglés Single-Wall Carbon
Nanotubes), de dos capas (DWCNTs, del inglés Double-Wall Carbon Nanotubes) y de varias
capas (MWNCTs, del inglés Multi-WWall Carbon Nanotubes).

Los SWCNTs son cilindros formados por laminas aisladas de grafeno que se
enrollan sobre si mismas, con didmetros entre 1 y 2 nm. En el caso de los DWCNTs, son
dos ldminas las que se pliegan en torno a un eje. Los MWCNTSs consisten en mas de dos
laminas de grafeno enrolladas en cilindros concéntricos, con espacios de 0.3-0.4 nm entre

las capas (Gong et al., 2005).
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SWCNTs DWCNTs MWCNTs

Figura 1.12. Tipos de nanotubos de carbono en funcién del niimero de capas de grafeno que lo
forman. A la izquierda nanotubo de una sola capa (SWCNT), en el centro de dos (DWCNT) y a la derecha
nanotubos de mds de dos capas (MWCNT).

i) Propiedades de los NTCs.

Los NTCs estan formados por atomos de carbono con hibridaciéon sp2 Su
composicion y estructura hace que presenten excepcionales propiedades fisico-quimicas,
a nivel térmico, mecanico, electrénico o de reactividad superficial. De esta forma, este
material es una de las fibras mas resistentes conocidas hoy en dia, de hecho, se encuentra
entre los materiales mas fuertes en la direccién axial, con un médulo de Young seis veces
superior a la del acero de altas prestaciones, y su resistencia a la traccién puede alcanzar
mas de diez veces la de las fibras mds resistentes, ademds presenta una elevada
resiliencia, es decir, tiene una alta capacidad para deformarse y no romperse bajo estrés
mecéanico (Lu, 1997), (Treacy et al., 1996). Por otro lado, tienen una alta conductividad
térmica a temperatura ambiente, y son considerablemente estables térmicamente,
soportando temperaturas de 2800 °C en vacio y en torno a 450 °C en presencia de oxigeno.
Son buenos conductores de la electricidad, aunque presentan un amplio margen de

conductividades en funcioén de su didmetro, quiralidad y namero de capas (Hamada et al.,

1992).

ii)  Aplicaciones de los NTCs.

Las excepcionales propiedades que se han mencionado hacen de los NTCs unos
excelentes nanomateriales para ser utilizados en multiples aplicaciones en muy diversos
campos. Una de las aplicaciones de mayor futuro es en el campo de la energia, son buenos
candidatos para el desarrollo de supercondensadores (Peng et al., 2007), (Simon &
Gogotsi, 2008), (Portet et al., 2007) y en la fabricaciéon de células solares (Yen et al., 2008),

(Jia et al., 2008). En el campo de la nano-electrénica también tienen multiples aplicaciones,
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especialmente en la fabricacién de memorias informaticas (Jang et al., 2008). Gracias a su
elevada area superficial y a su estructura porosa también han mostrado gran potencial en
la adsorciéon de diversas sustancias quimicas (Zhong et al., 2009), (Kabbashi et al., 2009),
(Yang & Xing, 2009). Cabe destacar también su aplicacion como aditivos en composites
cerdmicos o poliméricos para mejorar sus propiedades (Bokobza, 2007). Por dltimo, en un
estudio publicado en 2006 en la revista Nature, se observaron mediante microscopia
electrénica de alta resolucion NTCs en el acero con el que se forj6 una espada de Damasco
fabricada en el siglo XVII, esto podria explicar la fortaleza que las hicieron legendarias

(Reibold et al., 2006).

Se podrian seguir mencionando maés aplicaciones en otros campos, sin embargo, una
vez visto una serie de ejemplos representativos de la gran utilidad de este nanomaterial y
teniendo en cuenta el objetivo de esta tesis, se pasard a continuacién a hablar de las

aplicaciones bioldgicas de los NTCs.

iii) Aplicaciones bioldgicas de los NTCs.

Para que los NTCs puedan tener aplicaciones bioldgicas, es necesario poder
resuspenderlos en medios biolégicos, con el fin de evitar la citotoxicidad de los
disolventes organicos. De esta forma, la funcionalizacién de los mismos juega un papel

fundamental.

La funcionalizacién de los NTCs consiste en su recubrimiento con determinadas
moléculas o la modificacion quimica de su superficie. Es crucial para disminuir su
toxicidad y ampliar el alcance de sus aplicaciones debido a que mejora su dispersabilidad,
aumenta su interaccién con los receptores celulares y ayuda a su biocompatibilidad. Se

puede hablar de dos tipos de funcionalizacién, covalente y no covalente.

La funcionalizaciéon no covalente esta basada en interacciones de Van der Waals,
hidrofébicas o -1, entre la superficie del nanotubo y determinadas moléculas que lo
recubren. Es particularmente interesante debido a que no se altera la estructura
electrénica del NTC. Sin embargo, este tipo de funcionalizacién implica interacciones
débiles entre la superficie del nanotubo y las moléculas de interés, por lo que en muchos
casos son dificiles de controlar y de caracterizar. Ademas, la cantidad de moléculas unidas
no siempre es calculable. Especialmente en el caso de que la muestra se encuentre en

disolucién, puede ocurrir que las moléculas de interés sean remplazadas por el disolvente
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(Toma, 2009). Aun asi, se pueden encontrar muchos trabajos en la literatura basados en la
funcionalizacién no covalente, por ejemplo con proteinas, ADN y otras biomoléculas
(Tasis et al., 2006), (Ado Jorio & Dresselhaus, 2008), debido a que es muy sencilla y a que
no suele necesitar condiciones agresivas para llevarse a cabo, por lo que se asegura la

estabilidad de las moléculas que se quieren unir.

Por otro lado, en la funcionalizacion covalente, las paredes de los NTCs se
modifican de forma irreversible (Toma, 2009). En este caso se modifica la estructura
electrénica de la superficie del nanotubo, pudiendo alterar sus propiedades electrénicas y
Opticas. Las reacciones pueden tener lugar en la pared lateral del nanotubo o en los sitios
con defectos generalmente localizados en los extremos de los mismos (Tasis et al., 2006).
En la funcionalizacién covalente se crean defectos estructurales en la pared del NTC de tal
forma que pueden aparecer anillos de 5 y 7 carbonos en lugar de 6, hay rehibridacién de

sp? a sp?, aparicion de grupos -OH, -COOH, -C=0 al tratarlos con 4cidos, etc.

Como ejemplos de reacciones que acttian sobre la pared lateral del nanotubo cabe
mencionar la adicién radicalaria a través de una sal de diazonio, o reacciones de
cicloadiciéon como la reacciéon de Prato consistente en una cicloadiciéon 1,3-dipolar
(Maggini et al., 1993). Por otro lado, la funcionalizacién en los extremos de los nanotubos
se produce a través de reacciones de amidacién o esterificacién, o bien mediante la
obtencion de grupos carboxilicos al oxidar los nanotubos mediante tratamiento con &cidos

(Tasis et al., 2006).

Una vez que estdn correctamente funcionalizados, estos materiales pueden jugar un
papel muy importante en el desarrollo de nuevos tejidos y érganos. Se ha visto como los
NTCs consiguen imitar el rol del colageno como soporte en los tejidos 6seos, aumentando
la resistencia, flexibilidad y biocompatibilidad de los materiales que se utilizan
actualmente como protesis (Zhao et al., 2005). También se han llevado a cabo estudios de
NTCs en proétesis visuales (Shoval et al., 2009). Por otro lado, debido a sus propiedades
como conductores o semiconductores, se podrian integrar con el tejido nervioso
usandolos como interfaces neuronales (Serpell et al., 2016). Ademas, dada su capacidad de
entrada rdpida en las células presentadores de antigenos, como las células dendriticas, son
especialmente ttiles como portadores de antigenos, pudiendo comportarse como

nanovacunas (Scheinberg et al., 2013), (Gottardi & Douradinha, 2013).
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A continuacién se procederd a desarrollar las dos aplicaciones biolégicas en las que
se centra el estudio de la presente tesis doctoral. Aunque a lo largo de la introduccién se
hable en general de NTCs, todo el trabajo desarrollado en la presente tesis y por tanto, en

la literatura en la que se basan estos estudios, se refiere a MWCNTs.

J NTCs como agentes antineoplasicos.

Estudios realizados en nuestro laboratorio con anterioridad, demostraron como la
mera entrada de los NTCs en las células cancerigenas y su interaccion con los multiples
componentes de la misma, ejerce un efecto anti-proliferativo (Rodriguez-Fernandez et al.,
2012), anti-migratorio (Garcia-Hevia et al., 2015a) y citotéxico (Garcia-Hevia et al., 2015b)
en diferentes tipos de células tumorales, dando lugar también a importantes efectos

antineoplasicos en tumores de melanoma sélidos en modelos murinos (Garcia-Hevia et al.,

2016b).

Algunos estudios sugieren que al menos entre el 30-50 % de los NTCs
funcionalizados entran en las células mediante un proceso independiente de energia (Shi
et al., 2011). Una vez dentro, pueden dispersarse por el citoplasma, pueden incluirse en
estructuras membranosas o pueden interactuar con la envoltura nuclear, entrar en el
ndcleo e interaccionar con el ADN (Lacerda et al., 2012). Los diferentes tipos de NTCs
exhiben propiedades fisicoquimicas bastantes distintas. Su longitud, didmetro y estado de
agregaciéon determinan sus mecanismos de captacién celular y su interacciéon con los
diferentes componentes celulares. Entre ellos, hay evidencias de que los NTCs interacttan
con el ADN (Li et al., 2006), la actina (Holt ef al., 2010), los microtibulos (Pampaloni &
Florin, 2008), etc. Estas interacciones pueden alterar los diversos mecanismos celulares,

principalmente la replicacién del ADN, la proliferacion celular y la migracion.

Cabe destacar que los microtabulos y los NTCs comparten una serie de
propiedades. Ambos tienen dimensiones y propiedades de superficie similares. Tanto los
NTCs como los protofilamentos que forman los microtibulos se auto-ensamblan y forman
racimos, tienen una alta relacién longitud-anchura, muestran una alta elasticidad y
resiliencia. Sin embargo, a diferencia de los NTCs, los microtibulos son altamente
dindmicos como dijimos anteriormente, lo cual es crucial para la proliferacién celular. La
similitud entre ambas estructuras lleva a la interacciéon biomimética intrinseca de los

NTCs con los microtabulos, lo cual provocaria la inhibicion de su dindmica. La
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interferencia en la dindmica de los microtdbulos da como resultado un bloqueo en la
division celular y una mal segregacién cromosémica, que finalmente conduce a la muerte

celular por apoptosis.

Rodriguez-Fernandez et al. muestran en su trabajo imdgenes de Microscopia
Electrénica de Trasmision (TEM) de células HelLa tratadas con NTCs durante 70 h
(Rodriguez-Ferndndez et al., 2012) (Figura 1.13). En ellas observan racimos o “bundles” de
NTCs intracelulares (flechas rojas) que se entremezclan y asocian con microtabulos
(flechas blancas) alrededor del ntcleo. Estos racimos de NTCs han sido observados en
otros trabajos rodeados por una membrana, o bien dentro del nicleo, interactuando con la
cromatina (Lacerda et al., 2012), (Porter et al., 2007). Estos hallazgos confirman que los

NTCs entran en las células e interfieren con los filamentos alli presentes.

Figura 1.13. Iinagen de microscopia de trasmision electronica (TEM) de una seccién de una célula
HeLa. Se observan racimos de NTCs dentro de las células (flechas rojas). La almohadilla es una ampliacién
de la imagen donde se observa un bandle de NTCs (flechas rojas) paralelos a microtiibulos (flechas blancas),
lo que podria indicar una posible interaccion lateral entre ambos. Adaptada de la ref. (Rodriguez-Fernindez
etal., 2012).

Rodriguez-Fernandez et al. demostraron en su trabajo que los NTCs podian actuar
como inhibidores de la dindmica microtubular, imitando el efecto producido por los
farmacos antimitéticos. Los microttibulos normalmente irradian desde el centrosoma
hasta la zona periférica de la célula, sin embargo se observé que cuando estas células eran

expuestas a diferentes concentraciones de NTCs durante 70 h, esta disposicion radial de
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los microtibulos desaparecia, observandose microtidbulos no conectados a los
centrosomas, demostrdndose asi que los NTCs interfieren en las trayectorias de

nucleaciéon de microtabulos (Rodriguez-Ferndndez et al., 2012) (Figura 1.14).

ADN/microtabulos/actina
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Figura 1.14. Imagen de microscopia confocal de husos mitoticos aberrantes en células tratadas con
NTCs. Se observan aberraciones en la organizacion de los cromosomas (canal rojo) y en la distribucion
cromosomica (canal azul). Los centrosomas se indican mediante flechas blancas. A) Se presentan husos
mitoticos aberrantes incluyendo husos dobles, microtiibulos acentrosomales desorganizados, husos
multipolares y finalmente monoastrales (de izquierda a derecha). B) Telofases/citocinesis aberrantes en
cultivos tratados con NTCs. Los defectos incluyen divisiones celulares tripolares (izquierda, flecha blanca) y
asimétricas (derecha) donde los dos niicleos de las células hijas se han quedado en una vinica célula (flechas
azules rellenas: célula con dos niicleos; flecha azul vacia: célula sin niicleo). C) Proyeccion de una imagen de
microscopia confocal de una célula en anafase. Se observa una densidad anormalmente alta de microtiibulos
en la zona media (canal rojo extraido en gris, flecha blanca) y microtiibulos con una disposicion acentrosomal
(flechas rojas). Adaptada de la ref. (Rodriguez-Ferndndez et al., 2012).

El tratamiento con NTCs produce un amplio espectro de aberraciones que ocurren

en todas las etapas mitéticas, observandose husos mitéticos y distribuciones
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cromosomicas aberrantes. Asi se pueden observar husos dobles, multipolares o
monoastrales (Figura 1.14A) en las células Hela tratadas con nanotubos. También se
observaron telofases y anafases anormales, o telofases tripolares y divisiones celulares
asimétricas (Figura 1.14B-C). Todos estos fallos mitéticos conducen a detenciones de la

division celular y eventualmente a la muerte de la célula por apoptosis.

Los efectos provocados por los NTCs sobre las células cancerigenas son
fenotipicamente idénticos a los producidos por los farmacos que interfieren en la
dindmica de los microttbulos descritos con anterioridad. Sin embargo, la interacciéon de
los NTCs con los microtabulos es diferente a la de los farmacos de unién a microtabulos.
Mientras los farmacos se unen a pequefias zonas de contacto o bolsas estructurales dentro
del polipéptido B-tubulina, los NTCs interaccionan a lo largo de todo el lateral de los
protofilamentos de tubulina, existiendo una gran superficie de interaccién entre el
nanotubo y el polimero de tubulina, que es mucho més estable que la establecida entre la

tubulina y cualquiera de estos farmacos (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Comparacién de la interaccion de los farmacos tradicionales con la tubulina frente al
modelo de interaccion del NTC con el protofilamento de tubulina. Se muestra la a-tubulina en azul, la
P-tubulina en rosa y los sitios de union con diferentes farmacos en verde. Arriba: farmacos desestabilizadores
de microtiibulos (Colchicina y Vinblastina). Abajo: firmacos estabilizadores de microtiibulos (Taxol y
Epotilona). EIl modelo de interaccion lateral entre el NTC (rojo) y un protofilamento de tubulina se muestra a
la derecha (Garcia-Hevia et al., 2014).

La interaccién entre los NTCs y la tubulina que se presenta en el modelo de la

Figura 1.15, presenta varias ventajas frente a los farmacos tradicionales. Por una parte, el
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hecho de que la interaccion tenga lugar a lo largo de todo el protofilamento hace dificil la
aparicion de resistencias por diferentes mutaciones o cambios post-traduccionales en el
polipéptido de tubulina. Ademas, la interaccién del nanotubo sigue permitiendo la unién
de los farmacos tradicionales a la molécula de B-tubulina, por lo se podria llevar a cabo un

posible efecto sinérgico a la accion de estos farmacos.

J Los NTCs inhiben la progresion del tumor in vivo. El melanoma como modelo
tumoral.

A la hora de llevar a cabo estudios in vivo, se ha de tener en cuenta, que los tumores
solidos no son simplemente masas desorganizadas de células cancerigenas en division
descontrolada. Por el contrario, son estructuras celulares complejas que se asemejan a un
6rgano, constituidas por mdultiples tipos celulares y por componentes de la matriz
extracelular, sometidos continuamente a procesos de remodelacion del tejido (Egeblad et

al., 2010).

El modelo tumoral utilizado en esta tesis para llevar a cabo los estudios in vivo
consiste en un tumor sélido de melanoma de ratén (ver capitulo III, seccién 3.3.2). Este
modelo fue desarrollado en el 2016 por Garcia-Hevia et al. y es altamente representativo
de la mayoria de tumores malignos, estando caracterizado por la presencia de acidosis
local, edemas y abundantes células estromales que dan soporte y ayudan al crecimiento
del tumor. Ademads, estos tumores presentan una alta tasa mitdtica, focos necréticos
intratumorales, pérdida de conexiones intercelulares (acantolisis), desarrollo de
neovasculatura, bordes tumorales expansivos e infiltracién de tejidos circundantes (como
grasa, musculos y nervios periféricos) y una respuesta inflamatoria significativa (Garcia-

Hevia et al., 2016a) (Figura 1.16).

Garcia-Hevia et al. observaron como una tnica inyeccion intratumoral de 2 pg de
NTCs producia un notable efecto antitumoral en los tumores sélidos de melanoma de
raton descritos anteriormente. Concretamente se observé una reduccién de un 27 % del

peso del tumor con respecto al control no tratado (Garcia-Hevia et al., 2016b).
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Figura 1.16. Exdmenes histopatolégicos de los tumores de melanoma. Arriba izquierda: Seccion de
hematoxilina-eosina del tumor que presentan caracteristicas tumorales malignas tipicas: como los bordes
tumorales expansivos y neovascularizacion. Las células trasplantadas desarrollan la infiltracion de masas de
células tumorales con células epiteliales pigmentadas (flecha). Arriba derecha: se observa de cerca las masas
de células pigmentadas dentro del organo tumoral. Abajo izquierda: Detalle de la acantolisis (pérdida de
conexiones intercelulares) que rodea los vasos sanguineos pequerios cargados de eritrocitos (flecha). Abajo
derecha: se observa acantolisis, ademds de una respuesta inflamatoria significativa, un alto indice mitético y
focos de necrosis intratumoral (Garcia-Hevia et al., 2016a).

. NTCs como sistema de liberacion de farmacos.

La otra aplicacion biolégica de los NTCs que se estudia en la presente tesis es su uso
como sistema de administracion de farmacos. Los sistemas de administraciéon de farmacos
ofrecen la posibilidad de liberar los farmacos in situ, en una concentracién apropiada,
maximizando los efectos producidos en las células tumorales y reduciendo al mismo

tiempo la citotoxicidad de las células sanas (Peer et al., 2007).

Un sistema ideal de liberacién de farmacos ha de tener como caracteristicas
principales i) que sea biocompatible, ii) que sus propiedades fisico-quimicas sean las
adecuadas para poder encapsular o enlazar los farmacos o las moléculas de interés, iii)
que sea facilmente internalizado por las células, atravesando membranas biolégicas sin
producirle dafios, iv) que permita hacer una liberacién controlada del farmaco una vez

dentro de la célula v) que tras ejercer su funcion, se degrada y elimine del organismo.

Los nanodispositivos actuales, ofrecen soluciones limitadas al problema de la

administraciéon citopldsmica de farmacos. Los mayores desafios son i) el reconocimiento
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celular especifico, ii) la protecciéon de la carga de las condiciones quimicas lisosomales
hostiles, iii) el escape endolisosémico no letal, iv) el transporte de diferentes terapias al
citosol, y finalmente, v) la eliminacién del nanotransportador para evitar la citotoxicidad a

largo plazo.

Se puede encontrar en la literatura un gran nimero de estudios en los que se
utilizan los NTCs como sistema de administraciéon no sélo de farmacos antitumorales,
sino también de biomoléculas como ADN, ARN, proteinas, etc. (Riggio et al., 2009),
(Madani et al., 2011), Cs son unos buenos candidatos como sistemas de liberaciéon de
farmacos gracias a sus excelentes propiedades fisico-quimicas. Debido a su facil
funcionalizacién pueden enlazar en su superficie un amplio nimero de moléculas, bien
sea mediante interacciones no covalentes (tipo Van der Waals, r1-11 0 electrostaticas) o bien
mediante enlaces covalentes como se explicé con anterioridad. Pero sin duda la propiedad
que hace de este nanomaterial uno de los mejores candidatos como sistema de entrega de
farmacos, es su facilidad para atravesar barreras biolégicas y ser internalizados por todo

tipo de células.

Con respecto a la internalizacién de los NTCs en las células, estudios
experimentales y tedricos realizados durante los dltimos diez afios, han llevado a
entender que los NTCs cortos y funcionalizados, interaccionan con las membranas
biolégicas, con otras barreras biolégicas, y con muchos de los componentes que
constituyen las células. Los NTCs permiten transportar formacos a través de membranas
biolégicas al citoplasma sin causar dafios a la célula. Esto es posible gracias a i) que
presentan forma de fibra con un tamafio dentro de la escala nanométrica, ii) en el caso de
que estén funcionalizados quimicamente, presentan un caracter anfipatico (hidrofébico-

hidrofilico), iii) sus dimensiones tanto longitudinales como laterales (Serpell et al., 2016).

En muchos estudios se han observado como los NTCs son capaces de atravesar las
membranas celulares directamente, eludiendo la ruta endocitica (Figura 1.17). La primera
observacion directa de NTCs atravesando membranas celulares se obtuvo en 2004, como
parte de un estudio en el que se usaban nanotubos funcionalizados con grupos amonios
como agentes de transfeccién para la administracion de ADN (Figura 1.17a) (Pantarotto et
al., 2004), la liberaciéon se corroboré mediante la expresion del ADN transportado. Al
mismo tiempo, se realizé un estudio tedrico en el que se encontré que los NTCs cortos y

con grupos terminales hidrofilicos, interactdan con las membranas lipidicas formando
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canales transmembrana (Figura 1.17b) (Lopez et al., 2004). Poco después, se documenté la
entrada controlada de NTCs en las células al utilizar nanotubos que posefan particulas de
niquel ferromagnético en los extremos. Mediante la aplicacién de un campo magnético los
NTCs se podian mover rapidamente a través de las membranas celulares (Figura 1.17c,

1.17d) (Cai et al., 2007).

A raiz de esos resultados, comenzé a pensarse en el uso de NTCs para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el cerebro. La barrera hematoencefalica es
uno de los mayores retos de la medicina hoy en dia, de esta forma se pensé que las
propiedades tnicas de penetracion de los NTCs podrian suponer una contribuciéon
significativa a este problema. En 2007 se observé como NTCs funcionalizados con
diversos polimeros eran capaces de penetrar de forma directa dentro de microglia, células
internas del sistema nervioso central (Figura 1.17e) (Kateb et al., 2007). En 2011, se llevé a
cabo una importante demostracion in vivo del potencial de los nanotubos para atravesar
membranas neuronales (Al-Jamal et al., 2011). NTCs cargados positivamente se usaron
para transportar ARN y administrarlo a células de cerebro de rata. El ARN utilizado
interfiere con la expresién de la proteina caspasa-3. La entrega del ARN a través de las
membranas neuronales se corroboré mediante la observaciéon de reducciones en la
produccién de dicha proteina. Los NTCs dentro de las células neuronales se observaron

mediante microscopia electrénica (Figura 1.17g).

También se ha estudiado la interaccién de los NTCs con otras barreras bioldgicas.
Ahora se puede entender la aparicion de NTCs en la orina de animales tratados con este
nanomaterial. La mayoria de los nanomateriales no se excretan de esta forma debido a
que requiere pasar a través de poros de 30 nm de ancho. Estudios de microscopia
revelaron como NTCs con didmetros de entre 20-30 nm eran capaces de reorientarse in
vivo, perpendicularmente a la membrana, pasando a través de sus poros (Figura 1.17f)

(Lacerda et al., 2008).
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Figura 1.17. Penetracién directa de membranas bioldgicas por NTCs. a) Imagen TEM de NTCs
entrando en células HeLa. b) Simulacién mediante dindmica molecular de NTCs cortos formando un canal en
la membrana. c) Imagen SEM de nanotubos con particulas magnéticas dentro de células MCF-7. d) Imagen
de microscopia confocal de fluorescencia de NTCs con particulas magnéticas entrando en linfocitos B. e)
Imagen TEM de NTCs penetrando en microglia. f) Imagen TEM de NTCs individuales pasando
perpendicularmente a través de filtros bioldgicos en el ririon g) Imdgenes SEM de NTCs cruzando la
membrana neuronal. h) Imdgenes TEM de NTCs cruzando membranas de células A549 (Serpell et al., 2016).

Por otro lado, también se han observado mecanismos de entrada de los NTCs en las
células mediados por endocitosis. Shi et al. muestran en su trabajo NTCs entrando dentro
de células de higado de raton mediante endocitosis. En la Figura 1.18 se observan
imagenes de SEM de alta resolucién en las que se pueden apreciar invaginaciones en la
membrana plasmatica, que daban como resultado la formacién de las vesiculas propias de
la endocitosis, que finalmente acabaran desprendiéndose al citosol con los nanotubos en

su interior (Shi et al., 2011).

La entrada de los NTCs a través de la ruta endocitica es de gran relevancia a la hora
de intentar direccionar el nanotransportador de forma especifica hasta las células
tumorales. El nanotubo puede ser funcionalizado con determinadas moléculas o
anticuerpos que fueran reconocidos tnicamente por receptores de las membranas de las
células dianas y entrar en ellas mediante endocitosis. Esta entrada endocitica de los
nanotubos en las células sera estudiada mas ampliamente en el capitulo IV de la presente

tesis.
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Figura 1.18. Entrada de NTCs en células de higado de ratén via endocitosis. Izquierda: NTCs en
proceso de entrada a la célula, penetrando perpendicularmente a la membrana plasmdtica. Derecha: Las
flechas muestran las invaginaciones en la membrana caracteristicas de la endocitosis. Barra de escala, 300
nm. (Shi et al., 2011).

En resumen, se puede decir que la capacidad de los NTCs para atravesar el umbral
entre una célula viva y su entorno circundante es tnico: ningtin otro método parece
mostrar la misma eficacia, lo que abre las puertas a muchas posibles aplicaciones

terapéuticas.

Se puede concluir diciendo que las excelentes propiedades de superficie de los
NTCs pueden ser una doble herramienta en la lucha contra el cancer. Por un lado,
permiten transportar en su superficie determinados farmacos anticancerigenos o
biomoléculas y gracias a su facilidad para penetrar a través de membranas bioldgicas,
liberarlos in situ, dentro de las células malignas. Por otro lado, tienen propiedades
antitumorales intrinsecas, provocando por si mismos efectos anti-proliferativos y
citotoxicos en neoplasias altamente agresivas y heterogéneas como melanomas malignos,

muy dificiles de tratar con quimioterapias convencionales.

. Inconvenientes de los NTCs.

Desafortunadamente, a pesar de los interesantes resultados obtenidos con los NTCs
como posibles agentes antineoplasicos y transportadores de farmacos, hay un largo
camino antes de que se puedan aplicar en la clinica. Sus posibles efectos a largo plazo,

tales como tasas de eliminacién, acumulacion en tejidos, dafio tisular, etc., son cuestiones
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claves que se necesitan estudiar y mejorar. Entre los efectos secundarios no deseados cabe
destacar que los NTCs desencadenan reacciones inflamatorias, citotéxicas, roturas de
ADN, mal segregacién cromos6émica, etc. (Madani et al., 2013), (Rittinghausen et al., 2014),
(Kostarelos, 2008), (Lee et al., 2012), (Hamilton et al., 2013). Por lo tanto, uno de los
posibles inconvenientes para la aplicacion de los NTCs en Nanomedicina es la
imposibilidad de eliminar completamente este nanomaterial después de la terapia,

pudiendo tener un efecto acumulativo.

El descubrimiento de la biodegradacion de los NTCs in vitro por células fagociticas
del sistema reticulo-endotelial, ha abierto nuevas oportunidades. Estas células pueden
degradar todo tipo de biomoléculas capturadas por las rutas de entrada endociticas o
fagociticas. Sus lisosomas, que tienen un pH acido de 4.5, contienen una gran variedad de
enzimas (hidrolasas acidas y peroxidasas) que son capaces de digerir gradualmente los
NTCs (Kagan et al., 2010), (Nunes et al., 2012), (Andén et al., 2013), (Farrera et al., 2014),
(Seo et al., 2015), (Elgrabli et al., 2015a). El estudio de la biodegradacion de los NTCs es

uno de los objetivos en el que se centra esta tesis.

El segundo inconveniente a mencionar de los NTCs, es con respecto a su uso como
sistema de liberacién de farmacos. Una de las caracteristicas que debe tener un sistema
ideal de liberacion como se menciond anteriormente, es que permita la liberacion
controlada de la terapia. En el caso de que la droga esté unida de forma no covalente a la
pared del nanotubo es muy posible que se intercambie con el medio fisiolégico,

produciéndose la liberacién antes de que se produzca la entrada en la célula.

Por otro lado, a la hora de funcionalizar los NTCs con los farmacos o biomoléculas
de interés, se ha de tener en cuenta la estructura y estabilidad de dichas moléculas en
determinadas condiciones. En el caso de que las interacciones entre los farmacos y la
superficie del nanotubo sean no-covalentes, lo ideal serfa que la droga o molécula de
interés tuviera una estructura plana con anillos aromaticos para que se dieran
interacciones 11-11 con los anillos del nanotubo, o bien si la molécula presentasen cargas
positivas se podrian crear grupos carboxilicos con cargas negativas en la superficie del
nanotubo sometiéndolo a procesos oxidativos con &cidos, asi seria posible establecer
interacciones electrostaticas entre el nanotubo y el foirmaco. Sin embargo, en el caso de

que no se dieran estas condiciones la funcionalizacién no-covalente se haria mas compleja,
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y probablemente no existiria la suficiente afinidad entre farmaco y nanotransportador

como para que permanezcan unidos.

Por otro lado, la funcionalizacién covalente no siempre es posible. Determinados
farmacos son muy sensibles a las condiciones de reaccion en las que se produce la unién y
se degradan al enlazarlos al nanotubo perdiendo su funcionalidad. Ademas, no todos los
farmacos tienen los grupos funcionales idéneos para que las reacciones con la superficie

del nanotubo tengan lugar.

Estos inconvenientes hacen necesaria la busqueda de otro sistema mds completo que
permita transportar una mayor variedad de compuestos, y que asegure una mayor
proteccién del farmaco. Asi, la tltima parte de esta tesis doctoral consiste en la sintesis y
evaluacién de un sistema de entrega de farmacos multiestructurado, que aproveche las
ventajosas propiedades de los NTCs, y que a la vez permita solventar todas las

desventajas mencionadas anteriormente.

1.2.1.3. Particulas de silice mesoporosa.

Las particulas de silice mesoporosa (SiO> MP) tienen una serie de caracteristicas que
las hacen una buena eleccién como sistema de liberacién de farmacos antitumorales. A

continuacion se estudian brevemente cada una de ellas (Iturrioz-Rodriguez et al.):

i) Propiedades fisico-quimicas.

Presentan una estructura interna mesoporosa bien ordenada con un gran volumen
de poro (0.2-1.0 cm3/g) y una elevada superficie que puede oscilar entre 700-1000 m2/g.
La sintesis de dichas particulas puede modificarse para conseguir tamafios en un rango
entre 40-600 nm (Qianjun et al., 2009). Estas caracteristicas abren la posibilidad a
transportar diferentes drogas anticancerigenas tales como docetaxel (Khosravian et al.,
2016), paclitaxel (Meng et al., 2015) o doxorubicina (Rosenholm et al., 2011), entre muchas

otras.

ii) Liberaciéon controlada del farmaco.

Las particulas de SiO» MP cumplen bien esta funcién debido a su estructura porosa.
Una de las principales ventajas de estas particulas es la posibilidad de disefar sistemas

donde los fdrmacos entren en los poros mediante mecanismos de difusién y una vez
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dentro producir el bloqueo de los poros mediante el recubrimiento con diversos
polimeros para evitar su salida prematura. Posteriormente, se podrian emplear diferentes
estimulos para llevar a cabo la liberaciéon controlada del farmaco: estimulos internos
como el pH, potencial redox, enzimas, etc; o estimulos externos, como campos
magnéticos, luz o un aumento de temperatura. A continuacion, se pasara a estudiar con

mas detalles estos estimulos:

J Estimulacion interna. Sistemas sensibles al pH: como ya se ha indicado, unas de
las caracteristicas generales del céncer es la presencia de un entorno acido debido al
“efecto Warburg”. Una estrategia efectiva para controlar la liberacién de farmacos es el
uso de polimeros u otras estructuras tales como liposomas, que recubran la particula de
SiO; e impidan que se de la liberaciéon a pH fisiolégico, pero que sin embargo se degrade a

pH acidos, liberando el farmaco en el entorno tumoral.

. Estimulacion interna. Sistemas sensibles a las enzimas: las células tumorales
sobre-expresan determinadas enzimas en comparacion con las células sanas (Cheng et al.,
2015). Este hecho permite el disefio de sistemas de liberacion sensibles a la accion de
dichas enzimas. Por ejemplo, la metaloproteinasa es una enzima que genera protedlisis y
que se encuentra sobre-expresada en muchos tumores, estando asociada con la metastasis.
En un estudio realizado por Liu ef al. se utilizé un sistema de administraciéon de un
farmaco antitumoral basado en particulas de SiO, MP recubiertas por albimina de suero
bovino, la cual permite el sellado de los poros, pero a su vez es sensible a la accién de la
proteasa. Los experimentos in vivo mostraron que este sistema permitia liberar la terapia
in situ, observiandose efectos antineoplasicos y disminuyendo los efectos secundarios

propios de la administracion de la droga libre (Liu et al., 2015).

J Estimulacion interna. Sistemas sensibles al potencial redox: el glutatiéon es un
tripéptido no proteico constituido por glutamato, cisteina y glicina. Actda como agente
reductor, ayudando a proteger a las células de las especias reactivas de oxigenos como los
radicales libres y los peréxidos y, ademds, mantiene las enzimas en estado activo. En las
células cancerosas, la concentraciéon de glutatiéon es tres veces mayor que en las células
normales, por lo que puede ser una buena herramienta a la hora de idear sistemas de
liberacion de medicamentos (Saito et al., 2003). El glutation tiene mucha afinidad por la

reducciéon de los enlaces disulfuro, pasando a convertirse tras la reacciéon redox en su
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forma oxidada, disulfuro de glutation. Teniendo en cuenta esto, se pueden idear sistemas
de liberaciéon de farmacos susceptibles a la acciéon del glutation o de otros agentes
reductores. Por ejemplo, Gong et al. sintetizaron particulas de SiO, MP funcionalizadas
con polietilenglicol (PEG) unido mediante un enlace disulfuro que servia para taponar los
poros, evitando la liberacion precoz del medicamento (Gong et al., 2015). Los resultados
mostraron un aumento de la liberacion del farmaco cuando la concentracién de glutation

€ra mayor.

J Estimulaciéon externa. Campos magnéticos: el uso de campos magnéticos como
estimulo externo supone una doble herramienta a la hora de llevar a cabo el transporte y
la liberacién de farmacos. Al aplicar un campo magnético alterno, por un lado es posible
dirigir las particulas magnéticas hacia el entorno tumoral de forma controlada y, por otro
lado, aumentar su temperatura, desencadenando la liberacién del farmaco encapsulado o
la muerte de la célula tumoral por hipertermia (Mura et al., 2013). Las nanoparticulas
magnéticas mas utilizadas son las de 6xido de hierro superparamagnético, debido a su
capacidad para convertir energia magnética en calor (Laurent ef al., 2011), (Torres-Lugo &
Rinaldi, 2013). Las particulas de SiO, MP pueden recubrirse con este tipo de
nanoparticulas de tal forma que taponen sus poros y solamente dejen salir la terapia una

vez aplicado un campo magnético externo (Baeza et al., 2012).

. Estimulaciéon externa. Luz: la luz es un estimulo externo rapido, no invasivo,
limpio y eficiente que puede controlar la liberacién de farmacos con una alta resolucién
espacial y temporal (Ferris et al., 2009), (Wu & Butt, 2016). Aunque la mayoria de las
fotorreacciones usadas en liberacién de drogas son inducidas mediante luz ultravioleta
(UV) (Ferris et al., 2009), (Inoue et al., 2007), (Wang et al., 2014), la radiacién ideal para que
se de la penetracion en los tejidos es aquella comprendida entre 800 y 1100 nm, lo que se
corresponde con una de las ventanas biolégicas (Mekaru et al., 2015). El mecanismo de
actuacion de estos sistemas se basa en la fotosensibilidad del agente que recubre la silice y
tapona los poros impidiendo que salga el farmaco, el cual permanece estable hasta que se

aplica la luz y se produce un cambio conformacional que activa la liberacién.
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iii) Internalizacion celular. Ruta endo-lisosomal.

Estas particulas entran en la célula mediante endocitosis mediada por receptores y
posteriormente pueden ser expulsadas de las células mediante exocitosis (Iturrioz-
Rodriguez et al., 2017), (Oh & Park, 2014), (Hu et al., 2011). Pero una vez dentro de las
células, antes de ser exocitadas, es necesario que el nanotransportador sea liberado al
citoplasma, para evitar asi la degradacién del farmaco producida por las condiciones
reductoras/4acidas lisosomales. Para que esto suceda se pueden llevar a cabo varias

estrategias:

J Efecto esponja de protones: determinados polimeros como la polietilenemina
(PEI) o poliamidoamina (PAMAM) pueden ir unidos a la superficie de las particulas
transportadoras y provocar dicho efecto. Los grupos aminos de estas moléculas son
capaces de capturar protones y acumularlos en los lisosomas, de modo que el potencial de
la membrana aumenta rompiéndose el equilibrio. Como este equilibrio se mantiene por la
difusién de los iones cloruro, estos iones comienzan a entrar en los lisosomas causando un
aumento de la presiéon osmética. Para regular la presion osmoética, se produce la entrada
de agua al interior de los lisosomas, lo que produce su hinchazén y posterior explosién al
romperse la bicapa lipidica, liberando su contenido en el interior del citoplasma (Freeman

et al., 2013).

J Desestabilizacion de la membrana endosomal: otro mecanismo para
desencadenar el escape endo-lisosomal de las particulas es el uso de determinadas
estructuras como lipidos de fusién, polimeros catiénicos, péptidos (Ma, 2014) o
nanotubos de carbono (Iturrioz-Rodriguez et al., 2017). Estas estructuras pueden
fusionarse con la membrana endo-lisosomal o interaccionar con las paredes de las
vesiculas creando poros de membrana, fundamentales para la liberacion de las particulas

al citoplasma.

iv) Biocompatibilidad.

Una de las caracteristicas mds importantes de las particulas de SiO.» MP es su alta
biocompatibilidad. Diferentes estudios en los que estas particulas fueron administradas a
varios tipos celulares y a ratones demostraron que no producen citotoxicidad (Agostini ef
al., 2012), (Chen et al., 2013), (Slowing et al., 2008), (Lu et al., 2010). Ademas, hay trabajos

que muestran que son degradables tanto en agua como en medios salinos (Vallet-Regi et
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al., 2018). La morfologia, el tamafio y la funcionalizacion (Chen et al., 2012), (Paris et al.,
2015), (Cauda et al., 2010a) de las particulas son factores a tener en cuenta cuando se habla

de degradacion.

Se puede concluir que las particulas de SiO>, MP tienen excelentes propiedades que
las hacen un buen candidato como sistemas de liberacién de farmacos. A modo de
resumen, estas caracteristica son: i) poros de tamafio 6ptimo para poder almacenar
farmacos en su interior, ii) se puede controlar la liberacién de la droga utilizando
determinados polimeros o biomoléculas para recubrirlas, taponando los poros y
utilizando mecanismos para activar la liberaciéon una vez estén dentro de las células
dianas, iii) pueden escapar de la ruta endo-lisosomal, liberando el farmaco en el
citoplasma celular y evitando que éste sea degradado por las condiciones
acido/reductoras presentes en los lisosomas y, finalmente, iv) son biocompatibles y

biodegradables en medios bioldgicos.

1.2.14. Sistema multiestructurado de liberacion de multiterapias.

Una vez estudiados ambos tipos de nanomateriales resulta interesante la
elaboraciéon de un sistema multiestructurado que aproveche las propiedades de ambos,
disminuyendo al mismo tiempo sus desventajas. Por ejemplo, es interesante el
recubrimiento de la superficie de las particulas de SiO, MP con NTCs, mejorando la
internalizacién de las mismas en las células y ayudéndolas a salir de los endo-lisosomas,
liberando la terapia en el citoplasma celular. Por otro lado, gracias a las propiedades de
funcionalizaciéon de los NTCs es posible enlazar determinadas moléculas a su superficie,
estas moléculas pueden ser farmacos antitumorales que supongan una terapia alternativa
a la terapia encapsulada en los poros de la silice, o por ejemplo, podrian ser moléculas
conductoras que guien a través del torrente sanguineo estos transportadores hasta las
células dianas. De esta forma se podria crear una revolucionaria herramienta para la
terapia contra el cancer. En el estudio del disefio de dispensadores de SiO> MP recubierta

por NTCs se centrara el altimo objetivo de la presente tesis doctoral.
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“Ten en cuenta que el gran amor y los grandes logros requieren grandes riesgos”.

Dalai Lama.






II. Objetivos.

2.1. Objetivo general.

El objetivo general que persigue esta tesis doctoral, es llevar a cabo el disefio y la

evaluaciéon in vitro e in vivo de nanodispensadores de quimioterapias, basados en

nanotubos de carbono (concretamente MWCNTs) modificados quimicamente para

mejorar su biocompatibilidad.

2.2. Objetivos especificos.

Los objetivos concretos que se proponen para alcanzar el objetivo final de esta tesis

doctoral son los siguientes:

1.

Disefio y caracterizacion de un nanodispensador del farmaco antitumoral 5-FU basado

en MWCNTs.

Estudio de la liberaciéon del 5-FU transportado por los MWCNTs in vitro, en células
humanas de céncer de cuello de ttero y en células de melanoma maligno de ratén, e in

vivo, en modelos tumorales s6lidos de melanomas de ratén.

Estudio del efecto sinérgico antitumoral producido entre el 5-FU liberado y los

MWCNTs, in vitro e in vivo.

Modificacion quimica de la superficie de los MWCNTs para hacerlos mas

biocompatibles.

Estudio de la degradacion de los MWCNTs in vitro, en macréfagos de raton, e in vivo,

en tumores sélidos de melanoma en ratones.

Estudio de la conservaciéon de las propiedades intrinsecas antitumorales de los

MWCNTs biodegradables.

Disefio de un nanodispensador de multi-terapias contra el cancer, basado en un

nucleo de silice mesoporosa (SiO2 MP) recubierto con MWCNTs biodegradables.
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“La raza humana necesita un desafio intelectual. Debe ser aburrido ser Dios y no tener

nada que descubrir”.

Stephen William Hawking.






III. Materiales y Métodos.

3.1. Nanomateriales.

3.1.1. Nanotubos de Carbono.

Se utilizaron nanotubos de carbono pristinos de pared maltiple (p-MWCNTs) de
origen comercial de dos casas comerciales diferentes, Nanocyl (Ref. NC3100™) y Sigma
Aldrich (Ref. 698849). En la Tabla 3.1 se presentan las principales caracteristicas fisicas de

cada uno de ellos.

Tabla 3.1. Principales caracteristicas fisicas de los p-MWCNTs utilizados.

Nanocyl Sigma Aldrich
Ref. NC3100™  Ref. 698849

Pureza > 95 % > 98 %
Diametro externo medio (nm) 9.5 8.7-10
Longitud media (um) 1.5 10

3.1.1.1. Oxidacion de Nanotubos de carbono multipared pristinos.

Los nanotubos de carbono pristinos (p-MWCNTs) se dispersaron mediante
sonicacién con punta (sonicador SONICS Vibra-cell VCX130) durante 5 min (frecuencia de
20 kHz, 130 W) en una mezcla sulfonitrica H2SO4 (98 %)/HNOs (65 %) en relacion de
volamenes (v/v =3/1), (2.5 mg de p-MWCNTs por cada mililitro de mezcla sulfonitrica).
A continuacién, se puso la mezcla a 37 °C en agitacion magnética continua durante
diferentes tiempos (2, 6 y 9 h) para conseguir distintos grados de oxidacién. Por dltimo, la
disolucién acida sobrante se eliminé mediante filtracién utilizando un tamafo de poro de
0.45 pm (Ref. MPV045047N). Los MWCNTs se lavaron repetidas veces con agua hasta pH

neutro. El producto final obtenido se denota como o-MWCNTs.

3.1.1.2. Funcionalizaciéon no covalente.

i) Funcionalizacién con suero fetal bovino:

Los MWCNTs se recubrieron con una mezcla proteica procedente de suero fetal
bovino (FBS) (Figura 3.1). Para ello se resuspendieron en medio de cultivo con 30 % de
FBS (Life Technologies, Ref. 10270-106) mediante ciclos repetidos de vortex seguidos de

leve sonicacién con punta, usando el sonicador anteriormente mencionado (3 min,
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frecuencia de 20 kHz, 130 W), manteniendo la muestra en hielo (Fanarraga et al., 2014). A
continuacién, para comprobar la estabilidad de la suspensién se centrifugé a 12000 g y se
descart6 el precipitado. La concentracion del sobrenadante se determiné mediante la
medida de la transmitancia en el colorimetro Biochrom Libra S2. Para determinar la
concentracién se utilizo una recta de calibrado obtenida con disoluciones de

concentraciones conocidas de MWCNTs, a una longitud de onda de 550 nm de acuerdo

con la ley de Lambert-Beer.
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Figura 3.1. Imagen de Microscopia de Fuerza Atémica (AFM). MWCNTs pristinos (izquierda) y
MWCNTs funcionalizados con FBS (derecha). Se observa un ensanchamiento del didmetro de los MWWCNTs
debido a la funcionalizacion con proteinas séricas. Adaptada de la ref. (Rodriguez-Ferndndez et al., 2012).

ii) Funcionalizacion con 5-FU:

Los p-MWCNTs (Sigma Aldrich) se resuspendieron en agua destilada mediante
sonicaciéon en punta (2 min, frecuencia de 20 kHz, 130 W). Una vez dispersos se afadi6
5-FU en una concentracion de 8.3 mg/mL (Disolucién stock de 50 mg/mL. Ref. 603544.3,
Accord). La mezcla se sonic6 en bafio durante 15 min. Posteriormente se dejé en agitaciéon
2 h a temperatura ambiente. Se centrifugé a 12000 g y se eliminé el sobrenadante. Se lavé

con agua destilada tres veces en repetidos ciclos de centrifugaciéon (12000 g,

5 min)/redispersion.
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3.1.1.3. Funcionalizacion covalente de o-MWCNTs con 5(6)-carboxitetrametilrodamina
N-succinimidil ester (5-TAMRA):

La reaccién consta de tres pasos. En un primer paso se neutraliz6 la cistamina que se
emple6 como molécula de unién entre el o-MWCNT vy el colorante (5-TAMRA). Para ello,
se mezclaron 53 mg de cistamina*2HCI (96 %, Fluka) con 68 pL de trietilamina BioUltra
(99 %, Sigma Aldrich) usando como disolvente 1.6 mL de N,N-dimetilformamida (DMF,

99.8 %, Fluka). La mezcla se dej6 en agitacion durante 30 min.

En la segunda etapa se afiadieron 37 mg de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP, 99 %,
Sigma Aldrich) y 62.5 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC, 99 %, Sigma Aldrich) a 1 mL
de la disolucién de la cistamina neutralizada en el paso anterior, a esta mezcla se
afiadieron 3 mg de o-MWCNTs dispersados en 10 mL de DMF. Después de 24 h en
agitacion, los reactivos en exceso se eliminaron mediante tres ciclos de centrifugacién
(3300 g, 20 min)/redispersion en EtOH. El producto obtenido en esta segunda etapa es el
siguiente: MWCNT-C(O)-NH-(CH2)-S-5-(CHz).-NHz (P2).

En la tercera y dltima etapa se llevé a cabo la unién del colorante a P2. Para ello se
mezclaron 5.3 pL de una disolucién de 5-TAMRA (disolucion stock: 50 mg/mL, Sigma
Aldrich), con el sedimento sélido P2 obtenido en la etapa anterior, en un volumen final de
5 mL de EtOH. Tras 24 h en agitacién la mezcla se centrifugé y el producto final se lavo
con EtOH mediante repetidos ciclos de centrifugacion (3300 g, 20 min)/redispersion. El
lavado final se realiz6 con agua destilada. El producto final fue el siguiente: MWCNT-

C(O)-NH-(CHy)»-S-5-(CHa)»-NH-TAMRA (P3).

Los MWCNTs fueron comprados de Nanocyl y oxidados en nuestro laboratorio
mediante el procedimiento descrito en el apartado 3.1.1.1. La reacciéon (Figura 3.2) se
disefi6 y realiz6 en colaboracién con el Dr. Miguel Correa Duarte de la Universidad de
Vigo. Un esquema del mecanismo de reaccién para las tres etapas descritas se resume en

la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Esquema del mecanismo de reaccion de la funcionalizacion de nanotubos de carbono
con 5-TAMRA (rojo).

3.1.1.4. Liberacion de 5-TAMRA in vitro.

Para llevar a cabo el estudio de liberaciéon in vitro del 5-TAMRA enlazado a la
superficie de los MWCNTs (P3) segtin la reaccién indicada en la Figura 3.2, se utiliz6 el
agente reductor 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, Ref. M-6250). Se afiadieron 500 pL de 2-
mercaptoetanol a 1 mg de P2 y se observé la liberaciéon del colorante mediante

espectroscopia de fluorescencia (ver seccién 3.1.3.3).

3.1.2. Particulas de Silice Mesoporosa (SiO2 MP).

3.1.2.1. Procedencia de los reactivos utilizados.

Isotiocianato de rodamina B (RBITC, 70 % labelling efficiency, Sigma Aldrich), (3-
aminopropil) trietoxisilano (APTS, 98 %, Sigma Aldrich, Ref. A3648), cloruro de
poli(dialildimetilamonio) (PDDA, MW<100 000 Da, Sigma Aldrich, Ref. 522376),
poli(sodio 4 estirenosulfonato), (PSS, MW=70000 Da, Sigma Aldrich, Ref. 243051),
hidréxido sédico (NaOH, =97 %, Sigma Aldrich), tetraetilortosilicato (TEOS, 98 %, Sigma
Aldrich, Ref. 131903), EtOH, acido bromopirtavico (Sigma Aldrich, Ref. 16490), 2-deoxy-D-
glucosa (Sigma Aldrich, Ref. D8375), acido dicloroacético (Sigma Aldrich, Ref. D54702) y
acido oxdmico (Sigma Aldrich, Ref. O3750). Hidréxido de amonio (NH4OH, 28-30 % NHj,
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Fluka). Cloruro sédico (NaCl, 299 %, Merk). Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB,
99+ %, ACROS, Ref. 227165000).

Todos los procesos descritos en este apartado se realizaron durante mi estancia en la
Universidad de Vigo - CIMBIO, bajo la direccién del Dr. Miguel Correa Duarte y con

ayuda de los miembros del equipo (Team Nano Tech).

3.1.2.2. Sintesis de SiO, MP.

Se llevo6 a cabo la sintesis de particulas de silice mesoporosa (SiO2 MP) de tamafio

controlado siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (Qianjun et al., 2009).

i) Particulas de SiO; de 500 nm de didmetro:

En un matraz de tres bocas se afiadieron 0.857 g de K;HPO,, 0.145 g de NaOH y 100
mL de agua destilada. Se puso la mezcla en agitaciéon controlando la temperatura de
forma que alcanzara los 95 °C y se mantuviera constante durante toda la reaccion. Se
afadieron 0.455 g de CTAB disueltos en 10 mL de agua destilada. Una vez la temperatura
estuvo completamente estabilizada, se afiadieron 15 mL de glicerol. A continuacién, se
afiadié un total de 4.875 mL de TEOS, repartidos en 12 adiciones (una adicién de 406 pL
cada 30 min). Tras la daltima adicién, la reaccién se mantuvo durante 2 h mas en agitacion.
Una vez que la mezcla se enfri6, se centrifugé a 3300 g durante 15 min. Por dltimo, se lavé
el producto blanquecino obtenido, la primera vez con una mezcla EtOH/H,O (50:50) y
cuatro veces mas con EtOH mediante repetidos ciclos de centrifugaciéon (3300 g, 10

min)/redispersion.

ii)  Particulas de SiO; de 160 nm de diametro:

En este caso se utiliz6 el mismo procedimiento anterior, pero ahora el volumen total
de TEOS afiadido fue de 223 mL y se afadi6 todo en una tdnica adicién, dejando
posteriormente la mezcla en agitacion durante 8 h. El tamafio final de las particulas de

SiO; se determiné mediante microscopia electrénica de trasmision (ver secciéon 3.1.3.5).

3.1.2.3. Proceso de calcinado.

Una vez sintetizadas las particulas, se elimind el surfactante (CTAB), mediante

calcinaciéon a 600 °C durante 6 h.
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En el caso en que las particulas no se pudieron calcinar a altas temperaturas, se
utilizé un procedimiento mds suave basado en el tratamiento con disolventes organicos: la
muestra se concentré en un pequefio volumen de EtOH. A continuacion, se afiadieron 20
mL de una mezcla de tetrahidrofurano (THF)/H>O en proporciones de volumen 3:1 (v/v).
Se sonico la mezcla durante 15 min y, posteriormente se centrifugé a 3300 ¢ durante 20
min, lavando el sedimento s6lido con EtOH. En el siguiente paso, se volvi6 a centrifugar y
se redispers6 la muestra en un volumen pequefio de EtOH. Se afiadieron de nuevo 20 mL
de THF/H:O, esta vez en proporciones 1:3 (v/v) y se sonicé durante 15 min, repitiendo a

continuacion el proceso de centrifugacion y lavado con EtOH.

3.1.2.4. Sellado y recubrimiento de las particulas de SiO2 MP con o-MWNCTs.

El sellado de las particulas de SiO> MP se llevé a cabo mediante la técnica “layer-by-
layer” (Decher et al., 1992), (Costa & Mano, 2013). En primer lugar, las particulas se
funcionalizaron con tres capas de polielectrolitos de la manera siguiente: a una disolucién
de 25 mL de un polielectrolito con carga positiva (PDDA) de 2 mg/mL en NaCl 0.5 M, se
afiaden 12.5 mg de particulas de SiO» MP de 500 nm de diametro, o bien 5mg de
particulas de SiO, MP de 160 nm de didmetro. La mezcla se mantuvo en agitacién durante
30 min a temperatura ambiente. El exceso de PDDA se elimind
centrifugando/redispersando 3 veces en agua (3300 g, 10 min), una sola vez en el caso de
las particulas de 200 nm. A continuacién se funcionalizaron con una segunda capa del
polielectrolito negativo PSS. El solido se dispersé en 25 mL de una disolucién de PSS
(2mg/mL, 0.5 M NaCl) y se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante 30
min. El exceso de PSS se eliminé siguiendo el mismo procedimiento que en el caso
anterior. Por ultimo, se recubri6 con una tercera capa de PDDA siguiendo el mismo

procedimiento que en los casos anteriores (Figura 3.3).

Las particulas de silice funcionalizada y con una carga superficial positiva se
recubrieron con o-MWCNTs (Figura 3.3). Para ello se mezclaron 12.5 mg de SiO; (5 mg en
el caso de SiO; de 200 nm de didmetro), en 40 mL de agua, 2 mL de NaCl 0.5 My 6 mL de
una suspensiéon de o-MWCNTs de concentraciéon 75 pg/mL. La mezcla se dejo en
agitacion durante 12 h. Al dia siguiente se eliminaron los reactivos en exceso mediante

centrifugacion (3300 g, 20 min) y lavados con agua.
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PDDA (+)

Figura 3.3. Esquema del mecanismo de sellado de las particulas de SiO>» MP por el método “layer-
by-layer” y posterior recubrimiento con o-MWCNTs.

Por otro lado, para el estudio futuro de la liberacion de los compuestos
encapsulados en los poros de las particulas de silice, estas se sellaron con un polimero
mas biodegradable que el PDDA, la poly-L-lisina (PLL), y esta vez el nimero de capas
pasé de tres a una (Figura 3.4). El proceso que se sigui6é fue el mismo que para la

funcionalizacién de PDDA, pero en este caso la concentracion de PLL fue de 0.25 mg/mL.

Sio, MP

Figura 3.4. Esquema del mecanismo de sellado de las particulas de SiO2 MP con poly-L-lisina y
posterior recubrimiento con o-MWCNTs.

3.1.3. Caracterizacion de los nanomateriales.

3.1.3.1. Espectroscopia Raman.

La espectroscopia vibracional Raman es una técnica foténica de alta resolucién que
proporciona informacion quimica y estructural de un material o compuesto permitiendo
asi su identificacién. El andlisis se basa en el examen de la luz dispersada por la muestra
al incidir sobre ella un haz de luz monocromético. Una pequefia porciéon de la luz es

dispersada ineldsticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
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caracteristicos de la muestra analizada, e independientes de la frecuencia de la luz

incidente (Gonzalez & Marquina, 2011), (Gonzélez & Manjon, 2015).

A lo largo de esta tesis, se utiliz6 la espectroscopia Raman para estudiar la
funcionalizacién, oxidaciéon y degradaciéon de los MWCNTs. Los MWCNTs pristinos
tienen un espectro Raman caracteristico, en el que se puede distinguir una banda a
1330 cm! (banda D o de Desorden), una banda a 1586 cm! (banda G o Tangencial), la cual
representa las vibraciones tangenciales de los atomos de carbono a lo largo de la capa, una
banda a 1614 cm! (banda D’), que normalmente se observa como un hombro de la banda
G y, por ultimo, una banda en torno a 2650 cm? denominada G’ correspondiente a un
sobretono de la banda D (Del Corro et al., 2008), (Jorge et al., 2008), (Tilmaciu et al., 2009)
(Figura 3.5).
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Figura 3.5. Espectro Raman de MWNCTs Pristinos. Se observan las bandas caracteristicas. Banda D a
1330 cm L, banda G a 1586 cm, banda D’ a 1614 cm™ y banda G” a 2650 cm1.

La banda D esta relacionada con la presencia de dtomos de carbono que presentan
hibridacién sp? en la superficie del nanotubo, de esta forma, es indicadora de la presencia
de defectos en las paredes de los mismos. Por tanto, los cambios en el cociente entre
intensidades integradas o &reas (A) de las bandas D y G, Ap/Ag, dan informacién
semicuantitativa sobre el grado de alteraciéon de la superficie del nanotubo. A medida que
aumente el cociente Ap/Ac querra decir que el nimero de defectos aumenta, la cantidad
de carbono sp? es mayor y, por tanto, el grado de funcionalizacién es también mayor. Esto
ha permitido estudiar, entre otras cosas, el grado de degradaciéon de este material en el

interior de células y tejidos.
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Se emple6 un espectrometro Raman T64000 (Horiba), junto con un laser Ar*-Kr* y
una CCD refrigerada por nitrégeno liquido (Jobin-Yvon Symphony) acoplado a un
microscopio confocal. El software LabSpec permitié el control completo del equipo y la
adquisicién de los datos. Las mediciones espectroscopicas las llevé a cabo el Dr. Jesus
Gonzalez, investigador del grupo de Nanomedicina y del grupo de Altas Presiones y
Espectroscopia, del Departamento de Ciencias de la Tierra y Fisica de la Materia

Condensada de la Universidad de Cantabria.

3.1.3.2. Espectroscopia Infrarroja.

La espectroscopia Infrarroja (IR) es otra espectroscopia vibracional que recibe su
nombre de la region del espectro electromagnético implicada. Proporciona informacién
similar y complementaria a la espectroscopia Raman. Se llevé a cabo en un
espectrofotémetro Jasco LE4200. Los espectros se adquirieron por acumulacién de 264
escaneos a una resoluciéon de 4 cm? en el rango de 4000-400 cm? (IR medio). Para la
preparacion de la muestra, se mezcl6 la muestra sélida con bromuro potasico (KBr). Se
preparé una pastilla homogénea mediante una prensa hidrdulica y se secé en horno antes
de la medicién. En el caso del analisis semicuantitativo desarrollado en el capitulo IV,
seccion 4.2.1.2, la pastilla se preparé con masas conocidas de MWCNTs y KBr, de esta
forma las concentraciones obtenidas fueron de 2400 ng, 2400 pg y 1576 ug por gramo de
KBr para p-MWCNTs, 2h o-MWCNTs y 9h o-MWCNTs, y un espesor de pastilla de 350
pm, 280 pm y 280 pm, respectivamente. Los espectros de absorcién resultantes se
normalizaron en relacién a las concentraciones y espesores para poder comparar la

intensidad de los picos directamente.

Los espectros de IR se obtuvieron con la ayuda de la Dra. Carmen Pesquera
Gonzalez del Departamento de Quimica e Ingenieria de Procesos y Recursos y miembro

de nuestro grupo de investigacion.

3.1.3.3. Espectroscopia de Fluorescencia.

En la espectroscopia de fluorescencia, se excita la muestra desde su estado
electrénico fundamental a uno de sus estados excitados, generalmente mediante luz
ultravioleta (UV). Las colisiones entre moléculas provoca que se pierda energia

vibracional hasta que se alcanza el estado vibracional mas bajo del estado electrénico
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excitado. La molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibracion del
estado electrénico fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones.
Como el electron puede caer a cualquiera de los diferentes niveles vibracionales del
estado basal, los fotones emitidos tendran diferentes energias y, por lo tanto, frecuencias.
Asi pues, si se miden las diferentes frecuencias de luz fluorescente emitida por una
muestra, manteniendo la luz de excitacion a una longitud de onda constante se obtiene el
espectro de emision. Para obtener un espectro de excitacion, se detecta la luz emitida a
una longitud de onda determinada, y la muestra se va excitando a diferentes longitudes
de ondas mediante un monocromador, recogiéndose los cambios de intensidad de la

emision para cada longitud de onda de excitacion.

El equipo utilizado en esta tesis fue el espectrofluorimetro Edinburgh Instruments
(FLSP920) equipado con dos monocromadores (para la excitaciéon y la emisién). Consta de
detectores para la region visible, extendido visible e InGaAs y una lampara continua de
Xe de 450 W. Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos con la ayuda del Dr. Rafael

Valiente Barroso del departamento de Fisica Aplicada de la Universidad de Cantabria.

3.1.3.4. Analisis Termogravimétrico y Espectrometria de Masas.

La técnica de andlisis termogravimétrico (TGA) mide la cantidad y rapidez del
cambio en el peso de una muestra en funcién de la temperatura y/o del tiempo, en una
atmosfera controlada. De esta forma, permite determinar el grado de funcionalizacién de
los nanomateriales de forma cuantitativa. Por otro lado, la espectrometria de masas es una
técnica cualitativa basada en la obtencion de iones a partir de las moléculas organicas en
fase gaseosa; una vez obtenido estos iones, se separan en funcién de su relacién masa-

carga (m/z), y finalmente son detectados por medio de un dispositivo adecuado.

El equipo de analisis térmico utilizado fue el TG-DSC marca SETARAM Modelo
Setsys Evolution 1750, cuyo rango de temperatura abarca desde la ambiente hasta los
1500 °C. Este equipo se encuentra acoplado al espectrémetro de masa THERMOSTAR
modelo GSD 301 T, el cual permite determinar la naturaleza del material descompuesto.
El software que utiliza el equipo es QUADSTARTM 422. Se coloc6 la muestra en una
microbalanza, que se introduce en un horno de alta precisién. Los gases que emanan tras
someter la muestra a la rampa de temperatura se siguen mediante espectrometria de

masas. Para ello existe una interfase capilar calefactada a 150 °C que une ambos equipos.
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La presiéon normal de trabajo varia entre 1.10-¢ a 5.10¢ mbar. Las mediciones se llevaron a
cabo tanto en atmoésfera de nitrégeno seco como en aire seco, a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min y un flujo de gas de 20 cm3/min. El detector utilizado es tipo
Faraday. Las muestras se analizaron con la ayuda del Dr. Fernando Gonzalez Martinez
del Departamento de Quimica e Ingenieria de Procesos y Recursos, miembro del grupo de

investigacion de Nanomedicina.

Durante mi estancia en el laboratorio del Pr. Maurizio Prato en Trieste, el equipo

utilizado fue el analizador Termogravimétrico Q500 (TA INSTRUMENTS).

3.1.3.5. Microscopia Electronica de Transmision.

En el microscopio electrénico de transmisién (TEM) un haz de electrones acelerado
impacta sobre una muestra ultra-fina, interactuando con ella y generando una serie de
sefales directamente relacionadas con su estructura atémica. Cuando los electrones
colisionan con la muestra, en funcién de su grosor y del tipo de 4tomos que la forman,
parte de ellos son dispersados selectivamente. La informacién que se obtiene es una
sombra de la muestra con distintas intensidades de grises que se corresponden al grado

de dispersion de los electrones incidentes.

Los equipos utilizados para el estudio y caracterizacion de los MWCNTs fueron un
JEOL JEM 1011 equipado con una camara digital Gatan de alta resolucién que se
encuentra disponible en los servicios tecnolégicos del Instituto de Investigacion Marqués
de Valdecilla (IDIVAL). Y el microscopio electrénico JEOL JEM 2100 con una cdmara
Gatan Orius SC 1000B. Las imagenes de microscopia electrénica tomadas con este
segundo equipo fueron a cargo de la Dra. Lidia Rodriguez, técnico responsable del
Servicio de Microscopia Electrénica de Transmision (SERMET) de la Universidad de
Cantabria. Se utilizaron rejillas de cobre con recubrimiento de carbono (malla 400)

(EMResolutions.com C400Cu).

Por otro lado, para la caracterizacion de las particulas de SiO> sintetizadas durante
mi estancia en Vigo se empled el microscopio de trasmision electrénica JEOL JEM 1010

utilizando un voltaje de 100 kV.
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3.2. Cultivos celulares.

3.2.1. Lineas celulares y condiciones de cultivo.

Las lineas celulares con las que se trabaj6 a lo largo de la tesis aparecen recogidas en
la Tabla 3.2. Todos los cultivos celulares se mantuvieron en una incubadora a una
temperatura de 37 °C, con unos niveles de CO; del 5 % y una humedad relativa del 95 %.
La manipulacién de las lineas celulares se realiz6é en condiciones estériles en campana de

flujo laminar.

Tabla 3.2. Lineas Celulares

Linea Origen Medio de Identificacion celular de
Celular 8 cultivo ATCC
Hela Células de cancer de cuello de ttero DMEM
humano 10 % FBS ATCC® CCL-2™
B16F10 Células de melanoma maligno de IMDM
piel de ratén 10 % FBS ATCC® HTB-22™
J774 Macroéfagos de sarcoma de reticulo IMDM ATCC® TIB-67™

de raton 10 % FBS

Las lineas celulares se cultivaron en Medio de Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM, Life Technologies, Ref. 41090-028) o Medio Iscobes de Dulbecco Modificado
(IMDM, Life Technologies, Ref. 21980-032), (tabla 3.2), suplementados con 10 % de suero
fetal bovino (FBS) inactivado a 50 °C durante 30 min y filtrado, junto con antibiético
gentamicina 10 pg/mL (LONZA, Ref. BE02-012E). En el caso de las células Hela, se
levantaron usando tripsina 10X (0.5 % peso) (LONZA. Ref. BE02-007E) diluida con HBSS
(Hanks” Balanced Salt Solution. PAN BIOTECH. Ref. P04-34500).
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3.2.2. Extraccion de MWCNTs del interior de las células.

Para llevar a cabo el estudio de la degradacion intracelular de los MWCNTs se
utilizaron dos técnicas, la espectroscopia Raman y la Microscopia electrénica de
trasmision (TEM), (ver capitulo IV, seccién 4.2.2). Para analizar la degradacién mediante
TEM, fue necesario en primer lugar, extraer los MWCNTs del interior de las células. Para
ello, se expusieron macréfagos de raton de la linea J774 a 50 ug/mL de MWCNTs
resuspendidos en IMDM con 10 % de FBS, durante 96 h. Pasado este tiempo, se centrifugé
a 260 g durante 5 min, para llegar a cabo la separacion del pellet celular por un lado, y el
medio de cultivo con los MWCNTSs que no se habian interiorizado en las células por otro.
Tanto el pellet como el medio de cultivo se procesaron en paralelo de la misma forma
para poder comparar ambas muestras directamente. Las muestras se trataron
sucesivamente con PBS-T (tampoén fosfato salino, Lonza, Ref. 17-516F al 0.1 % de Triton X-

100) al 1 %, HCl al 35 % y por ultimo acetona.

Este procedimiento se llevé a cabo tanto para células incubadas con p-MWCNTs
como con o-MWCNTs, siguiendo los mismos pasos en ambos casos, y con cantidades

idénticas de células (aproximadamente 9x10¢ células).

3.2.3. Contaje y viabilidad celular.

Habitualmente se necesité determinar tanto la densidad de las células en suspension
como la viabilidad de las mismas. Para determinar la densidad celular se han empleado
diferentes técnicas, desde la simple camara de contaje celular, en nuestro caso una cdmara
de Neubauer bajo el microscopio 6ptico (Nikon), hasta equipos automaticos de contaje
celular, como el disponible en nuestro laboratorio de Nanomedicina (TC20TM Automated

Cell Counter de BIO-RAD).

Para el andlisis de la viabilidad celular se utiliz6 el método de la Tincién por
Exclusidn, que se basa en el uso de un colorante, azul de tripan (del inglés Trypan Blue,
Sigma-Aldrich, Ref. T8154). Las células vivas o tejidos con la membrana celular intacta son
muy selectivos a los compuestos que pueden pasar a través de ella, de esta forma, debido
a su tamafio y su carga eléctrica este colorante solamente puede tefir las células
necréticas, cuyas membranas se encuentran permeabilizadas. Para su evaluaciéon, se

diluy6 el azul de tripan en medio de cultivo 1:1 (v/v) y se contaron las células en cdmara
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de Neubauer bajo el microscopio 6ptico (Nikon), y mediante el contador automatico

TC20TM Automated Cell Counter de BIO-RAD.

3.2.4. Citometria de flujo.

Con esta técnica se obtiene informacion sobre poblaciones celulares a partir de un
estudio individualizado de una muestra representativa de la poblacién (10.000 eventos de
media). La suspension de células se hace pasar a través de un pequefo orificio de modo
que cuando salen lo hacen una a una formando parte de una corriente continua o flujo
cilindrico. Sobre esta corriente de células se hace incidir un haz de luz laser, cuya

dispersion y reflexion son analizadas en duracion, intensidad y espectro.

La utilizacion de este sistema permite el recuento y la clasificacion de células segtn
sus caracteristicas morfolégicas o presencia de biomarcadores fluorescentes. El anélisis de
la fluorescencia permite estudiar de forma cuantitativa y cualitativa el contenido total de
ADN por célula. Esto permite la determinacion simultdnea de los porcentajes de células

en cada fase del ciclo celular.

Células en
- fase G1
1

Numero de células

Células
en faseS Células en
| faseG2yM
1

Cantidad relativa de ADN por célula

Figura 3.6. Representacion de las diferentes fases del ciclo celular mediante citometria de flujo.

Para su estudio se centrifugaron las células a 260 ¢ durante 5-10 min y se lavo el
pellet con 2-5 mL de HBSS. Se contaron las células con cdmara de Neubauer, con el fin de
obtener el mismo ntimero en todas las muestras (aproximadamente 10¢ células). El pellet
celular resultante tras la centrifugacion se fij6 con 1 mL de paraformaldehido (Electron

Microscopy Sciences, Ref. 15710) al 4 % (15-20 min de incubacion). Posteriormente se
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centrifugé de nuevo y el pellet se mezcl6 con 250 pL de PBS-T + Hoechst 1:100 (Hoeschst
33258, Sigma-Aldrich, Ref. B1155) y se incub6 12-14 h a 4 °C. Por dltimo, las muestras se

conservaron en ’BS a 4 °C hasta el momento de su analisis.

Se trabaj6 en el citometro de flujo FACSCanto™ (Becton-Dickinson, USA) del
departamento de Biologia Molecular de la Universidad de Cantabria. Y con el citémetro
CytoFLEX A00-1-1102 (Bectam Coulter), de la Unidad de Citometria de Flujo y Separacién
Celular del IDIVAL.

3.2.5. Microscopia de contraste de fases.

El microscopio de contraste de fases acoplado a una cdmara permite obtener
imagenes de células vivas sin ninguna preparaciéon previa. Para las fotos de rutina el
microscopio utilizado fue un Nikon eclipse TS100F invertido con una cdmara digital

Progress CT5 (Jenoptik).

3.2.6. Inmunofluorescencia.

Se cultivaron las células sobre cubreobjetos de borosilicato redondos (Thermo, Ref.
0385) 24 h antes de realizar la inmunofluorescencia. Se lavaron con PBS 1X y se fijaron
utilizando paraformaldehido al 4 % en PBS 1X (15-20 min de incubacién). Tras la fijacion,
las células se permeabilizaron incubédndolas con metanol durante 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, la muestra se lavo tres veces con PBS-T (Tritéon X-100) al 0.1 %.
Finalmente, las células se incubaron con los anticuerpos apropiados. Para su
almacenamiento, los cubreobjetos fijados se dejaron en una solucién de PBS + 0.1 % de

azida soédica (NaNs) a 4 °C.

El anticuerpo primario comercial utilizado fue el anti a-tubulina B512 monoclonal
de ratén (Sigma-Aldrich, Ref. T5168). La muestra se incub6 durante 1h a temperatura
ambiente con dicho anticuerpo y, posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 min
cada uno con PBS-T 0.1 %. El anticuerpo secundario utilizado fue IgG1 anti-ratén de cabra
conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes, Ref. A11029). Para visualizar los ntcleos se
utiliz6 Hoechst 1:4000 (Hoechst 33258, Sigma-Aldrich, Ref. B1155). Para la visualizacién
de la actina se utiliz6 Isotiocianato de Tetrametilrodamina B. (Sigma Aldrich, Ref. P1951).
Las muestras se montaron en medio Inmu-Mount (Thermo, Ref. 9990402) sobre

portamuestras (CellPath, Ref. MAE-1000-03P).
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3.2.7. Microscopia de epifluorescencia convencional.

En el microscopio de epifluorescencia convencional la muestra es iluminada con una
longitud de onda determinada. La imagen observada es el resultado de la radiacion
emitida por las moléculas que han sido previamente excitadas. Para detectar sélo la
emision deseada, se colocan filtros apropiados debajo del condensador y encima del
objetivo. Se pueden observar muestras que previamente se han tefiido con un fluoréforo o
a las cuales se ha realizado una preparacién inmunofluorescente. El microscopio de

fluorescencia que se utiliz6 fue un Zeiss Axiovert 200 M.

3.2.8. Microscopia laser-confocal.

Se trata de una técnica de observacion microscépica que permite obtener imagenes
de mayor nitidez y contraste, mayor resolucioén vertical y horizontal que la microscopia
Optica tradicional, y sobre todo, permite obtener secciones 6pticas de la muestra, lo que

hace posible su estudio tridimensional.

El principio de la microscopia confocal se basa en eliminar la luz reflejada o
fluorescente procedente de los planos fuera de foco; para ello, consta de dos diafragmas
(pinholes), uno entre la fuente de luz y el objetivo, y el otro entre el objetivo y el detector.
Ambos deben estar perfectamente alineados de forma que el segundo de ellos tinicamente
deje llegar al detector la luz procedente del plano focal. La utilizacién de un laser como
fuente de luz permite focalizar la iluminacion en una regién muy pequefia de la muestra y
con una gran intensidad, dependiendo de los aumentos de los objetivos. Se han empleado

objetivos 10X, 20X, 60X y 100X.

El microscopio utilizado fue un Nikon A1R equipado con varias lineas de laseres
(longitudes de onda: 405, 488, 514, 561, 633 nm) y con dos sistemas de deteccién: por

filtros en cuatro canales y espectral de 32 canales con tres redes de difraccion diferentes.
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3.3. Modelo animal.

3.3.1. Modelo murino in vivo.

La experimentacién in vivo se realizé en ratones neonatos albinos CD-1, los cuales se
mantuvieron en el Servicio de Estabulaciéon y Experimentacion Animal (SEEA) de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Cantabria. El cuidado y manipulacién de los
animales se llev6 a cabo siguiendo las normas de experimentacién con animales dictadas
por la directiva europea (86/609/CEE), de acuerdo con la legislacion espafiola vigente
(Real Decreto 1201/2005) y siguiendo procedimientos aprobados por el Comité de
Bioética de la Universidad de Cantabria. Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo el
amparo juridico y los permisos concedidos a los proyectos MINECO-ISCIII (PI16/000496,
AES 2016) y MINECO-ISCIII (PI13/01074, AES 2013).

3.3.2. Generacion de tumores por alotrasplantes en ratones.

Los experimentos se llevaron a cabo en camadas de ratones CD-1 postnatales de 2
dias. La técnica consiste en un xenotrasplante de las células tumorales melanociticas
B16F10 en ratones neonatos (Figura 3.7). El tumor generado es facilmente identificable por
su pigmentacion negra. Dado que el ntimero de crias por camada influye de manera
significativa en las condiciones de velocidad del desarrollo de éstas y, por lo tanto, en el
tamafio final del tumor, este artefacto, inherente al sistema in vivo, se redujo haciendo de
cada camada un experimento independiente. Todas las crias de la misma camada se
inyectaron simultdneamente siguiendo procedimientos idénticos. Se trasplantaron
aproximadamente 4 x 105 células de melanoma mediante inyeccién en la zona subcutanea
intra-escapular de cada ratén neonato. Se esperaron 7 dias para el crecimiento del tumor,
y posteriormente se les inyect6 el tratamiento objeto de estudio, teniendo los controles
dentro de la misma camada. Este procedimiento reduce al maximo el ruido inherente del
sistema de cribado in vivo, reduciendo por tanto la variabilidad estadistica no especifica

(Garcia-Hevia et al., 2016a).

Este sistema de trasplante presenta numerosas ventajas, entre las que cabe

mencionar (Garcia-Hevia et al., 2016a):
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e La presencia de abundantes factores de crecimiento y las condiciones hormonales de
estos ratones neonatos garantiza que sea un sistema rapido, obteniéndose tumores de
un tamafio aceptable entre los 6-10 dias post-inyeccion. Las masas tumorales ya se
pueden observar entre los 2-4 dias post-trasplante a través de la piel en animales

vivos (Figura 3.8).
e Esun sistema facil y de bajo coste (se utilizan ratones albinos normales).

e Es facilmente accesible, por estar en la piel y poseer pigmentacién negra lo cual lo

hace facilmente identificable.
e Esreproducible como se puede observar en la Figura 3.8.

e El sistema inmunolégico poco desarrollado de los ratones neonatos, garantiza que no

haya rechazo y exista un desarrollo completo del 6rgano tumoral.

A) j J
4 x 10° células
0 ‘ < []
= 7aas )

Cultivo celular B16F10 Trasplante Ratén con tumor

B) f

Control

-

-~

Trasplante celular (toda la camada)
¢ Crecimiento del tumor \L

Tratamiento

Figura 3.7. Esquema representativo de la generacion de tumores melanociticos en ratones CD-1
postnatales de dos dias. A) La linea celular B16F10 se crece y amplifica in vitro. Después tiene lugar el
trasplante interescapular subcutdineo de 4 x 10> células en el ratén hospedador. Pasados 7 dias el tumor
progresa y se puede identificar gracias a su pigmentacion oscura (flecha negra). B) Diseiio experimental del
procedimiento sequido para los experimentos in vivo. Una camada completa se usa para cada experimento.
Todas crias de la camada son trasplantados siguiendo procedimientos idénticos. Una vez crecido los tumores,
la camada se divide en partes iguales entre ratones controles y tratamientos (Garcia-Hevia et al., 2016a).

70



III. Materiales y Métodos.

Figura 3.8. Imdgenes de los tumores en ratones. Arriba a la izquierda: ratones con 4 dias post-trasplante,
las flechas apuntan al punto de inyeccion. A la derecha: ratones con tumores pigmentados visibles. Abajo a la
izquierda: evaluacion macroscdpica de los tumores generados, mostrando la ubicacion y el tamarfio de varios
tumores en ratones de la misma camada de 12 dias de edad (5 dias post-trasplante). Abajo centro: imagen de
un tumor de melanoma in situ. A la derecha un raton postnatal 15 con un tumor de melanoma sélido (flecha)
(Garcia-Hevia et al., 2016a).

3.4. Analisis estadistico.

Para los estudios estadisticos en los que se analizaron diferencias entre dos
poblaciones, se utiliz6 el test de la t de Student. Las diferencias fueron consideradas no
significativas cuando p=0,05, significativas cuando p<0,05 (*), muy significativas si
p<0,01(**) y altamente significativas cuando p<0,001 (***). Estos andlisis se llevaron a cabo

empleando el programa informatico SigmaPlot 8.0.

Para el analisis de la distribucién de tamanos de las particulas de SiO,, se utiliz6 el
Programa Image Tool, mediante el cual se midi6é el didmetro de mas de 200 particulas
para cada muestra, obteniendo el valor medio y su desviacién estdandar. El histograma de

la distribucién se realiz6 con el programa Origin 8.5.
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“Cuando pones la proa visionaria hacia una estrella y tiendes el ala hacia tal excelsitud
inasible, afanoso de perfeccion y rebelde a la mediocridad, llevas en ti el resorte misterioso

de un Ideal”.

José Ingenieros.






4. Resultados y Discusion.

4.1. Nanotubos de carbono como nanotransportadores del 5-FU.
Estudio del efecto sinérgico entre ambos.

Uno de los principales objetivos en la lucha contra el cancer, es la administracion de
dosis de farmacos de forma especifica en las células tumorales, maximizando la eficacia
del tratamiento y al mismo tiempo minimizando los efectos secundarios. Aunque la
mayoria de los farmacos antitumorales existentes son muy potentes, su eficacia esta
limitada debido a su toxicidad a nivel sistémico, y a la capacidad de las células
cancerigenas para adquirir resistencia contra ellos a través de diversos mecanismos
(Lugmani, 2005). El descubrimiento de nanomateriales como los NTCs, capaces de
atravesar la membrana plasmatica y promover la captacién celular de las moléculas que
transportan, ha ofrecido nuevas oportunidades en diversas aplicaciones bioldgicas, entre

ellas la busqueda de tratamientos alternativos contra el cancer (Ali-Boucetta et al., 2008).

Todo el trabajo realizado a lo largo de esta tesis se ha desarrollado utilizando
MWCNTs, por ello, a continuacién se pasara a hablar concretamente de este tipo de

nanotubo.

Como se mencion6é en la introduccién, los MWCNTs presentan propiedades
biomiméticas con los microtabulos (Rodriguez-Ferndndez et al., 2012), (Pampaloni &
Florin, 2008), los cuales son la diana de muchos farmacos utilizados en el tratamiento del
cancer. Las similitudes entre estos filamentos proteicos y los MWCNTs hacen que se
produzca interacciones entre ellos, lo que desemboca en cambios criticos en los
biomecanismos celulares, resultando en un efecto anti-proliferativo (Rodriguez-
Fernandez et al., 2012), anti-migratorio (Garcia-Hevia et al., 2015a), (Dong et al., 2015) y
citotoxico (Garcia-Hevia et al., 2015b) en células tumorales in vitro, asi como un
significativo efecto anti-tumoral in vivo (Garcia-Hevia et al., 2016b). Estos resultados
sugieren que los MWCNTs podrian tener una aplicacion como adyuvantes en el
desarrollo de nuevas terapias, potenciando el efecto antitumoral de los farmacos

tradicionales contra el cancer.

Por otro lado, llevando a cabo una funcionalizacién adecuada, los MWCNTs pueden
usarse como nanotransportadores de farmacos, genes, proteinas u otras biomoléculas
utilizadas en el tratamiento del cancer (Son et al., 2016). Como se expuso en el capitulo I,

los MWCNTs tienen forma acicular (largos y delgados), lo que les proporciona una gran
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habilidad para cruzar barreras biol6gicas con independencia del tipo de célula del que se
trate (Serpell et al., 2016). Ademas, tienen una elevada drea superficial, lo que les
suministra multiples sitios de unién con determinados farmacos o moléculas de interés,
cabiendo ademés la posibilidad de crear grupos funcionales en su superficie (carboxilos,
carbonilos, hidroxilos, etc.) haciéndolos mas hidrofilicos (Liu et al., 2013) y creando nuevas

posibilidades de interacciéon con moléculas polares.

Muchos estudios se han centrado en el uso de los nanotubos como transportadores
de farmacos antitumorales, uniendo dichos fadrmacos de forma covalente en su superficie
(Pastorin et al., 2006), (Chen et al., 2008), (Gu et al., 2011), (Ciobotaru et al., 2014), (Kaur et
al., 2017), (Matyszewska et al., 2018). Aunque estos sistemas parecen prometedores, la
eficacia de la actividad del farmaco depende mucho de la naturaleza del enlace covalente
entre el nanotubo y la molécula en cuestion. Ademas, como se indicé en la introduccion,
no siempre es sencillo enlazar el farmaco a la superficie del nanotubo, dependiendo esto

de su estructura quimica, o de su sensibilidad a las condiciones de la reaccion.

Una alternativa a dicha unién covalente, es la adsorcion del farmaco sobre la
superficie del nanotubo mediante interacciones no-covalentes. Hay un ntimero creciente
de trabajos cientificos que demuestran la gran capacidad de los nanotubos de carbono
para adsorber diferentes compuestos (Ali-Boucetta et al., 2008), (Liu et al., 2008),
(Upadhyayula et al., 2009), (Ji et al., 2010), (Marchesan et al., 2015), (Mallakpour &
Soltanian, 2016). El extraordinario potencial de adsorcion viene dado principalmente por
su elevada area superficial, pero ademads, también es debido a su estructura
unidimensional que hace que presente una superficie de facil acceso. Basdndonos en esta
estrategia, en esta tesis se propone llevar a cabo la unién no-covalente entre la superficie

del MWCNT y el farmaco antitumoral 5-FU.

El 5-FU es un potente antimetabolito cuyo mecanismo de accién se atribuye a la
incorporaciéon errénea de fluoronucleétidos en el ADN y ARN y a la inhibicién de la
enzima timidilato sintasa (TS), encargada de la sintesis de nucleétidos (Longley et al.,
2003), bloqueando las células en la fase S del ciclo. Se trata de un anédlogo del uracilo con
un atomo fltor en lugar de un hidrégeno en la posicion C5 (Figura 4.1). El 5-FU se
transforma intracelularmente en determinados metabolitos, tales como Ia
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) y

fluorouridina trifosfato (FUTP). El principal mecanismo de activacion del 5-FU es su
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conversiéon a fluoridina monofosfato (FUMP). FUMP es posteriormente fosforilada a
fluoridina difosfato (FUDP), la cual a su vez puede fosforilarse formando FUTP, o
convertirse a fluorodeoxiuridina difosfato (FAUDP) (Figura 4.1). FUTP se incorpora de
forma errénea al ARN impidiendo su normal funcionamiento. Por su parte, FAUDP
puede fosforilarse o desfosforilarse formando los metabolitos FAUTP y FAdUMP,
respectivamente. FAUTP puede incorporarse a la molécula de ADN provocando graves

dafios en la misma (Figura 4.1).

FdUMP >

FUMP deTs
FUDP —>  FdUuDP

l |

—— FAUTP

| T

el ADN

el ARN

Bl

Figura 4.1. Esquemna del metabolismo del 5-FU. Adaptada de la ref. (Longley et al., 2003).

Por otro lado, TS cataliza la metilacién reductiva de la deoxiuridina monofosfato
(dUMP) a deoxitimidina monofosfato (dTMP), con el 5,10-metilentetrahidrofolato
(CH2THF) como donador de metilo. Esta reaccion proporciona la tnica fuente de nuevo
timidilato, necesario para la replicaciéon y reparacion del ADN. La proteina TS funciona
como un dimero, cuyas dos subunidades contienen un sitio de unién a nucleétidos y un
sitio de unién para CH,THF. El metabolito FAUMP se enlaza al sitio de unién a
nucleétidos de TS, formando un complejo estable con la enzima y con CH.THF, y
bloqueando de este modo la unién con el sustrato dUMP, lo que causa la inhibicién de la

sintesis de dTMP (Figura 4.2).
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La disminucién de dTMP conlleva la disminucién de los niveles de dexositimidina
trifosfato (dTTP), que a su vez induce desregulacion en los niveles del resto de
desoxinucledtidos (dATP, dGTP y dCTP). Estos desequilibrios alteran gravemente la
sintesis y reparacion del ADN. Ademas, la inhibicion de TS da como resultado la
acumulacion de dUMP, que puede conducir a su vez a aumentar los niveles de
desoxiuridina trifosfato (dUTP) (Figura 4.2). Tanto el dUTP como el FAUTP se pueden
incorporar erréneamente al ADN. Se puede concluir que dado que el ADN y ARN son
moléculas esenciales para la divisioén, el crecimiento y el correcto funcionamiento de la
célula, el 5-FU provoca la muerte celular al bloquear la célula en la fase S, llevando a la

inhibicién del crecimiento tumoral.

Fallos en la

replicacion y
s> | reparacion del
I

i Desregulacion en los
,,« niveles de dATP, dGTP, e
f dcTP

I Aumento dUTP l—*

Figura 4.2. Mecanismo de inhibicion de la timidilato sintasa (TS) por el 5-FU. Adaptada de la ref.
(Longley et al., 2003).

Por otro lado, como el momento de mayor dinamica de los microttbulos es durante
la mitosis (Jordan & Wilson, 2004), los MWCNTs bloquearan a la célula en la fase M del
ciclo. De esta forma, se podria bloquear el ciclo celular en dos puntos diferentes (Figura
4.3), lo que puede suponer una herramienta interesante para inhibir la proliferacion
celular maligna, disminuyendo las posibilidades de aparicion de resistencia a los

farmacos.
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Figura 4.3. Fases del ciclo celular. El 5-FU bloquea a la célula en la fase S del ciclo mientras que los
MWCNTs la bloquean principalmente en mitosis (M).

Para determinar la afinidad del 5-FU por la superficie del MWCNT y estudiar si esta
interaccion es efectiva se ha de considerar la estructura quimica del 5-FU, que consiste en
un anillo hexagonal plano, con dos grupos aminos en las posiciones 1y 2, y dos grupos
carbonilos en las posiciones 2 y 4, ademas de un doble enlace entre los carbonos 5 y 6 que
se encuentra alternado con el doble enlace del carbonilo de la posicion 4 (Figura 4.4). A
partir de esta estructura se puede deducir que las interacciones preferentes con las
paredes de los MWCNTs serdn interacciones hidrofébicas de tipo Van der Waals e
interacciones 11 entre los dobles enlaces (Figura 4.4).

Tonski et al. han estudiado recientemente los mecanismos por los que se lleva a cabo
la adsorcion del 5-FU sobre los MWCNTs (Tonski et al., 2018). Este estudio corrobora el
tipo de interacciones no-covalentes que se habia propuesto mediante la observaciéon de
sus estructuras quimicas. Sin embargo, la finalidad de dicho estudio es muy distinta y
consiste en el desarrollo de un sistema de eliminaciéon de los restos de 5-FU de las aguas

residuales.

En dicho estudio se demostré que la adsorcion de 5-FU se ve desfavorecida cuando
los MWCNTs han sido sometidos a procesos oxidativos, los cuales producen grupos
polares en su superficie. Este resultado indica que las interacciones claves que determinan
la unién entre ambos ocurren directamente entre los anillos de carbono de los MWCNTs y

el 5-FU, sugiriendo que predominan las interacciones hidrofébicas.
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Figura 4.4. Esquema representativo de la interaccién no-covalente entre el nanotubo de carbono y
el 5-FU. La supetficie del nanotubo de carbono pristino (1) favorece interacciones tipo Van der Waals con el
anillo hexagonal plano del 5-FU (2), ademds podrian darse interacciones w-w entre los dobles enlaces de
ambos compuestos, como resultado de estas interacciones se obtiene el sistema 5-FU-MWCNT (3). En la
figura el MWCNT se representa de forma esquemdtica con una tinica capa.

El proceso de adsorcion de los diferentes compuestos sobre la superficie de los
MWCNTs, puede verse afectado por diferentes factores, como el pH de la disolucién, la
fuerza iénica, la temperatura, etc. Con respecto a la influencia del pH en la adsorcién del
5-FU, Tonski et al. concluyeron que la adsorcién es constante en un rango de pH entre 4 y
9, decreciendo por encima de pH 10. Esto se explica debido a que a pH muy basicos, el
5-FU se encuentra en su forma aniénica, con los dos atomos de nitrégeno desprotonados,
haciéndose més polar (Mioduszewska et al., 2017), por lo que las interacciones
hidrofébicas con la superficie apolar de los nanotubos se debilitan. Por otro lado, este

resultado indica que a pH fisiolégico las interacciones serdn estables.

Tonski et al. también estudiaron la influencia de la presencia de iones en la
disolucién (fuerza iénica) en el proceso de adsorcion del 5-FU. De acuerdo con la
literatura, la influencia de la fuerza iénica en el proceso de adsorciéon depende de los
mecanismos que determinan dicho proceso, es decir, del tipo de interacciones no-
covalentes que se vean involucradas. Por ejemplo, la fuerza iénica no influye sobre los
procesos de adsorcién de compuestos como la sulfapiridina y el sulfametoxazol sobre
MWCNTs pristinos, los cuales tienen lugar mediante interacciones hidrofébicas (Ji et al.,
2009), mientras que la adsorcién de norfloxacino sobre MWCNTs oxidados, la cual

depende de interacciones electrostaticas, si que decrece con el aumento de la
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concentracion de CaCly. Este hecho encuentra su explicacién en la neutralizacién parcial
de las cargas sobre la superficie del nanotubo y la reduccién de los puentes de hidrégeno
(Yang et al., 2012). Asi mismo, la adsorcién de metales sobre los nanotubos también
decrece con el aumento de la concentraciéon de CaCl,, debido a la competencia del catiéon
Ca?* por los sitios activos en la superficie del nanotubo (Ren et al., 2011). En el trabajo de
Tonski et al. se observd que la fuerza i6nica no tiene influencia significativa en la
adsorcién del 5-FU sobre MWCNTs. Esto significa, que el proceso de adsorcién tiene

lugar principalmente mediante interacciones hidrofébicas.

Con todo ello, se puede concluir que las interacciones predominantes entre el 5-FU y
los MWCNTs son interacciones hidrofébicas de tipo van der Waals e interacciones entre
los enlaces 1 de ambos anillos, como se propuso inicialmente a partir de la observacion de

sus estructuras quimicas.

4.1.1. Caracterizacion de los MWCNTs funcionalizados con 5-FU.

Basiandonos en los estudios anteriores, se llevé a cabo la funcionalizacién de los
MWCNTs con 5-FU, siguiendo el método descrito en el capitulo III (seccion 3.1.1.2),
obteniendo como resultado los nanotubos funcionalizados: 5-FU-MWCNTs. La
caracterizaciéon de dicha funcionalizacién se realizé6 mediante microscopia electrénica de

trasmisiéon (TEM), analisis termogravimétrico (TGA) y espectroscopia de fluorescencia.

4.1.1.1. Microscopia electronica de trasmision.

Las imagenes de TEM (Figura 4.5) dan una informacién cualitativa de la
funcionalizacién, mostrando claras diferencias entre la muestra de p-MWCNTs y los
nanotubos funcionalizados 5-FU-MWCNTs. Se observa como los p-MWCNTs presentan
una pared lateral lisa y clara, mientras que los 5-FU-MWCNTs muestran una alta
rugosidad superficial debido a la adsorcién del farmaco sobre su superficie. Ademas hay
una clara diferencia entre los grosores de los diametros de los diferentes tipos de
nanotubos, asi los 5-FU-MWCNTs presentan a simple vista un didmetro mayor (Figura

45).
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p-MWCNTs

5-FU-MWCNTs

Figura 4.5. Imdgenes de TEM de p-MWCNTs y 5-FU-MWCNTs. Los p-MWCNTs presentan una
superficie mds clara y lisa comparada con los 5-FU-MWCNTs, que presentan una superficie rugosa debido a
la adsorcion del farmaco.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en otros trabajos cientificos
en los que se lleva a cabo la funcionalizacion de MWCNTs con diversos tipos de
moléculas. Asi, se observaron estructuras similares a las nuestras al caracterizar por TEM

nanotubos funcionalizados con vitaminas B2 (Mallakpour & Soltanian, 2015).

Para determinar de forma cuantitativa el aumento en el grosor de los didmetros en
los 5-FU-MWCNTs con respecto a los p-MWCNTs, se midi6 el didmetro de un total de
149 nanotubos en tres puntos diferentes a lo largo del mismo (Figura 4.6B), obteniéndose
unos valores medios de los didmetros significativamente diferentes de 17,0 £ 0.3 nm para

los p-MWCNTs y de 20,3 £ 0.8 nm para 5-FU-MWCNTs (Figura 4.6A).
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Figura 4.6. Determinacion del didmetro medio de los p-MWCNTs (rojo) y 5-FU-MWCNTs (azul).
A) Cuantificacion del didmetro medio de 5-FU-MWCNTs (azul) y p-MWCNTs (rojo). 5-FU-MWCNTs son
significativamente mds anchos que p-MWCNTs (t=4,04, n=147, **=t.999). B) Imidgenes de TEM de p-
MWCNTs y 5-FU-MWCNTs donde se muestra una representacion de como se realizaron las medidas en tres
puntos diferentes a lo largo de cada nanotubo fotografiados aleatoriamente por toda la muestra. Esto se hizo
para un total de 149 nanotubos. Las medidas se llevaron a cabo con el programa Image J-NIH, teniendo en
cuenta la escala de cada imagen.

4.1.1.2. Analisis termogravimétrico.

Para determinar de forma cuantitativa la cantidad de 5-FU adsorbido sobre la
superficie de los MWCNTs se llev6 a cabo un analisis termogravimétrico (TGA) (Figura
4.7). En atmosfera de aire, los MWCNTSs se descomponen a temperaturas por encima de
los 400 °C. Mientras que, debido a su mayor inestabilidad térmica, el 5-FU libre se
descompone a una temperatura entre 280-283 °C. En la Figura 4.7 se representa la pérdida
de masa en funcién de la temperatura para la muestra de 5-FU-MWCNTs y el control
p-MWCNTs. El termograma muestra una sola caida de masa para la muestra control de
p-MWCNTs a temperaturas entre 450 y 650 °C, resultado esperado que esta en
concordancia con la bibliografia (Silva et al., 2012), (Singh et al., 2009). Sin embargo, para la
muestra funcionalizada, se observa una pérdida gradual de masa a medida que aumenta
la temperatura, teniendo lugar una primera caida a aproximadamente 280 °C (linea
discontinua verde de la Figura 4.7) de un 1.96 %, coincidiendo con la temperatura de
descomposicion del 5-FU. Tras esta caida la masa sigue disminuyendo hasta llegar a los
400 °C, temperatura a la cual comienzan a descomponerse los MWCNTs, llegando a una

pérdida de masa total con respecto al control de un 3.01 % (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Andlisis termogravimétrico (TGA) de los p-MWCNTs (rojo) y 5-FU-MWCNTs (azul) en
atimosfera de aire. Se observa una pérdida de masa total de un 3.01 % con respecto al control (p-
MWCNTs) a 400 °C (linea discontinua negra), temperatura a partir de la cual los p-MWCNTs comienzan a
descomponerse. La linea discontinua verde indica una primera caida pronunciada de la masa en la muestra de
5-FU-MWCNTs, la cual coincide con la temperatura de descomposicion del 5-FU (~ 280 2C).

La pérdida gradual de masa del 5-FU se puede explicar atendiendo a los diferentes
tipos de interaccion que se pueden dar con la superficie del nanotubo, siendo algunas de
ellas mas débiles que las otras. Este hecho es concordante con lo encontrado en la
literatura. Campidelli et al. muestran un ejemplo de analisis termogravimétrico de varias
muestras de NTCs con diferentes grados de funcionalizacién, observandose en todos los
casos una pérdida gradual de masa que ademas aumenta con el incremento de dicha

funcionalizacién (Singh et al., 2009), (Campidelli et al., 2006).

Atendiendo a los resultados obtenidos en el analisis termogravimétrico, se concluye
que aproximadamente el 3 % de la masa de la muestra de 5-FU-MWCNTs se corresponde

con 5-FU adsorbido sobre la superficie de los nanotubos.

4.1.1.3. Espectroscopia de fluorescencia.

En dltimo lugar, se utilizé la espectroscopia de fluorescencia para corroborar la
cantidad de 5-FU adsorbido sobre la superficie de los MWCNTs. En la Figura 4.8 se

muestran los espectros de excitacion y emision del 5-FU.
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Figura 4.8. Espectros de excitacion (rojo) y emision (azul) del 5-FU. Los espectros estin normalizados
al mdximo de intensidad. El espectro de excitacion se llevd a cabo recogiendo a una A= 455 nm. El espectro de
emision se obtuvo excitando a una A= 317 nm, dando un mdaximo de emision a A= 363 nm.

En primer lugar, se determin¢ la curva de calibrado del 5-FU, midiendo la emisiéon
de disoluciones de concentracién conocida (Figura 4.9). A continuacion, se realizaron
medidas de la emisién del sobrenadante obtenido tras centrifugar la muestra una vez

funcionalizada, y de las respectivas aguas de lavado (Figura 4.10).

En la Figura 49A se muestran los espectros de emision obtenidos para
concentraciones de 5-FU en un rango entre 0.0312 y 10 mg/mL. Se puede observar que
para bajas concentraciones (a partir de 0.25 mg/mL), comienza a aparecer una banda cuyo
maximo de emision se encuentra a 356 nm. Esta banda se corresponde con la sefial Raman
del agua y se superpone con la banda de emision del 5-FU. Esto ha de tenerse en cuenta a
la hora de seleccionar la longitud de onda a la cual se toma la intensidad de emisién para

obtener la curva de calibrado.

Se seleccion6 una A= 340 nm para realizar la curva de calibrado (Figura 4.9B),
longitud de onda a la cual no interfiere la sefial Raman del agua. Como se observa en la
Figura 4.9B), para concentraciones mayores de 0.25 mg/mL comienza a perderse la
linealidad, y a partir de 2.5 mg/mL la intensidad de emisién comienza a decrecer debido
a que tiene lugar “quenching” por concentracién o bien a que el haz de excitacién se

atenta. Como consecuencia, para una misma intensidad de emisién habra dos posibles
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concentraciones. Para bajas concentraciones (C < 2.5 mg/mL) la relacién entre intensidad

de emisién y concentracién de la muestra es lineal (Figura 4.9C), obteniéndose la recta de

calibrado I = 76657C — 552.42 donde I es la intensidad de emisién en cuentas por

segundo y en condiciones prefijadas de anchura de rendija, y C la concentracién en

mg/mL, con una R = 0.9986.
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Figura 4.9. Obtencion de la curva de calibrado del 5-FU mediante espectroscopia de fluorescencia.
A) Espectros de emision del 5-FU para un rango de concentraciones entre 0.0312 y 10 mg/mL. A bajas
concentraciones (entre 0.25 y 0.0312 mg/mL) comienza a aparecer una banda que presenta su mdximo de
intensidad en 356 nm, y que se corresponde con la sefial Raman del agua. B) Curva de calibrado del 5-FU
para intensidades de fluorescencia correspondientes a A= 340 nm. A partir de 2.5 mg/mL la intensidad de
emision empieza a decrecet, por lo que para una misma intensidad de emision habrd dos concentraciones
posibles. C) A bajas concentraciones la relacion entre intensidad de emision (I) y concentracion (C) es lineal
con un R= 0.9986.
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Como se explico en el capitulo III, tras producirse la adsorcion del 5-FU, la muestra
se centrifugd para separar los restos de farmaco que no han interaccionado con la
superficie de los MWCNTs. Como resultado de esta centrifugacion se obtiene por un lado
el pellet con la muestra de 5-FU-MWCNTs y, por otro lado, el sobrenadante.
Posteriormente, dicho pellet se lavo tres veces en agua destilada mediante repetidos ciclos
de redispersion-centrifugacion. Para determinar la cantidad de 5-FU adsorbida, se midi6
la emision del sobrenadante y las aguas de lavado, tal y como se muestra en la Figura

4.10.

Al medir la emision del sobrenadante, se encontré que para la intensidad de
emision obtenida a 340 nm habia dos concentraciones posibles. Para solventar esto se debe
diluir el sobrenadante a la mitad de concentracién (C/2) y esta segunda muestra se volvié
a diluir de nuevo a la mitad (C/4). En la tabla 4.1 se presenta la intensidad de emisiéon
obtenida a 340 nm para las tres muestras. A partir de la curva de calibrado (Figura 4.9B)

se determiné a que dos concentraciones puede corresponder dicha intensidad (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Determinacion de la concentracién correspondiente a la intensidad de emisién del
sobrenadante y sus diluciones para una A=340nm.

Issonm (u. arb) C1 (mg/mL) C2 (mg/mL)

Sobrenadante 4.68-104 3.5 1.3
Sobrenadante C/2 4,78 -104 3.3 1.75
Sobrenadante C/4 4.04-104 5.6 0.875

Para el sobrenadante las posibles concentraciones de 5-FU son 3.5 y 1.3 mg/mL.
Cuando se midi6 la muestra en la que el sobrenadante habia sido diluido a la mitad de
concentracion, los valores que se obtuvieron fueron 3.3 y 1.75 mg/mL, siendo la segunda
justo la mitad de 3.5 mg/mlL, por lo que se deduce que esta es la concentracion a la que se
encuentra el 5-FU en el sobrenadante. Esto se corroboré mediante la medida de una
tercera dilucion, esta vez a la cuarta parte de la concentracién original, obteniéndose justo

una concentracién de 0.875 mg/mL.

Teniendo en cuenta la cantidad inicial que se afiadié de 5-FU, al restarle la cantidad
de 5-FU que queda en el sobrenadante y en las aguas de lavado se obtiene que, por cada
miligramo de MWCNTs se adsorben 0.03 mg de 5-FU (Figura 4.10B), por lo que se
corrobora el dato obtenido mediante anélisis termogravimétrico, deduciendo que un 3 %

del peso de la muestra de 5-FU-MWCNTs corresponde al farmaco.
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Figura 4.10. Determinacién de la concentracién de 5-FU adsorbido por diferencia entre la masa
usada inicialmente y la que se determiné en el sobrenadante y en las aguas de lavado por
espectrometria de fluorescencia. A) Espectros de emision para el sobrenadante y las aguas de lavado. B)
Esquema representativo del proceso seguido para la determinacion de la cantidad de 5-FU adsorbida.

4.1.2. Liberacion in vitro del 5-FU.

Una vez caracterizada la unién del 5-FU sobre la superficie del MWCNT, se llevé a
cabo un estudio de la liberacién in vitro del farmaco a lo largo del tiempo. Este estudio se
realizé en condiciones similares a las fisioldgicas, concretamente en PBS (pH=7.4), a la

temperatura corporal de 37 °C. Se recogieron muestras a diferentes tiempos y se midi6 la
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concentracion de 5-FU presente utilizando espectroscopia de fluorescencia, estimando la
diferencia entre el 5-FU presente en el sobrenadante y el que se afiadi6 inicialmente. Las
concentraciones se estimaron a partir de una nueva recta de calibrado de disoluciones
conocidas de 5-FU en PBS. En la Figura 4.11A se presenta dicha recta de calibrado y la

curva de liberaciéon del 5-FU de la superficie del nanotubo a lo largo del tiempo (Figura

4.11B).
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Figura 4.11. Ensayo de liberacion in vitro del 5-FU fisisorbido en la superficie de los MWCNTs. A)
Curva de calibracion para el 5-FU disuelto en PBS. Las intensidades de fluorescencia para cada
concentracion son las correspondientes a una A= 350 nm. Se observa una relacion lineal entre intensidad de
emision y concentracion con un R=0.9974. B) Porcentaje de liberacion del 5-FU con el tiempo en PBS
(pH=7.4) a 37 °C.

Los resultados obtenidos en la Figura 4.11B muestran como inicialmente se
produce una rapida liberaciéon del farmaco, seguido de un patrén mds sostenido de
liberacién posteriormente. Ademads, se puede concluir que a las 140 horas de exposicion al
medio, se ha producido una liberacién de aproximadamente un 50 % del farmaco

fisisorbido.

Estos resultados estan en concordancia con lo observado en la literatura (Kaur ef al.,
2017). La diferencia entre ambos resultados es que en nuestro caso hay una liberacién
inicial (a los 5 minutos de contacto con el PBS) de aproximadamente un 30 %, mientras
que en el trabajo de Kaur et al. no observan esa liberacién inicial. Esto se podria explicar
teniendo en cuenta que Kaur ef al. unen el farmaco covalentemente, mientras que en
nuestro caso simplemente esté fisisorbido, con lo que parte del mismo se intercambiaria
con las moléculas del medio. Para evitar esta liberacion inicial, que se produciria antes de

la entrada de los nanotubos en las células, se ha recubierto el sistema 5-FU-MWCNT con
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una biocorona de proteinas séricas. Este recubrimiento proteico evita la exposicién plena

del farmaco al medio y, por tanto, su facil intercambio con el mismo.

4.1.3. Liberacion del 5-FU en cultivos celulares y evaluacion del posible efecto
sinérgico con los MWCNTs.

Como se indica en el apartado anterior, el siguiente paso tras la sintesis y
caracterizacién del sistema 5-FU-MWCNT, fue su recubrimiento con una mezcla de
proteinas procedentes de suero fetal bovino (FBS) (Fanarraga et al., 2014), como se
representa en la Figura 4.12. Esta biocorona proteica tiene otras funciones ademas de
proteger al farmaco de su exposicion al medio fisioloégico, de esta forma, ayuda a la
redispersion de los nanotubos en el medio salino en el cual son completamente insolubles
por un lado, mientras que por otro lado activa los mecanismo de entrada en la célula via
endocitosis. De hecho, muchos grupos se han centrado en los tltimos afios en la
importancia de la biocorona proteica y en la determinacién de su papel in vivo (Marchesan
et al., 2015). Segun la literatura, la biocorona es determinante para la entrada de los
nanotubos en las células, su biodistribucién, su reactividad y su posible bio-degradacion

(Monopoli et al., 2012).

En la fisisorcién de proteinas a la superficie de los MWCNTSs pueden intervenir
muchos tipos de interacciones, incluyendo apilamiento m-m, interacciones hidrofébicas,
electrostaticas, m-cation, etc. (Xia et al., 2011). Estas interacciones tendran lugar en los sitios
libres de la pared del nanotubo, es decir, en aquellos lugares donde no haya moléculas de
5-FU. Por otro lado, estas interacciones también tienen lugar entre las proteinas y las

moléculas de 5-FU adsorbidas previamente a dicha superficie (Figura 4.12).

Probablemente, uno de los mayores problemas que tiene la mayoria de los
nanodispensadores de farmacos, es la correcta liberacion citopldsmica de los mismos. La
mayoria de los sistemas de entrega de farmacos, tras entrar en las células via endocitosis,
quedan atrapados en las vesiculas endolisosomales, donde la exposicién prolongada a las
condiciones hostiles quimicas y enzimaticas destruyen a estos nanomateriales y
desactivan las terapias. Los MWCNTs ofrecen una solucién a este problema, ya que
muestran propiedades invasoras extraordinarias siendo capaces de penetrar a través de
muchas membranas bioldgicas diferentes. Ademads, después de su funcionalizacién con

proteinas, se comportan como nanomateriales inteligentes que interactdan con los
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receptores de la superficie celular, activando los mecanismos de endocitosis y quedando
confinados transitoriamente dentro de los endosomas. Una vez que se ha formado el
endolisosoma, las condiciones quimicas y enzimaticas del mismo degradan la biocorona
proteica, desnudando el nanotubo, el cual al ser apolar interacciona con la membrana
lipidica también apolar del endolisosoma, atravesandola y liberando la terapia al

citoplasma celular (Iturrioz-Rodriguez et al., 2017), (Figura 4.13).

MWCNTs

@?‘” FBS ﬁ 5-FU

Figura 4.12. Esquema representativo de los pasos seguidos para funcionalizar los MWCNTs con 5-

FU y posteriormente con proteinas procedentes de suero fetal bovino (FBS). Los tamaiios de las
diferentes moléculas no estin a escala. Los MWCNTs se representan de forma esquemdtica con una unica
capa.

No se tienen pruebas directas del momento exacto en el que se produce la liberacién
del 5-FU de la superficie del nanotubo en el interior de la célula. Probablemente dicha
molécula se intercambie con las moléculas presentes en el medio endolisosomal, y
posteriormente salga de la vesicula una vez que los MWCNTs la hayan perforado. La
ventaja es que el 5-FU no es degradado por las enzimas presentes en los endolisosomas.
Las enzimas predominantes en los lisosomas son las hidrolasas acidas, dentro de las
cuales se pueden encontrar diferentes tipos como proteasas (degradan proteinas), lipasas

y fosfolipasas (degradan lipidos) o fosfatasas (degradan fosfatos de moléculas organicas).

91



4. Resultados y Discusion.

Por otro lado, el 5-FU también es estable al pH acido lisosomal (Arias Mediano, 2003), por

lo que no corre peligro de perder su funcionalidad antes de ser liberado al citoplasma.

§® \o°
WO e fL s

B,
'&\“\O\ ﬁ%) &% %>
A

Endocitosis

W,

/ .

[

\

\ p }
n\ & % ‘v,"‘

-}

Degradacion dela

biocorona '
e s

‘«»‘ ™ ﬁj X i; ™ : \ / . ﬁfﬁ& :»m &
\\ . &‘5‘ i ) 6\ : /‘
o Escape

endolisosomal

Figura 4.13. Diagrama de la internalizacién de los 5-FU-MWCNTs funcionalizados con FBS en el
interior de una célula y su escape al citoplasma celular via endolisosomal. La biocorona proteica
activa los mecanismos de endocitosis para entrar en las células. Una vez dentro de los endolisosomas esta
biocorona se degrada por las condiciones dcido-reductoras del medio y los nanotubos quedan descubiertos.
Estos nanotubos interaccionan con la membrana endolisosomal hidrofobica saliendo al exterior del citoplasma
y liberando ahi la carga de 5-FU.

41.3.1. Liberacion del 5-FU en células HeLa. Efecto sinérgico con los MWCNTs.

El siguiente paso tras la funcionalizacién de los MWCNTs con el farmaco y su
posterior recubrimiento con FBS, fue el estudio de liberacion de 5-FU en cultivos celulares.
Este estudio se llev6 a cabo en primer lugar en células Hela, cuya morfologia estd muy

bien caracterizada, por lo que cualquier cambio serd facilmente detectable.

En la Figura 4.14 se muestran imagenes de contraste de fase de células HeLa que
han sido incubadas durante 72 h con 100 pg/mL de 5-FU-MWCNTs (al 3 % de 5-FU),
teniendo como controles células sin tratar, células tratadas con 3ug/mL de 5-FU
(concentraciéon que se corresponde con el 3 % de 5-FU fisisorbido en la superficie de los
MWCNTs), y células tratadas con 100 pg/mL de p-MWCNTs. Las células expuestas a

5-FU-MWCNTs presentan un llamativo aumento de tamafio (contorno rojo) en
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comparacion con las células control sin tratar o con las tratadas con p-MWCNTs, este
aumento de tamafio también se observa en las células tratadas con 5-FU, lo cual es un
indicio de que se estd produciendo la liberaciéon del farmaco. Se puede explicar el
aumento de tamafio, teniendo en cuenta que el 5-FU bloquea a la célula en la fase S del
ciclo al impedir la sintesis correcta del ADN. Sin embargo, aunque el ADN no se replique,
el resto de organulos si lo hacen, por lo que la célula sigue aumentando su biomasa y su
tamafio. Por otro lado, las células incubadas con MWCNTs presentan cambios
morfolégicos a modo de extensiones citoplasmaticas anormales, tal y como viene descrito
en la literatura (Rodriguez-Fernadndez et al., 2012). Estas extensiones también se observan

en los cultivos celulares expuestos a 5-FU-MWCNTs (flechas verdes, Figura 4.14).

A) Células sin tratar 72h B) p-MWCNTs 72h

Figura 4.14. Evaluacion de los cambios morfolégicos producidos por 5-FU-MWCNTs en células
HeLa con respecto a los controles a las 72 h de exposicién mediante contraste de fase. Imdgenes de
contraste de fase de células HeLa A) sin tratar. B) expuestas a 100 ug/mL de p-MWCNTs. C) expuestas a 3
ug/mL de 5-FU. D) expuestas a 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs. Las lineas rojas muestran una
representacion de los contornos celulares para cada cultivo y, por tanto, la morfologia tipo, observindose un
gran aumento de tamario en las células tratadas con 5-FU (C) y en las tratadas con 5-FU-MWCNTs (D). Las
flechas verdes indican extensiones anormales en los citoplasmas caracteristicas de la presencia de MWCNTs.
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Para determinar de forma cuantitativa el aumento de tamafio celular producido por
la liberacién del 5-FU, se ha estimado el area de un total de entre 75-80 células para cada
muestra (Figura 4.15). Como las células no son circulares, se han medido dos longitudes a
lo largo de la célula, tal y como se representa en la Figura 4.15A. Al didmetro més largo de
la célula se le denomind (y) y al mas corto (x). Por un lado, se compararon ambos
diametros para cada cultivo celular, y por otro se obtuvo una estimacion del area celular
realizando el producto “x-y”.

En la Figura 4.15B se observa que las células tratadas con 5-FU-MWCNTs presentan
un aumento significativo del eje “y” con respecto a todos los controles. Por otro lado, el
eje “x” también aumenta con respecto al cultivo sin tratar y al tratado con p-MWCNTs.
Sin embargo, es menor que el de las células tratadas con 5-FU, que al no estar expuestas a
p-MWCNTs, no presentan las extensiones citoplasméticas caracteristicas y son, en
general, mas redondeadas. Asi en el cultivo expuesto a 5-FU-MWCNTs se puede observar
el fenotipo caracteristico tanto de las células tratadas con p-MWCNTs, como con 5-FU, lo

que indica que se estd produciendo liberacion del farmaco.

En la Figura 4.15C se observan diferencias significativas en el aumento del area
celular tras tratar los cultivos con 5-FU-MWCNTs con respecto a las células tratadas con
p-MWCNTs. Por otro lado, al compararlo con las células tratadas con 5-FU, se observé
que en este caso el drea estimada es menor, esto es debido a la presencia de nanotubos que
como ya se ha mencionado hace que muchas de las células del cultivo se encuentran

alargadas y como vimos anteriormente su “x” es menor, por lo que el producto “xy” serd

también mds pequefio.
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Figura 4.15. Determinacion del aumento en el tamaiio celular debido a la liberacién de 5-FU. A)
Imagen de contrate de fase representativa de las células tratadas con 5-FU-MWNCTs, donde se puede ver
como se han llevado a cabo las medidas de los diametros celulares (x, rojo) e (y, blanco). B) Comparacion
entre los didgmetros (x e y) de los diferentes cultivos celulares. Como se observa en el grifico, hay diferencias
significativas en los tamarios celulares (y) en los cultivos tratados con 5-FU-MWCNTs con respecto al
control de p-MWCNTs (t=4.486, n=152, **=t.o995). El lado (y) también aumenta con respecto al cultivo
tratado con 5-FU, pero en este caso las diferencias son menores (1=0.944, n=152, **=t.qp). Con respecto al
lado (x), también hay diferencias significativas con el control p-MWCNTs (t=7.97, n=152, **=t.q995). El lado
(x) del cultivo tratado con 5-FU es en este caso significativamente mayor que el tratado con 5-FU-MWCNTs
(t=3.737, n=152, **=t.9995). C) Comparacion entre las dreas estimadas (x-y) de los distintos tipos de cultivos
celulares (n=150, **=t.9995).

Los cambios morfolégicos observados mediante contraste de fase, se corroboraron
mediante microscopia de fluorescencia confocal (Figura 4.16). Los cultivos tratados con
5-FU-MWCNTs muestran cambios morfol6égicos propios del tratamiento con 5-FU y con
p-MWCNTs. De esta forma, se observan las extensiones citoplasmaticas anormales
previamente descritas, junto con una organizacién acentrosomal de los microtabulos
producida por la presencia de p-MWCNTs (Rodriguez-Fernandez et al., 2012). Por otro
lado, también se observa el aumento del tamano celular, que fue cuantificado
anteriormente. Junto con el cambio morfolégico es también muy significativa la

disminucion del nimero total de células en el cultivo. Este fendmeno es caracteristico de
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la acciéon del 5-FU, tal como se observa en el cultivo expuesto a 5-FU libre, y como viene
descrito en la literatura (Filgueiras et al., 2013), asi se corrobora que este efecto anti-

proliferativo es producido por la liberacion del 5-FU.

Sinftratar 72h p-MWCNTs 72h

Figura 4.16. Evaluacion de los cambios morfologicos producidos por 5-FU-MWCNTs en células
HeLa con respecto a los controles a las 72 h de exposicion mediante microscopia de fluorescencia
confocal. Imdgenes de microscopia confocal de células HeLa sin tratar. Células expuestas a 100 ug/mL de p-
MWCNTs. Células expuestas a 3 ug/mL de 5-FU. Células expuestas a 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs. En
verde se muestran los microtiibulos, en rojo la actina y en azul los niicleos.

A continuacién, se llevo a cabo un anélisis de la citotoxicidad mediante citometria
de flujo (Figura 4.17). Para ello, se incubaron células HeLa durante 72 h con 100 pg/mL de
5-FU-MWCNTs, con los respectivos controles anteriormente mencionados. Este estudio
demuestra que las células expuestas a 100 ng/mL de 5-FU-MWCNTs en el medio de
cultivo durante 72 h presentan un aumento considerable de la apoptosis con respecto a los
controles. Estos datos ademds revelan el ya mencionado bloqueo en la fase S del ciclo

celular, caracteristico del efecto del 5-FU, que como se mencioné con anterioridad, impide
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la sintesis del ADN al inhibir la enzima TS. Este bloqueo del ciclo sugiere un bloqueo de la
proliferacién celular, lo cual explica el aumento de la tasa de apoptosis.

Control 2% p-MWCNTs 4%

%G1
m%S
m% G2
% Poliploidia
W% Apoptosis

10%

N° células

50 100 150 50 . 100
Cantidad de ADN Cantidad de ADN

5FU 14 5-FU-MWCNTs

N° células
N° células

50 100 150 200 50 100 150 200
Cantidad de ADN Cantidad de ADN

Figura 4.17. Efecto citotéxico de 5-FU-MWCNTs en células HeLa medido por citometria de flujo.
Citometria de flujo de células HeLa sin tratar, células expuestas a 100 ug/mL de p-MWCNTs, células
expuestas a 3 ug/mL de 5-FU y células expuestas a 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs, durante 72 h. Los
cambios en el ciclo celular son indicativos de un aumento del efecto anti-proliferativo y citotdxico de los
5-FU-MWCNTs con respecto a los controles. En rojo se presentan los histogramas obtenidos para mds de
10000 células donde se representa la cantidad de ADN que presenta cada poblacion celular.

Si se compara la apoptosis producida por el 5-FU-MWCNTs (21 %), con la suma de
la apoptosis producida por el p-MWCNTs y el 5-FU por separado (4+14= 18 %), se puede
deducir que se produce un aumento del efecto citotéxico al tratar las células malignas con

el 5-FU-MWCNT, potenciandose el efecto producido por ambos elementos por separado.

Por dltimo, se empled otra técnica para corroborar los resultados de la viabilidad
celular en los cultivos de células HeLa expuestas a 5-FU-MWCNTs y a los respectivos

controles, esta vez a diferente tiempos (24, 48, 72 y 96 h) (Figura 4.18). Para ello las células
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muertas por necrosis se tifieron con azul de tripan, y se determiné la supervivencia celular

mediante contaje con cdmara de Neubatier (ver capitulo III, seccion 3.2.3).
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Figura 4.18. Viabilidad de las células HeLa expuestas a 5-FU-MWCNTs. Se determind el porcentaje de
supervivencia celular de las células HeLa a las 24, 48, 72 y 96 h. En azul aparece la supervivencia para las
células sin tratar, en verde para las tratadas con 100 ug/mL de p-MWCNTs, en rojo para las tratadas con 3
ug/mL de 5-FU y, por tltimo, en morado para las tratadas con 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs. Se observan
diferencias significativas entre las células tratadas con p-MWCNTs y 5-FU-MWCNTs (1=2.686, n=4,
*=t.975); (1=2.82, n=4, **=t.g975) a las 72 y 96 h, respectivamente. Menos diferencias se encontraron entre 5-
FU y 5-FU-MWCNTs tanto a las 72 como a las 96 h (+=0.74, n=3, =t.7), (t=1.56, n=4, *=t.q).

Mediante este ensayo se determina la muerte celular por necrosis, observando que
hay diferencias significativas a las 72 y 96 h en la muerte producida con 5-FU-MWCNTs
con respecto al control de p-MWCNTs, y que estas diferencias son menores con respecto
al 5-FU libre. Por otro lado, si se suman las muertes producidas a las 72 h por 5-FU y
p-MWCNTs por separado (3.9+3.3= 7.2 %) y se compara con la producida por
5-FU-MWCNTs (17.2 %) se puede concluir que ha habido liberacién del 5-FU y que
ademas se produce un efecto sinérgico en el aumento de la muerte celular por necrosis.
Este efecto es adn mayor a las 96 h, en la que los valores de muerte celular son de

(18.5+5.4= 23.9 %) para los controles por separado, y de (35.4 %) para el 5-FU-MWCNTs.

4.1.3.2. Liberacion del 5-FU en célula de melanoma maligno de raton (B16F10). Efecto
sinérgico con los MWCNTs.

Tras los resultados expuestos anteriormente en células HeLa, se realiz6 el estudio de
liberacion del 5-FU y el analisis de su efecto citot6xico en células de melanoma maligno de

raton de la linea B16F10. Se eligi6 esta linea celular debido a que serd la que
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posteriormente se trasplante a los ratones neonatos albinos para el desarrollo de tumores

y la realizacion de los estudios in vivo.

Las células B16F10 se incubaron en presencia de 100 ng/mL de 5-FU-MWCNTs y
los respectivos controles durante diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 h) y se analizaron en

primer lugar los efectos producido mediante microscopia de fluorescencia confocal

(Figura 4.19).

Sin tratar 72h \ p-,MWCNTs 72h

Figura 4.19. Evaluacion de los cambios morfolégicos producidos por 5-FU-MWCNTs en células
B16F10 con respecto a los controles a las 72 h de exposicion mediante microscopia de fluorescencia
confocal. Imdgenes de microscopia confocal de células B16F10 sin tratar. Células expuestas a 100 ug/mL de
p-MWCNTs. Células expuestas a 3 ug/mL de 5-FU. Células expuestas a 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs. En
verde se muestran los microtiibulos, en rojo la actina y en azul los niicleos.

En los cultivos tratados con 5-FU-MWCNTs se muestran cambios morfolégicos

propios del tratamiento con 5-FU y con p-MWCNTs. El aumento de tamafio de las células
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con respecto al control de células sin tratar o las tratadas con p-MWCNTs es el cambio
mas caracteristico que se observa. Este aumento del tamafo celular también se observa en
el cultivo tratado con 5-FU, y como se explicé anteriormente es debido a que la célula,
aunque esté bloqueada en fase S, sigue creciendo porque el resto de organulos y de

biomasa se sigue replicando.

Junto con el cambio morfolégico también es muy significativa la disminucion del
namero total de células en el cultivo, resultado similar al obtenido en células HelLa. Este
fenémeno es caracteristico de la accion del 5-FU, tal como se observa en el cultivo
expuesto a 5-FU libre. Asi se corrobora de nuevo que a las 72 h de incubacién en cultivos
celulares ya se ha producido liberaciéon del 5-FU en el interior de la célula y que esta

ejerciendo su efecto anti-proliferativo y citotéxico.

A continuacién, como en el caso de las células Hel a, se llevé a cabo un estudio de la
citotoxicidad mediante citometria de flujo. Las células B16F10 fueron incubadas con 100
ng/mL de 5-FU-MWCNTs junto con los respectivos controles anteriormente mencionados
durante 72 h. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.20. De nuevo se observa
que las células expuestas a 5-FU-MWCNTs presentan bloqueo en la fase S del ciclo de
modo similar a lo que ocurre en las células tratadas exclusivamente con 5-FU. Ademas,
este cultivo presenta un aumento de la apoptosis con respecto a los controles. En este caso
la apoptosis producida por el 5-FU-MWCNTs es de un 27 %, mientras que en el caso del
5-FU libre provoca un 17 % de apoptosis, que sumado con el 9 % de los p-MWCNTs
darian un 26 % en total. Asi se puede concluir, que aunque en este caso no se observa
tanta diferencia entre la suma de los controles y la muestra tratada con 5-FU-MWCNTs
como en las células HeLa, sin embargo si que se potencia el efecto del farmaco libre, por lo

que se puede decir que los MWCNTSs pueden actuar como una terapia adyuvante.
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Figura 4.20. Efecto citotéxico de 5-FU-MWCNTs en células B16F10 medido por citometria de flujo.
Citometria de flujo de células B16F10 sin tratar, células expuestas a 100 ug/mL de p-MWCNTs, células
expuestas a 3 ug/mL de 5-FU y células expuestas a 100 ug/mL de 5-FU-MWCNTs, durante 72 h. Los
cambios en el ciclo celular son indicativos de un aumento del efecto anti-proliferativo y citotoxico de los 5-
FU-MWCNTs con respecto a los controles. En rojo se presentan los histogramas obtenidos para mds de
10000 células donde se representa la cantidad de ADN que presenta cada poblacion celular.

Por dltimo, se determiné la viabilidad de las células B16F10 expuestas a 100 pg/ml
de 5-FU-MWCNTs a diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 h) midiendo el grado de necrosis
producido, tal y como se hizo con las células HelLa (Figura 4.21). En este ensayo se
concluye que hay diferencias significativas en la muerte por necrosis entre las células
cultivadas con 5-FU-MWCNTs y los respectivos controles. Ademads, se compara la suma
de las necrosis producidas por los p-MWCNTs y el 5-FU por separado (7+ 5.3 = 12.3 %),
(8.9 + 8.9 = 17.8 %) a las 72 y 96 h respectivamente, con las obtenidas en los cultivos
incubados con 5-FU-MWCNTs (15.7 %) y (18.3 %) (Figura 4.21). Se puede concluir que
aunque en este caso hay una disminucién significativa de la viabilidad celular con

respecto a los controles, lo que indica que se potencia el efecto del farmaco antitumoral
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5-FU mediante la accién de los nanotubos, sin embargo las diferencias con respecto a la
suma de la accién de los controles por separado es menor que en el caso de las células

HelLa. Este resultado corrobora lo obtenido previamente mediante citometria de flujo.

% supervivencia B16F10

24 h 48 h 72 h 96 h
H control = p-MWCNTs u5-FU m5-FU-MWCNTs

Figura 4.21. Viabilidad de las células B16F10 expuestas a 5-FU-MWCNTs. Se determiné el porcentaje
de supervivencia celular en células de melanoma maligno de raton B16F10 a las 24, 48, 72 y 96 h. En azul
aparece la supervivencia para las células sin tratar, en verde para las tratadas con 100 ug/mL de p-
MWCNTs, en rojo para las tratadas con 3 ug/mL de 5-FU y, por iltimo, en morado para las tratadas con 100
ug/mL de 5-FU-MWCNTs. Se observan diferencias significativas entre las células tratadas con p-MWCNTs
y 5-FU-MWCNTs (t=3.673, n=6, **=t.g95); y entre 5-FU y 5-FU-MWCNTs (t=3.028, n=6, **=t.g9) a las 72.
A las 96 h, se encontraron diferencias aunque el grado de confianza es menor. p-MWCNTs frente a 5-FU-
MWCNTs (t=1.448, n=4, *=t.q0), 5-FU frente a 5-FU-MWCNTs (t=2.157, n=4, *=t.gs).

A la vista de los resultados obtenidos, queda de manifiesto que se produce
liberacion del 5-FU tanto en células HeLa como en B16F10, y ademas que mediante este
mecanismo de entrega de farmaco que se ha disefiado, se potencia la accion citotéxica que
tienen por separado el 5-FU y los p-MWCNTs. Sin embargo, en el caso de las células de
melanoma de ratén B16F10, al ser células tumorales mas resistentes que las Hela, la
diferencia en el efecto citotéxico con respecto a los controles es menor que la que tiene
lugar en HeLa. En este tipo de células seria necesario una mayor dosis de 5-FU-MWCNTs

o bien combinar esta terapia con otras terapias adyuvantes.

4.1.4. Efecto del tratamiento de los 5-FU-MWCNTSs en un modelo de tumores
solidos in vivo.

Una vez validada la liberacién del 5-FU, adsorbido sobre la superficie de los

nanotubos mediante interacciones no-covalentes, y estudiado su efecto citotéxico in vitro
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en cultivos de células HelLa y de melanoma maligno de ratén B16F10, el siguiente objetivo

que se plante6 fue la validacion de estos resultados en tumores sélidos.

El modelo elegido para llevar a cabo este estudio fue el modelo de alotransplante de
melanoma maligno murino (B16F10), en ratones neonatos albino (CD-1) desarrollado en
nuestro laboratorio (Garcia-Hevia et al., 2016a), (ver capitulo I, seccién 1.2.1.2 y capitulo III

seccion 3.3).

Actualmente, el mejor tratamiento de los melanomas es su prondstico precoz y la
extirpacion quirargica, ya que las terapias antineopldsicas actuales solamente tienen un
valor paliativo en este tipo de cénceres. El uso de sistemas multiterapia, tal y como se
propone en esta tesis, aprovechando la capacidad intrinseca de los MWCNTs de
interaccionar con los microtabulos inhibiendo su biomecanica y, por otro lado, potenciar
este efecto con el de farmacos antineopldsicos que transporte en su superficie, supondria
una revoluciéon en el tratamiento de este tipo de canceres, pudiendo disminuir la

posibilidad de apariciéon de quimioresistencias.

Para evaluar el efecto antitumoral del sistema 5-FU-MWCNTs, se llevo a cabo una
Gnica inyeccién intratumoral de 2 pg de 5-FU-MWCNTs resuspendidos en 10 pL de
medio de cultivo (DMEM, 30 % FBS) usando gentamicina como antibi6tico, junto con los
respectivos controles, 2 ng de p-MWCNTs, 0.06 pg de 5-FU, y tumores tratados solamente
con el medio de resuspension de los nanotubos (control), todos pinchados dentro de una
misma camada. Al cabo de 4 dias de tratamiento, se diseccionaron los tumores y se

pesaron (Figura 4.22).

El 5-FU-MWCNTs produce una reduccién de la masa del tumor de un 58 % después de 4
dias de tratamiento con respecto al tumor control tratado con medio de resuspension. Se
observa también una reduccion significativa de la masa con respecto a los controles de 5-
FU y de p-MWNCTs, por lo que se puede concluir que el sistema de entrega y liberaciéon

del 5-FU desarrollado potencia el efecto antitumoral del farmaco 5-FU libre.

Por otro lado, si se compara este valor con la suma de las reducciones producidas
por el 5-FU y los p-MWCNTs administrados independientemente (23+46 = 69 %) se

puede concluir que en este caso no se aprecia un efecto sinérgico.
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Figura 4.22. Evaluacién del efecto antitumoral in vivo en tumores de melanoma de raton. A)
Andlisis estadistico del efecto de una sola inyeccién de 5-FU-MWCNTs y de los controles. El tamario
tumoral medio fue significativamente menor que los tratados con 5-FU (1=3.6, n=75, **=t.q9) y que los
tratados con p-MWCNTs (t=1.31, n=87, *=t.975). B) Foto de dos ratones de la misma camada representativos
utilizados para el experimento in vivo, donde los ratones inyectados con 5-FU-MWCNTs tienen tumores
mds pequefios a simple vista que los tumores control tratados con medio de resuspension de los nanotubos
(control), (flecha roja).

4.1.5. Discusion de los resultados.

El 5-FU se ha utilizado durante los tltimos 50 afios para el tratamiento de diferentes
tipos de canceres (Miura et al., 2010). El principal problema de este farmaco, como el de la
mayoria de los farmacos antineoplasicos, es que al ataca a todas aquellas células que
proliferan, ya sean sanas o cancerigenas, lo que conlleva a la aparicion de efectos
secundarios no deseados. Por otro lado, las células tumorales han desarrollado diversos
mecanismos de resistencia a estos farmacos (Lugmani, 2005), esto hace que esta terapia

tradicionalmente usada contra el cancer no sea totalmente efectiva.

Como alternativa, en esta tesis se propone aprovechar las excelentes propiedades de
superficie de los MWCNTs para utilizarlos como nanotransportadores del 5-FU. Se ha
conseguido que ambos compuesto interaccionen no-covalentemente mediante un
procedimiento muy sencillo y poco agresivo, que respeta la funcionalidad del farmaco.

Por otro lado, también se aprovecha la capacidad de los nanotubos para atravesar
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diferentes tipos de membranas celulares para que la entrega del farmaco en el citoplasma

celular sea efectiva.

El recubrimiento de estos nanotransportadores con una biocorona proteica permite
proteger el farmaco de su continua exposicion al medio fisiolégico, y ademas, activa los
mecanismos de entrada a la célula via endocitosis. La mayoria de sistemas de entrega de
farmacos quedan atrapados en las vesiculas endolisosomales, exponiendo los farmacos
que transportan a las fuertes condiciones acido-reductoras y enzimaéticas alli presente vy,
por tanto, provocando la degradacion e inactivacion de los mismos antes de que ejerzan
su funcion. Los MWCNTs, sin embargo, son capaces de atravesar la membrana lipidica
endolisosomal (Iturrioz-Rodriguez et al., 2017), liberando el farmaco en el citoplasma

celular y permitiendo que actte la terapia.

Por otro lado, aprovechando el efecto citotoxico (Garcia-Hevia et al., 2015b), anti-
proliferativo, anti-migratorio (Garcia-Hevia et al., 2015a) y antitumoral (Garcia-Hevia et
al., 2016b) de los MWCNTs, en este trabajo se ha desarrollado un sistema de doble ataque
a las células tumorales, de tal forma que se bloquea la proliferacién celular maligna en dos
puntos diferentes del ciclo, disminuyendo asi las posibilidades de apariciéon de posibles

resistencias.

Por dltimo, teniendo en cuenta los resultados expuestos anteriormente, se puede
utilizar el sistema desarrollado en esta tesis para acoplarlo a otras estructuras, que
permitan encapsular a su vez otras terapias alternativas en su interior, y que utilicen la
capacidad para penetrar barreras celulares de los MWCNTs, para liberar dichas terapias
en el citoplasma celular. Se estaria asi ante un sistema multiestructurado de liberacién

multiterapia que permitiria atacar el cancer desde diferentes vias.

4.2. Estudio y mejora de la biodegradacion de los MWCNTs
manteniendo su efecto antitumoral.

Atendiendo a los resultados obtenidos hasta el momento, los MWCNTs podrian
suponer una eficaz herramienta para el tratamiento del cancer, tanto por su efecto
intrinseco citotoxico y antitumoral, como por sus excelentes propiedades superficiales,

que les permiten ser utilizados como sistemas de transporte y liberaciéon de farmacos.
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Desafortunadamente, a pesar de estos interesantes resultados, queda un largo camino
antes de que se puedan usar en aplicaciones clinicas. Los tinicos ensayos clinicos con
nanotubos de carbono existentes hasta la fecha comenzaron en el afio 2011. En ellos los
nanotubos estan tUnicamente presentes como componentes de dispositivos médicos

externos para el diagnostico del cancer (Marchesan et al., 2015).

Se ha encontrado que la bioacumulacién de los nanotubos de carbono en diferentes
6rganos y tejidos puede causar multiples dafios. Entre los efectos secundarios no deseados
que desencadenan se pueden destacar reacciones inflamatorias, citotoxicidad, rotura del
ADN, mal-segregacion cromosémica, etc. (Madani et al., 2013), (Rittinghausen et al., 2014),
(Kostarelos, 2008).

En algunos trabajos cientificos se ha comparado su toxicidad con la del asbesto
debido a la similitud de su morfologia (Madani et al., 2013), (Poland et al., 2008). Las fibras
de asbesto son cristales aciculares que acttian principalmente en el sistema respiratorio.
Debido a su ligero peso, pueden permanecer en suspension en el aire y ser facilmente
inhalados, causando patogenicidad pulmonar (Lam et al., 2004). Ravichandran et al.
comprobaron en uno de sus estudios que las células epiteliales de pulmoén de rata tratadas
con MWCNTs sufrian apoptosis debido a que se producia dafio mitocondrial, el cual
finalmente guiaba a dafio lisosomal (Ravichandran et al., 2009). La desestabilizacién de las
membranas lisosomales conduce a la muerte celular por apoptosis y necrosis debido a que
el lisosoma lesionado libera enzimas digestivas que dafian a las células (Andon & Fadeel,
2013). Por otro lado, se observé que los nanotubos de carbono pueden provocar una
disminucién del potencial de membrana mitocondrial, que da como resultado la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Un alto nivel de ROS es indicativo de
estrés oxidativo y puede dafiar las células alterando la estructura de las proteinas y del
ADN, interfiriendo con las funciones de sefalizaciéon y modulando la transcripcién
génica. Esto, eventualmente, podria desembocar en céncer, enfermedad renal,
neurodegeneracion, enfermedad cardiovascular o pulmonar. El efecto del alto nivel de
ROS tiene atn mas influencia en el sistema nervioso central debido al alto contenido de

acidos grasos insaturados que son susceptibles a la peroxidacion (Sharifi et al., 2012).

Los factores que determinan la toxicidad de los nanotubos de carbono son su
longitud, su didmetro, su pureza, el método de produccién y la funcionalizaciéon

superficial de los mismos (Madani et al., 2013), por tanto, manipulando estos factores se
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podria hacer los MWCNTs mds seguros para su uso en Nanomedicina. En la resoluciéon

de este problema se centra el siguiente objetivo de la presente tesis doctoral.

Para evitar la bioacumulaciéon de los MWCNTs tras la terapia y el correspondiente
dafio causado a los tejidos, es necesario llevar a cabo una mejora de su biodegradacion.
Esto no es una tarea trivial, puesto que se trata de uno de los nanomateriales mas estables
que existen desde el punto de vista quimico y estructural. Sin embargo, el descubrimiento
de la biodegradacién de los nanotubos de carbono in vitro mediante células fagociticas ha
abierto nuevas oportunidades en este problema. Estas células pueden degradar todo tipo
de biomoléculas que entran a la célula por las vias endociticas o fagociticas. Sus lisosomas,
ademds de mostrar un pH &4cido de 4.5, contienen una gran variedad de enzimas que
pueden ayudar a digerir los nanotubos de forma gradual (Kagan et al., 2010). Asi por
ejemplo, los neutréfilos matan a los microorganismos invasores mediante el uso de
enzimas generadoras de agentes oxidantes como la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), la mieloperoxidasa y las proteasas (Hampton et al.,
1998). La mieloperoxidasa humana (hMPO) genera potentes radicales intermedios muy
reactivos, y acido hipocloroso (HOCI), lo que probablemente contribuya a la degradacién
de materiales poliméricos tales como los implantes de poliuretano (Sutherland et al., 1993).
Estos mismos agentes oxidantes (hMPO) también son capaces de biodegradar grafeno

(Kurapati et al., 2018).

Se ha observado que los macréfagos (Elgrabli et al., 2015a), (Kagan et al., 2014), las
microglias (Russier et al., 2017), los neutrdfilos (Vlasova et al., 2012) y los eosindfilos
(Andon et al., 2013) degradan los nanotubos de carbono en cultivo después de diferentes
tratamientos superficiales previos. Nuestro objetivo es estudiar como se ve afectada la
degradacion intracelular de los MWCNTs mediante enzimas biolégicas al someterlos a
distintos grados de oxidacién quimica. Este tratamiento previo da como resultado la
formaciéon de diferentes grupos funcionales y defectos estructurales en la superficie del
nanotubo que actuardn como sitios activos donde las enzimas pueden atacar con mayor
facilidad, facilitando asi la degradacion en el interior de los macréfagos. Se han explorado
varios pretratamientos de oxidacién superficial con la finalidad de determinar cudl de
ellos es el que consigue un mejor equilibrio en la degradacion de los MWCNTs por los
macréfagos por un lado y la preservaciéon de sus propiedades biomiméticas con los
microtibulos por otro, haciéndolos biodegradables a la vez que sigan manteniendo su

efecto citotéxico y antitumoral.
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4.2.1. Pre-tratamiento oxidativo de los MWCNTs.

4.2.1.1. Reaccidon de oxidacion.

Con el objetivo de facilitar la degradacion intracelular, se oxidaron p-MWCNTs
mediante exposicion a una mezcla de adcidos H>SOs/HNO; en proporciones de volumen
v/v =3/1 a 37 °C durante dos tiempos diferentes (2 y 9 h) siguiendo el procedimiento
descrito en el capitulo III, seccién 3.1.1.1. Durante este proceso se crean determinados
grupos funcionales en la superficie de los p-MWCNTs, tales como hidroxilos (-C-OH),
carbonilos (-C=0) y carboxilos (-COOH) (Syrgiannis et al., 2014). Normalmente, el
proceso de oxidacion tiene lugar en primer lugar sobre los posibles defectos ya existentes
en las paredes de los p-MWCNTs, generando estos grupos funcionales principalmente en
los extremos y a continuacién, el ataque con estos acidos fuertes genera nuevos defectos

sobre las paredes laterales del nanotubo.

El mecanismo por el que se lleva a cabo la reaccién de oxidaciéon consiste en un
ataque electrofilico a los dobles enlaces de los anillos de grafeno por parte de
determinadas especies generadas mediante la reaccion entre ambos 4cidos (por ejemplo
NO3), formandose los grupos -OH, posteriormente estos grupos pueden ser oxidados

hasta grupos carbonilos y carboxilos (Zhang et al., 2003).

4.2.1.2. Caracterizacion de la funcionalizacién quimica.

i)  Microscopia electronica de transmisién de alta resolucién.

Se han empleado diferentes técnicas para caracterizar el grado de funcionalizacién
de estos nanotubos sometidos a tratamientos de oxidaciéon (o-MWCNTs). La microscopia
electronica de alta resolucion (HRTEM) permitir obtener una visualizacién directa del
diametro, la longitud y los defectos en la superficie de los nanotubos (Zhang et al., 2003).
Por ello, se ha utilizado esta técnica para caracterizar cualitativamente la oxidacion,
pudiendo observar en las imdagenes de alta resoluciéon cémo las superficies de los
nanotubos de carbono oxidados durante 9 h presentan diferencias en sus estructuras con

respecto a las de los p-MWCNTs (Figura 4.23).
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Entre las diferencias mas significativas que se observan se puede mencionar una
reduccion en el nimero de paredes, de 12-16 capas en los pristinos a 8-10 en los oxidados.
También se observan pequefias imperfecciones superficiales y roturas en las paredes
externas (flechas rojas). A pesar de estas modificaciones, se puede apreciar una buena
conservacion de la estructura general del nanotubo (Figura 4.23). La conservacion de
dicha estructura es importante para que no pierdan su capacidad intrinseca de interaccién
biomimética con los microtdabulos, la cual se basa en las similitudes estructurales entre los
nanotubos y los protofilamentos que conforman los microttbulos. La presencia de los
pequeiios defectos observados no parece relevante a tenor de los resultados, en dicha

interaccion.

9h o-MWCNT!

Figura 4.23. Caracterizacion de la oxidacion de MWCNTs mediante HRTEM. Imdgenes de
microscopia electronica de transmisién de los p-MWCNTs y 9h o-MWCNTs a baja y alta resolucion. Las
flechas rojas indican defectos y roturas en las paredes externas de los 9h o-MWCNTs.

ii)  Espectroscopia Raman.

La espectroscopia Raman proporciona la huella dactilar de las moléculas que pueden
ser detectadas mediante esta técnica, pudiendo asi identificar su presencia en una mezcla
de compuestos o incluso dentro de células y tejidos. Como se explic6 en el capitulo III, los
MWCNTs tienen un espectro Raman caracteristico que se modifica conforme se ve
alterada su estructura electrénica. Asi, mediante espectroscopia Raman se puede

determinar la cantidad de carbono amorfo, la presencia de desorden en la superficie, o el
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grado de funcionalizacién. En particular, como se explicé en el capitulo III seccién 3.1.3.1,
el estudio de la relacion entre la intensidad integrada (A) de las bandas D y G (Ap/Ag) es
una forma de semicuantificar el grado de defectos estructurales en la superficie de los
nanotubos (Russier et al., 2017), (Bussy et al., 2016), (Nunes et al., 2012). En la Figura 4.24 se
muestran los espectros Raman representativos de las muestras de p-MWCNTs (rojo), 2h
o-MWCNTs (negro) y 9h o-MWCNTs (azul). En ellos se pueden observar las bandas D y
G caracteristicas en torno a 1330 cm™ y 1585 cm! respectivamente, junto con la banda D’
que se observa como un hombro de la banda G a 1614 cm. En verde se representan los

ajustes a funciones lorentzianas para las tres bandas sefialadas.

B 9h o-MWCNTs
Il 2h o-MWCNTs

B p-MWCNTs

Intensidad Raman (u. arb.)

v T v T T 1
1200 1400 1600 1800

Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 4.24. Caracterizacién de la oxidacion de MWCNTs mediante espectroscopia Raman.
Espectros Raman de p-MWCNTs (rojo), 2h o-MWCNTs (negro), 9h o-MWCNTs (azul). Las bandas
caracteristicas de los MWCNTs aparecen sobre 1330 cm (banda D), 1585 cm! (banda G) y 1614 cm!
(banda D’). En verde se representa el ajuste de las bandas a funciones lorentzianas mediante el cual se han

estimado las intensidades integradas.

Se puede observar como la banda G se desplaza hacia menores longitudes de onda
conforme aumenta el tiempo de exposicion de los p-MWCNTs a los &cidos. Este
desplazamiento es debido a la transferencia de carga por parte de los grupos funcionales
producidos con el tratamiento de oxidacion a la superficie del nanotubo (Gupta et al.,

2004).
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Basandose en los trabajos mencionados anteriormente, se estudi6 la relaciéon entre
las intensidades integradas, Ap/Ag, para las tres muestras de nanotubos, con el objetivo
de verificar el aumento de los defectos superficiales provocados en los nanotubos tras los
tratamientos oxidativos. Los resultados obtenidos confirmaron que a medida que
aumenta el tiempo de oxidacioén, el cociente entre las intensidades integradas de ambas
bandas también aumenta (Tabla 4.2), validandose asi que aumentan los defectos
estructurales en la superficie de los MWCNTs con el tiempo de exposicion de los mismos

alos 4cidos.

Tabla 4.2. Andlisis de Ap/Ac para p-MWCNTs, 2h y 9h o-MWCNTs.

p-MWCNTs  2h o-MWNCTs 9h o-MWCNTs
Ap/Ac 2.29 2.32 2.79

iii) Espectroscopia infrarroja.

La siguiente técnica que se utiliz6 para caracterizar la oxidaciéon de los MWCNTs
fue la espectroscopia infrarroja. En la Figura 4.25 se muestran los espectros de absorciéon
en la region IR del espectro electromagnético para las muestras de p-MWCNTs (rojo), 2h
0-MWCNTs (negro) y 9h o-MWCNTs (azul). La comparacién de los espectros IR de las
distintas muestras de nanotubos, demuestra que el tiempo de exposicion a los acidos
aumenta las bandas correspondientes a los grupos funcionales producidos por la
oxidacion. Algunas de estas bandas ya se observan en los p-MWCNTs, los cuales
presentan una leve oxidacién probablemente producida en el proceso de sintesis, limpieza

y purificacion.

Para poder comparar las intensidades de las bandas de las diferentes muestras, se
normalizaron los espectros IR, obtenidos mediante espesores de las pastillas y
concentraciones de MWCNTs en KBr conocidas, como se indicé en el capitulo III, seccién
3.1.3.2. Se observa una banda de absorcion ancha a 3425 cm! atribuida a la vibraciéon de
estiramiento del -O-H, la banda a 1565 cm! se asigna a la vibraciéon de estiramiento del
doble enlace C=C y, por otro lado, la banda a 1190 cm™ se atribuye al correspondiente
estiramiento del enlace -C-O. El andlisis IR también muestra bandas correspondientes a
las vibraciones de estiramiento antisimétricas y simétricas de los enlaces -C-H y -CH: a
2930 y 2850 cm™. Las bandas a 1722 y 1640 cm! se atribuyen a vibraciones de los grupos
funcionales -C=0 y -COOH (Silverstein et al., 1981). Los modos de flexién del enlace -C-H
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fuera del plano en los compuestos aromaticos sustituidos aparecen con un maximo en 800
y 740 cm-. Por ltimo, la banda que aparece sobre 500 cm-! podria atribuirse a los grupos
inorganicos presentes debido a la contaminacién del H»SOj; tras el tratamiento de
oxidacién (Rubinson, 2001). Estas bandas son significativamente mas intensas en los %h o-
MWCNTs que en los 2h o-MWCNTs y estos segundos, mds intensas que los p-MWCNTs,

con lo que se valida también mediante esta técnica la efectividad del tratamiento aplicado.
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Figura 4.25. Caracterizacién de la oxidacién de MWCNTs mediante espectroscopia FTIR.
Espectros de absorcion FTIR de p-MWCNTs (rojo), 2h o-MWCNTs (negro) y 9h o-MWCNTs
(azul). Las concentraciones de MWCNTs fueron de 2400 ug, 2400 ug y 1576 nug por gramo de KBr
para p-MWCNTs, 2h y 9h o-MWCNTs y un espesor de pastilla de 350 um, 280 um y 280 um,
respectivamente. Posteriormente estos espectros se escalaron en funcion del espesor y la
concentracion de cada muestra para poder compararlos. Se observa que las bandas caracteristicas de
los grupos funcionales originados durante el proceso de oxidacion aumentan su intensidad conforme
aumenta la exposicion de los MWCNTTs a los dcidos.

iv)  Analisis termogravimétrico.

La presencia de los grupos originados en el proceso oxidativo de los p-MWCNTs se
corrobor6 también mediante TGA, con un espectrémetro de masas acoplado, a través del
cual se pudo detectar la liberacién CO, cuando la muestra se calenté por encima de los

25 °C en atmosfera de N» (Figura 4.26).

El TGA también sirvi6 para determinar cuantitativamente el grado de

funcionalizaciéon de los MWCNTs oxidados durante 9 h. Dicho analisis se llev6 a cabo en
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atmosfera inerte de N2, donde los p-MWCNTs (rojo) no se degradan debido a que no se
produce la combustiéon. La pérdida de masa que se observa en los o-MWCNTs (azul) es
debida a la descomposicion de los grupos funcionales formados durante el proceso de
oxidacién. En total se determiné que el 15.11 % de la masa de la muestra de o-MWCNTs
se corresponde con dichos grupos funcionales. Esta pérdida de masa se siguié6 mediante
espectrometria de masas, detectando la sefial del CO. (m/z=44), observdndose que
efectivamente se libera CO, procedente de grupos carboxilos y carbonilos conforme
aumenta la temperatura y en una mayor intensidad que la sefial observada en los

p-MWCNTs (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Caracterizacion de la oxidacion de MWCNTs mediante andlisis
termogravimétrico (TGA) y espectrometria de masas. (Arriba) Andlisis termogravimétrico de
p-MWCNTs (rojo) y 9h o-MWCNTs (azul) en atmdsfera de N». Se observa el porcentaje de pérdida
de masa conforme aumenta la temperatura, para una rampa de temperatura de 10 °C/min en
atmosfera de N». El 15.11 % de la masa de o-MWOCNTs se corresponde con la masa de los grupos
funcionales procedentes de la oxidacion. (Abajo) Espectrometria de masas correspondiente a la serial
del CO; (m/z=44) con el aumento de temperatura para la muestra de p-MWCNTs (rojo) y o-
MW(CNTs (azul) en atmdsfera de N.

4.2.2. Los pre-tratamientos oxidativos mejoran la degradacién intracelular de
los MWCNTs en macréfagos.

Una vez que los MWCNTs cumplen su funcion biolégica como nanotransportadores
y agentes antitumorales, deberian ser degradados por los macréfagos asociados al tumor.
Coémo se mencioné anteriormente, muchos trabajos cientificos muestran como las células

fagociticas son capaces de degradar los NTCs (Elgrabli et al., 2015), (Russier et al., 2017),
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(Kagan et al., 2010), (Vlasova et al., 2012), (Andén et al., 2013). Elgrabli et al. describen en su
trabajo el camino biolégico que conduce a su degradacion en el interior de los macréfagos
(Elgrabli et al., 2015). En dicho trabajo destacan el papel crucial de las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Intracelularmente, los MWCNTs se degradan principalmente en los
fagosomas (Elgrabli et al., 2008). La enzima NADPH oxidasa (NOX), consiste en una
asociacion de glicoproteinas y proteinas citosélicas que estdn asociados con el plasma y
las membranas fagosomales, y estan involucrados en variedad de procesos fisiologicos,
entre ellos la defensa del organismo de los agentes extrafios (Guichard et al., 2006a). Esta
formada por un componente de membrana y otro citosélico. El componente de membrana
estd constituido a su vez por dos subunidades p22phox y gp91phox (NOX2) y representa
la parte catalitica del complejo enzimatico. El componente citosélico estd formado por tres
subunidades citosolicas, p40phox, p47phox, p67phox, las cuales intervienen en la
regulaciéon de la actividad del complejo catalitico (Coyoy-Salgado & Morén, 2012). Este
complejo enzimético es la principal fuente de generaciéon de ROS en los fagocitos,
encargdndose de catalizar la reaccion de oxidacién del NADH o NADPH a NAD+* o
NADP+, dando lugar por tanto a la reduccion de oxigeno molecular generando la especie
radicalaria 05~ que puede dismutar a HxO, en presencia de la enzima superéxido
dismutasa (SOD) (Guichard et al., 2006b). A su vez 03~ y H2O2 pueden reaccionar entre si
en presencia del hierro endégeno intracelular, produciendo el radical OH?*, el cual es un
importante electrofilo que atacard a la nanoestrutura grafitica del nanotubo produciendo

su degradacion.

La presencia en la célula de MWCNTs induce la activacion de los complejos de
NOX, y como consecuencia su degradacién. El mecanismo descrito por Elgrabli et al. por
el que tiene lugar este proceso consta de dos pasos, por un lado se crean perforaciones en
las paredes de los nanotubos que suponen defectos estructurales activos, a partir de los
cuales se sigue favoreciendo la degradacién. Por otro lado, observan un adelgazamiento
continuo del didmetro externo y un aumento del didmetro interno del nanotubo debido a
que se van erosionando las capas que lo forman, esto indica que las especias también

acttan desde dentro del nanotubo (Elgrabli et al., 2015).

Teniendo en cuenta los trabajos anteriores, se ha estudiado la degradaciéon
intracelular en macréfagos de ratéon de la linea J774. En la Figura 4.27 se presentan
imagenes de contraste de fase y microscopia confocal de fluorescencia de los macréfagos

expuestos a 5 pg/mL de 2h y 9h o-MWCNTs. Como se observa en la imagen de contrate
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de fase (Figura 4.27B), los macréfagos expuestos durante 72 h a 9h o-MWCNTs mostraron
una reduccién significativa de las masas negras intracelulares de nanotubos con respecto
a las mismas células expuestas a la misma concentraciéon de 2h o-MWCNTs durante el
mismo tiempo. Esto parece indicar que los pre-tratamientos oxidativos mas fuertes a los

que han sido sometido los 9h o-MWCNTs estan ayudando a su degradacién intracelular.
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Figura 4.27. o-MWCNTs en el interior de macréfagos. A) Proyeccion en el eje Z de
imdgenes de contraste de fase/fluorescencia de macréfagos expuestos durante 24 h a 5 ug/mL de 2h o-
MWCNTs. En rojo se observa la actina y en azul el ADN nuclear. Las cruces blancas en los laterales
de las imdgenes muestran la proyeccion Z en la que se observan masas de carbono intracelulares. B)
Macrofagos expuestos a 5 ug/mL de 2h y 9h o-MWCNTs. El contorno celular ha sido resaltado
mediante una linea roja. Las flechas negras indican agregados de carbono intracelular que se
extienden por el citoplasma de los macréfagos. Se observa como las masas de carbono
correspondientes a los 9h 0o-MWCNTs son menores que las de 2h o-MWCNTs.

El proceso de degradacién celular que parece observarse en la Figura 4.27, se
verific6 utilizando espectroscopia Raman (Figura 4.28), focalizando el laser sobre los
agregados de carbono que se observa en el interior del citoplasma del macréfago (cruz
blanca, Figura 4.27A). Se midi6 la degradaciéon mediante la determinacién de los cocientes
entre las 4reas integradas Ap/Ac de los espectros Raman de p-MWCNTs y
9h o-MWCNTs expuestos a los macréfagos durante diferentes tiempos (12, 24, 48, 72 y
96 h). Se obtuvieron los espectros Raman para cada muestra en un total de entre 10-20

puntos intracelulares elegidos aleatoriamente en el drea de la célula. En la Figura 4.28 se
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muestra un espectro Raman representativo para cada tiempo para los 9h o-MWCNTs
intracelulares, junto con el andlisis estadistico de la relacién entre las medias de las 10-20
intensidades integradas medidas para cada muestra tanto de los p-MWCNTs como de los
9h o-MWCNTs. Se muestra también el ajuste a lorentzianas que se llevd a cabo para
determinar la intensidad integrada de las bandas D y G. En este caso, el espectro se ajusté
a cinco bandas en lugar de tres para deconvolucionar la sefial procedente de grupos

organicos intracelulares.
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Figura 4.28. Andlisis de la degradacion intracelular mediante espectroscopia Raman. A) Espectros
Raman representativos usados en la semi-cuantificacion de la degradacion intracelular de los 9h o-MWCNTs
en macrofagos para cada tiempo de exposicion a los cultivos celulares. En verde se representan los ajustes a
lorentzianas realizados para determinar las intensidades integradas de cada banda. B) Semi-cuantificacion de
la degradacion de los p-MWCNTs (rojo) y 9h o-MWCNTs (azul) mediante la medida del cociente Ap/Ac. (9h
0-MWCNTs: t=1.86, n=28, *=t.o5; p-MWCNTs t=1.84, n=22).

Los resultados de la Figura 4.28 muestran como hay diferencias significativas en el
aumento de la degradacion intracelular en el caso de los 9h o-MWCNTs tras 96 h de
exposicién a los macréfagos. Estas diferencias no se observan sin embargo para los p-
MWCNTs. Este hecho demuestra que la degradacion intracelular se ve facilitada por el
pre-tratamiento oxidativo, mediante el cual se han creado defectos estructurales en la

superficie de los nanotubos que ayudan a que se siga dando la degradacion.

El proceso de degradacion se verific6 mediante otro método alternativo. Los p-
MWCNTs y 9h o-MWCNTs expuestos a los macréfagos durante 96 h se extrajeron del
interior de las células siguiendo el método descrito en el capitulo III, seccién 3.2.2. Los

nanotubos intracelulares se compararon con los nanotubos presentes en el medio de
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cultivo (que no habian sido fagocitados por los macréfagos), y con los nanotubos
originales (cuya caracterizacion se muestra en las Figuras 4.23-26). Para esta comparacion,
se analizaron las muestras mediante TEM (Figura 4.29) midiéndose las longitudes de
alrededor de treinta nanotubos para cada muestra. El andlisis estadistico mostré que habia
importantes diferencias en estas longitudes de tal forma que los 9h o-MWCNTs extraidos
del interior de las células eran significativamente més cortos que los que no habian
entrado en las células y fueron rescatados del medio de cultivo y que el material original
sometido a pre-tratamiento oxidativo extracelular. Estas diferencias sin embargo no se

observaron para los p-MWCNTs (Figura 4.29).

Los resultados obtenidos mediante las mediciones hechas en las imdgenes de TEM
de las longitudes de los diferentes tipos de nanotubos demuestran de nuevo que el pre-

tratamiento oxidativo ayuda a la degradacién intracelular de los nanotubos.

Paraddjicamente, los fagocitos son mas susceptibles que otras células a la toxicidad
de los NTCs, al menos in vitro (Villegas et al., 2014, Garcia-Hevia et al., 2015b). Su gran
avidez por capturar estos materiales resulta a menudo en la produccién de niveles
intolerables de superdxidos y radicales hidroxilos (ROS), implicados en la reaccién de
estrés oxidativo desencadenada durante la degradacién de los NTCs (Lee et al., 2012),

(Elgrabli et al., 2015), (Hou et al., 2016), (Kagan et al., 2014).

Para evaluar la toxicidad en macréfagos incubados con nanotubos, se expusieron
dichas células a 5 pg/mL de p-MWCNTs, 2h y 9h o-MWCNTs durante diferentes tiempos
(24, 48, 72 y 96 h) y se llevo a cabo un ensayo de viabilidad mediante tincién de las células
necroéticas con azul de tripan (ver capitulo III, seccion 3.2.3). De este estudio se concluye
que la pre-oxidacién de los nanotubos los hace menos t6xicos en macréfagos, mejorando

las tasas de supervivencias de estos fagocitos (Figura 4.30).

Como se observa en la Figura 4.30, hay diferencias significativas entre la viabilidad
de los macrofagos tratados con los o-MWCNTs y los tratados con p-MWCNTs, mejorando
su supervivencia gracias al pre-tratamiento oxidativo. Por otro lado, las diferencias en la
toxicidad producida por los 2h o-MWCNTs y los 9h o-MWCNTs en macréfagos no son
significativas, asi se decidié escoger los 9h 0o-MWCNTs para llevar a cabo el resto de los
estudios, puesto que presentan un mayor ntimero de defectos superficiales como se ha
demostrado en el apartado 4.1.2.1 y, por tanto, serdn mas facilmente degradados en el

interior de las células.
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Figura 4.29. Andlisis de la degradacion intracelular mediante TEM. A) Imdgenes TEM de lo p-
MWCNTs y 9h o-MWCNTs originales, los presentes en el medio de cultivo y los extraidos de los macrdfagos
tras 96 h de incubacion. Todas las imdgenes tienen la misma escala. B) Cuantificacion de la longitud media
de los diferentes tipos de nanotubos mostrados en A). 9h o-MWCNTs intracelulares muestran una
disminucion significativa de su longitud con respecto a los del medio de cultivo o a los originales pre-
oxidados (t=2.98, n=59, **=t.ge5). Por el contrario, no se observan diferencias en las longitudes en los
pristinos tras 96 h de incubacion en macrofagos (1=0.26, n=58, diferencias no significativas).
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Figura 4.30. Estudio de viabilidad de los macréfagos (J774) expuestos a MWNCTs mediante tincion
de las células necroticas con azul de tripdn. Se estudio la necrosis producida en los macrofagos
incubados con 5 ug/mL de p-MWCNTs (rojo) frente a 2h o-MWCNTs (azul oscuro) y 9h o-MWCNTs (azul
claro). En negro se presenta la supervivencia de las células control no tratadas. Se observa que los nanotubos
previamente oxidados producen menos necrosis que los pristinos (1=2.05, n=4, *=t.gs).

4.2.3. Conservacién del efecto citotéxico y antitumoral de los MWCNTSs
oxidados.

Una vez demostrado que se puede facilitar la degradacion de los MWCNTs en el
interior de macréfagos sometiéndolos a tratamientos previos de oxidacién, es importante
comprobar que estos nanotubos biodegradables siguen manteniendo su efecto citotéxico y
antitumoral. Para ello, se expusieron cultivos de células HeLa a 50 pg/mL de 9h o-
MWCNTs durante 72 h, y se analizaron los efectos producidos en estas células mediante
espectroscopia confocal de fluorescencia (Figura 4.31). Entre los efectos citotdxicos
observados cabe mencionar i) retracciones citoplasmaéticas celulares, ii) compactacién del
ADN nuclear, y iii) presencia de microntcleos, todas estas caracteristicas propias de
células necréticas y apoptoticas. Ademads, también se observaron cambios en el
citoesqueleto, como los descritos en la literatura (Garcia-Hevia et al., 2015a), incluyendo
un patrén microtubular desorganizado o una reorganizacién de la red de filamentos de

actina.
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Figura 4.31. Efecto de los 9h o-MWCNTs en cultivo de células HeLa. Imagen de microscopia confocal
de fluorescencia de células HeLa expuestas a 50 ug/mL de 9h o-MWCNTs durante 72 h. Esta imagen
representativa, muestra el efecto apoptotico de los 9h o-MWCNTs in vitro. Los asteriscos muestran células
muertas con signos indicativos de apoptosis. Las flechas sefialan elongaciones anormales de filamentos del
citoplasma. En azul se observa el ADN nuclear, en verde los microtiibulos y en rojo la actina.

Es interesante destacar también que muchas células presentaban extensiones
citoplasmaticas anormales, fenémeno también descrito en la literatura (Rodriguez-
Fernandez et al., 2012) y mencionado previamente. Esta observacion es mas llamativa en el
caso de las células apoptéticas (Figura 4.31, asteriscos blancos) las cuales a pesar de
presentar retracciones citoplasmaticas, acaban en finas elongaciones (flechas blancas) que

se observan tanto por el canal de tubulina como por el de actina.

En la Figura 4.32 se observa una ampliacién de una de estas células apoptéticas,
demostrando que dichas elongaciones citoplasmaticas anormales estan en ambos canales.
Esta observacion indica la interaccién de los 9h o-MWCNTs con ambos protofilamentos

intracelulares (tubulina, flecha verde, y actina, flecha roja en la Figura 4.32).
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Figura 4.32. Efecto de los 9h o-MWCNTs en cultivo de células HeLa. Imagen de microscopia confocal
donde se muestra una célula apoptdtica con elongaciones citoplasmidticas anormales aparentemente
funcionalizadas con tubulina (flecha verde) y actina (flecha roja) como muestran las tinciones en los canales
verde y rojo, respectivamente.

A continuacién, se evalud el efecto antitumoral de los nanotubos de carbono
biodegradables (9h o-MWCNTs) en el modelo de tumor sélido producido por células de
melanoma maligno de ratén (B16F10), tal y como se describe en el capitulo III, seccién
3.3.2. Para llevar a cabo este estudio, los 9h o-MWCNTs funcionalizados con una
biocorona de proteinas séricas, y dispersos en medio salino con antibiéticos (ver capitulo
III), fueron inyectados en el interior de los tumores. Como control se inyecté el medio
salino en ratones de la misma camada de los tratados. Para mejorar la reproducibilidad y
evitar errores innatos a los experimentos in vivo, se inyecté una tnica dosis de 2 pg de
MWCNTs. La inyeccién intratumoral se llev6 a cabo de forma sistematica en mas de 150
ratones, los cuales fueron sacrificados 4 dias después para poder diseccionar los tumores

y evaluar sus pesos. El mismo procedimiento se llev6 a cabo con los p-MWCNTs.

En la Figura 4.33 se puede observar una reduccion del 30 % del peso de los tumores
tratados con 9h o-MWCNTs con respecto a los controles. Este efecto antitumoral es

exactamente el mismo que se produce al inyectar p-MWCNTs.
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Figura 4.33. Efecto antitumoral de los 9h o-MWCNTs en tumores solidos de melanoma. A)
Imdgenes de ratones representativos de la misma camada con tumores solidos de melanoma 96 h después de la
inyeccion de medio salino de resuspension (control) y de 2 ug de 9h o-MWCNTs. B) Evaluacion estadistica
del tamatio medio tumoral 96 h después de la inyeccién del tratamiento. 9h o-MWCNTs muestran una
disminucion significativa del tamario del tumor con respecto al control (30 %) (t=1.5, n=146, *=t.sg). No se
observa diferencia de tamarios entre 9h o-MWCNTs y p-MWCNTs (t=0.2; n=161). C) Tumores solidos de
melanoma representativos, arriba se presenta un control tratado inicamente con el medio de inyeccion, abajo
un tumor tratado con una sola inyeccién de 2 ug de 9h o-MWCNTSs, ambos diseccionados 96 h después de la

inyeccion.

Se puede concluir que se ha conseguido hacer que los MWCNTs se degraden in
vitro en cultivos de macroéfagos, mediante pre-tratamientos oxidativos. Por otro lado, a
pesar de los defectos creados en su superficie, estos nanotubos pre-tratados siguen
conservando su capacidad antitumoral, consiguiendo una reduccién del tamafio de los

tumores exactamente igual a la que producen los p-MWCNTs.
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4.24. Los MWCNTs oxidados se degradan intratumoralmente tras inhibir la
progresién del tumor.

Una vez que los MWCNTs han cumplido su funcién como agentes antitumorales es
de especial importancia conocer si tiene lugar su biodegradacién intratumoral, ya que su
bioacumulacién puede llevar a desencadenar efectos secundarios no deseados tales como
reacciones inflamatorias, citotoxicidad, aneuploidias o segregacion asimétrica de
cromosomas, etc., que junto con el aumento en la produccién de ROS, puede desembocar

en el desarrollo de multiples enfermedades, como se explicé anteriormente.

Para llevar a cabo el estudio de la degradacion intratumoral se utiliz6 la
espectroscopia Raman. En primer lugar, se inyectaron 2 pg de 9h o-MWCNTs y de p-
MWCNTs en tumores de ratones de la misma camada. La mitad de estos ratones fueron
sacrificados a los 4 dias de tratamiento con los nanotubos mientras que la otra mitad se
sacrificé a los 15 dias. Los nanotubos del interior de los tumores extraidos se analizaron
mediante la cuantificaciéon de las intensidades integradas de las bandas D y G de los

correspondientes espectros Raman (Figura 4.34).

La cuantificacién del cociente Ap/Ag revela un aumento de la degradacion al cabo
de los 15 dias de los 9h o-MWCNTs en el interior de los tumores (t=1.4, n=6, *=t.o0) (Figura
4.34). Por otro lado, esta degradacién no se observa en el caso de los p-MWCNTs,
verificando asi los resultados obtenidos in vitro en cultivos de macréfagos. Para
corroborar la degradacion intratumoral, se tomé una muestra de tejido peritumoral,
donde ya no hay células neoplasicas pero si células estromales que sustentan el
crecimiento del tumor, y se analiz6 si aqui tenfa lugar también la degradacién de los 9h-
oMWCNTs, corroborandose un aumento en el cociente Ap/Ac 18 dias después de la

inyeccion (t=1.6, n=29, *=t.q) (Figura 4.34).

Por tanto, se puede concluir que los tratamientos previos oxidativos al que se ha
sometido a los MWCNTs facilitan su biodegradacién en el interior de los tumores tras
ejercer su efecto antitumoral. Esta degradacién se ve corroborada también en la zona
peritumoral donde a pesar de no haber células neopldsicas malignas, se encuentran un
gran numero de macréfagos, los cuales como muestran diversos trabajos de la literatura
son los principales encargados de la degradaciéon de este nanomaterial (Elgrabli et al.,

2015), (Kagan et al., 2014).
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Figura 4.34. Andlisis de la degradacion de los 9h o-MWCNTs en el 6rgano tumoral y sus
proximidades mediante espectroscopia Raman. A) Semi-cuantificacion de los cocientes Ap/Ac para 9h
0-MWCNTs (azul) y p-MWCNTs (rojo) intratumorales, 4 y 15 dias después de la inyeccion. Se observa un
aumento significativo de la degradacion para 9h o-MWCNTs (t=1.4, n=6, *=t.oy). Estas diferencias no se
observaron en el caso de p-MWCNTs (t=0.01, n=5). B) Semi-cuantificacion de los cocientes Ap/Ac para 9h
o-MWCNTs que se encuentran en la zona peritumoral. También en este caso se observa un aumento
significativo de la degradacion, (t=1.6, n=29, *=t.q).

4.2.5. Discusion de los resultados.

En este segundo bloque de resultados, se ha demostrado que sometiendo los
MWCNTs a determinados tratamientos quimicos, tales como procesos oxidativos, se
forman grupos funcionales y defectos en su superficie que los hacen més biocompatibles y
biodegradables tanto in vitro, en cultivos celulares de macréfagos, como in vivo en el
interior de 6rganos tumorales en ratones. Ademads, se demuestra que a pesar de ser més
biodegradables, siguen conservando su efecto citotoxico en células cancerigenas, y su
accion antitumoral en melanomas sélidos de ratén. Por otro lado, se observa que los pre-
tratamientos oxidativos reducen la toxicidad de los nanotubos in vitro en macréfagos de
ratén (J774), no observandose en este caso diferencias entre los oxidados durante 9 h y
durante 2 h, por ello el resto de estudios se llevé a cabo utilizando 9h o-MWCNTs ya que
como se puede observar mediante espectroscopia Raman e IR (Figuras 4.24 y 4.25),
presentan un mayor numeros de defectos en su superficie, lo que ayudara a la
degradacion intracelular. Por tanto, cuando a partir de este momento se hable de

MWCNTs biodegradables, nos estaremos refiriendo a los 9h o-MWCNTs.
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De esta forma, esta tesis presenta un método de biocompatibilizacién, que puede
utilizarse para mejorar la relacion riesgo-beneficio de los MWCNTs, pudiéndose asi
aprovechar sus propiedades de interacciéon con los filamentos intracelulares, y sus
consecuentes efectos antitumorales, para aplicarlos como terapias adyuvantes a las
terapias tradicionales contra el cdncer, sin que esto suponga un aumento de efectos

secundarios no deseados.

Por otro lado, las excelentes propiedades de superficie de los nanotubos de carbono
y su capacidad para atravesar todo tipo de barreras celulares, los convierte en buenos
candidatos a su uso como nanotransportadores de determinadas terapias, tal y como se
estudi6 en el apartado 4.1 de este capitulo. Sin embargo, la biodegradacion de esto
nanotransportadores es un factor clave a la hora de pensar en su posible uso clinico, por
tanto, los hallazgos mostrados en esta seccion, abren una puerta al uso de este
nanomaterial para transportar farmacos antineoplasicos de forma especifica a las células
dianas, degradandose in situ en los propios 6rganos tumorales, gracias a la accion del
microambiente tumoral acido y de las células fagociticas que forman parte del estroma

tumoral.

Por dltimo, como ya se indic6 en la secciébn anterior, estos nanotubos
biodegradables, con su capacidad intrinseca antitumoral y transportadora de terapias,
pueden utilizarse para recubrir otras estructuras. Estas estructuras, que a su vez pueden
encapsular terapias alternativas, se pueden aprovechar de las propiedades de penetracion
de los nanotubos de carbono, para poder pasar al citoplasma celular, donde una vez
ejerzan su funcion sean degradados y eliminados del organismo. En esta idea se centra el

altimo objetivo de la presente tesis doctoral que se expone a continuacion.

4.3. Disenio de un nanodispensador de multiterapias basado en el
recubrimiento con MWNCTs biodegradables.

Los mayores desafios a la hora de llevar a cabo una administracién efectiva de
farmacos son i) el reconocimiento celular especifico del nanodispensador, ii) la proteccion
de la carga de las condiciones quimicas hostiles propias de los endolisosomas, iii) el

escape endolisosomal no letal, iv) la entrega efectiva de la carga en el citoplasma, y v) la
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eliminacion del nanotransportador una vez cumplida su funcién para evitar la

bioacumulacion y la citotoxicidad a largo plazo (ver capitulo I).

Todos estos objetivos se tuvieron en cuenta a la hora de disefiar un sistema de
trasporte de multiterapias para su aplicaciéon en el tratamiento del cédncer, que ademas
también aproveche todas las propiedades de los NTCs biodegradables anteriormente

estudiadas.

4.3.1. Sintesis de un nanodispensador basado en un recubrimiento de
nanotubos de carbono biodegradable sobre un ntacleo de silice
mesoporosa.

El sistema que se plantea se representa en la Figura 4.35. Estd formado por un
ndcleo esférico de SiO, MP. Esta particula puede estar funcionalizada con un fluoréforo
que va a permitir el seguimiento de la misma intracelularmente. En el interior de los poros
se pueden encapsular una gran variedad de fadrmacos o moléculas de interés y
posteriormente este sistema se puede recubrir mediante una serie de polielectrolitos que
actian como sellado y permite la liberaciéon controlada de la carga que se quiere
transportar a las células dianas. Todo este sistema se recubre con MWCNTs que han sido
tratados para hacerlos més biodegradables, los cuales a su vez se pueden funcionalizar
con otras terapias, y que ayudaran a que las particulas de SiO» MP se liberen
correctamente al citoplasma. Finalmente, para propiciar la endocitosis mediada por
receptores celulares, las particulas se funcionalizaron con una biocorona de proteinas. Este

sistema se denotard como SiO>-MWCNT.

Si0, MP

Figura 4.35. Esquema del disefio del dispensador de multi-terapias basado en SiO; MP y MWCNTs
biodegradables (5i0,-MWCNT).
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4.3.1.1. Sintesis de SiO; MP.

Se eligi6 la SiO>» MP como ntcleo de esta estructura debido a que tiene una serie de
caracteristicas que lo hacen un buen sistema de entrega de farmacos. Dentro de estas
caracteristicas cabe destacar i) sus propiedades fisico-quimicas que le proporcionan una
estructura mesoporosa con un volumen de poro y un didmetro variable. Se puede
controlar el didmetro segtin las necesidades en un amplio rango, comprendido entre 40 y
600 nm y un volumen de poro también variable que puede estar comprendido entre ~ 0.2
y 1 cm3/g, junto con una elevada area superficial (Qianjun et al., 2009), ii) permiten llevar
a cabo una liberaciéon controlada del farmaco (Liu et al., 2015), (Gong et al., 2015), (Baeza et
al., 2012), iii) son internalizadas por las células via endolisosomal (Iturrioz-Rodriguez et
al., 2017), (Oh & Park, 2014), (Hu et al., 2011), iv) son biocompatibles (Slowing et al., 2008),
(Huang et al., 2011), (Lu et al., 2010), (Chen et al., 2013), v) son biodegradables (Vallet-Regi
et al., 2018), (Chen et al., 2012), (Cauda et al., 2010a), (Cauda et al., 2010b) (ver capitulo I).

Para llevar a cabo la sintesis de estas particulas se siguieron los pasos descritos en la
seccion 3.1.2.2 del capitulo IIl. El mecanismo por el que tiene lugar, se basa en la
condensacién de precursores de silice en presencia de un surfactante cationico. Se trata de
una adaptacion del método descrito por Stober para la obtencion de particulas de silice
solida (Stober et al., 1968), con la diferencia de que aqui se incorpora un tensioactivo
catiénico para la formacién de los poros. Este método permite la obtencién de estructuras
ordenadas y monodispersas mediante la formacién de micelas, que actuaran a modo de

molde o plantilla y daran origen a la formacién de los poros (Zanella, 2012).

El procedimiento estdndar consiste en mezclar el precursor de la silice
(concretamente se utilizo el tetraetilortosilicato (TEOS)), con el surfactante catiénico
(bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)), a una temperatura comprendida entre 25 y
95 °C (Qianjun et al., 2009). Las particulas de SiO. se forman a través de dos reacciones
clave: hidrélisis y condensacion (Figura 4.36) (Wu et al., 2013). La primera etapa del
proceso consiste en la hidrolisis del alcoxido. En esta etapa se obtiene una suspensién
coloidal que contiene particulas de tamafio inferior a 100 nm, a la vez que se forman
grupos silanoles (Si-OH) y se libera el alcohol correspondiente (Asefa & Tao, 2012). A
continuacién, los grupos silanoles polimerizan por condensacion, formando estructuras
tridimensionales unidas por enlaces siloxanos (Si-O-5i), con eliminacién de agua y de una

segunda molécula de etanol.
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Figura 4.36. Mecanismo de la polimerizacion del TEOS. Las particulas de SiO, se forman a partir del
precursor tetraetilortosilicato (TEOS) mediante una reaccion de hidrolisis seguida de una condensacion
(Llinas & Sanchez, 2014).

En esta segunda etapa de condensacion se forma un gel, mas o menos compacto y
denso (Zanella, 2012). La presencia en esta fase de micelas formadas por el surfactante es
critica, ya que actian a modo de molde y daran origen a la formacién de los poros. En
efecto, tras la hidrolisis del TEOS, se producen interacciones electrostaticas entre el
surfactante catidonico y las cargas negativas del precursor de silice, formando una
mesofase liquido cristalina (Qianjun et al., 2009). Las moléculas de TEOS se disponen
alrededor de las micelas formando las particulas de silice. Estas particulas iran
aumentando de tamafio hasta que la carga neta negativa que introducen las especies de
silice es tan elevada que deja de crecer. Finalmente, se libera el surfactante del interior de
los poros bien mediante calcinacién a 600 °C o mediante un tratamiento mas suave con

disolventes orgénicos (ver capitulo III, secciéon 3.1.2.3).

Se llev6 a cabo la sintesis de particulas de SiO>» MP de dos didmetros diferentes, 550
nm (Figura 4.38) y 160 nm (Figura 4.39) aproximadamente, siguiendo el procedimiento
explicado en el capitulo III, secciéon 3.1.2.2. Una vez sintetizadas y calcinadas, las
particulas se caracterizaron mediante microscopia electrénica de trasmisiéon (TEM). Como
se observa en las Figuras 4.38 y 4.39, hay una dispersiéon homogénea de los tamarios, con

una desviacion estandar de la media menor del 10 % en ambos casos.
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Figura 4.38. Imdgenes de Microscopia electrénica de trasmisién (TEM) de las particulas de SiO>
MP de 551 nn. El tamario medio se determind mediante la medicion del didmetro de 200 particulas con el
programa Image Tool. Se obtuvo un valor medio de 551 + 43 nm.

A

Diametro medio: 162 + 14 nm
30 st

o oS

w 20 -

= S

: \

=

<

(=%

e

z \l

10 170 180 190 200

50 nm Tamano (nm)
P

Figura 4.39. Imdgenes de Microscopia electrénica de trasmisién (TEM) de las particulas de SiO»
MP de 162 nm. El tamario medio se determind mediante la medicion del didmetro de 200 particulas con el
programa Image Tool. Se obtuvo un valor medio de 162 + 14 nm.
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4.3.1.2.  Recubrimiento con MWCNTs biodegradables.

En la naturaleza, los procesos evolutivos han mejorado el disefio y la funcionalidad
de los materiales naturales. Un ejemplo bien conocido es la organizacién en capas de
nécar que se encuentra en las conchas de los animales marinos. Imitando estos sistemas
naturales en capas se ha desarrollado un mecanismo para la funcionalizacion de
nanoestructuras (Costa & Mano, 2013). En particular, se llevé a cabo la adsorcion de
polianiones y policationes mediante interacciones electrostaticas sobre la superficie, con
carga negativa, de las particulas de SiO, MP. Esta técnica mediante la cual peliculas
delgadas de capas madaltiples se pueden construir con precision nanométrica, fue
introducida por primera vez por Decher, Hong y Schmitt y se denomina “layer-by-layer”

(Decher et al., 1992).

En primer lugar, como prueba de concepto, se llevé a cabo el recubrimiento de la
superficie de la SiO, MP con tres capas de polielectrolitos, (1-PDDA(+); 2-PSS(-); 3-
PDDA(+)), siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo III, secciéon 3.1.2.5. A estos
polielectrolitos se enlazaron los MWCNTs biodegradables, los cuales presentan cargas
negativas en su superficie que les permiten interaccionar electrostaticamente con las

cargas positivas del PDDA. El resultado obtenido se observé mediante TEM (Figura 4.40).

Figura 4.40. Imdgenes de Microscopia electronica de trasmision (TEM) del sistema SiO,-MWCNT
constituido por las particulas de SiO>» MP de 551 nmn recubiertas con MWCNTs biodegradables.

De forma alternativa se utiliz6 poly-L-lisina para llevar a cabo el sellado de las
particulas de SiO, MP siguiendo el procedimiento explicado en la seccién 3.1.2.5. del
capitulo III. La poly-L-lisina se trata de un homopolimero natural del aminoacido lisina.
Se utiliza como conservante de algunos alimentos (Hiraki et al., 2003) y ademas tiene un

efecto antimicrobiano contra levaduras, hongos y bacterias (Hiraki, 2000). Por otro lado,
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este polimero tiene una gran afinidad por la superficie celular, de hecho es utilizado para
recubrir el material de cultivo resultando en un factor de unién que mejora la adherencia
de las células al mismo (Mazia et al., 1975). La poly-L-lisina presenta una alta densidad de
carga positiva que le permite formar complejos con moléculas cargadas negativamente
(Park et al., 2006). Debido a esta propiedad se han utilizado ampliamente como sistema de
suministro de ADN (Kadlecova et al., 2013) y proteinas (Jiang et al., 2016). También se ha
demostrado que las particulas basadas en recubrimiento con poly-L-lisina se acumulan de
forma pasiva en las zonas de los vasos sanguineos dafiadas por un accidente
cerebrovascular, debido a la incorporacién en el trombo recién formado (Jiang et al., 2015).
Esto ofrece una nueva forma de administrar agentes terapéuticos especificamente en los
sitios lesionados después del dafio vascular. Por otro lado, la poly-L-lisina, a diferencia de
su isdmero poly-D-lisina, es un polimero natural y, por tanto, es sensible a la degradaciéon
enzimatica intracelular, por lo que se puede afirmar que es biodegradable y biocompatible

(Hartono et al., 2012).

Por todas las propiedades expuestas anteriormente, se utiliz6 la poly-L-lisina como
sistema de sellado de las particulas de SiO, MP. A este polimero cargado positivamente se
enlazan los MWCNTs biodegradables. Este sistema se caracterizé mediante TEM (Figura

4.41).

Se puede concluir, que se ha desarrollado un sistema en el cual es posible
encapsular determinadas moléculas gracias a la presencia de poros que se pueden sellar
con diferentes polielectrolitos. Se eligié finalmente la poly-L-lisina debido a que es
biodegradable, biocompatible y a que presenta una gran afinidad por la superficie celular
debido a la interaccién electrostaticas que se produce entre las cargas negativas alli
presentes y sus propias cargas positivas. La presencia de estas cargas también las hace un
buen sistema para transportar moléculas con cargas negativas, o en nuestro caso para
enlazarse a MWCNTs biodegradables, consiguiendo que estos recubran dichas

estructuras de silice con todas las ventajas que esto supone anteriormente mencionadas.

131



4. Resultados y Discusion.

1pm 500 nnm

-~

500 nnm_

Figura 4.41. Imdgenes de Microscopia electronica de trasmision (TEM) del sistema SiO2-MWCNT
constituido por las particulas de SiO2 MP de 551 nm selladas con poly-L-lisina y posteriormente
recubiertas con MWCNTs biodegradables.

4.3.2. Liberacion endolisosomal del sistema SiO>-MWCNT.

En un trabajo realizado en nuestros laboratorios conjuntamente con miembros del
grupo de investigacion Team Nano Tech de la Universidad de Vigo, se llevé a cabo la
funcionalizacion de las particulas de SiO. con un fluoréforo, concretamente la
Fluoresceina isotiocianato (FITC) para poder seguirlas intracelularmente (Iturrioz-
Rodriguez et al., 2017). Posteriormente, esas particulas fluorescentes se recubrieron con

nanotubos biodegradables.

Como se explicé anteriormente, la finalidad de este estudio es el disefio de un
posible dispensador de multiterapias. En este disefio, los nanotubos participan en el
escape endolisosomal de las particulas mediante penetraciéon, perforaciéon, y
permeabilizacién de la membrana endolisosomal, destruyendo finalmente la integridad
de este compartimento subcelular y permitiendo la liberacién de la particula al citosol

(Figura 4.42).
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Figura 4.42. Imdgenes de Microscopia electrénica de trasmisién (TEM) donde se observan los
MWCNTs que recubren las particulas de silice, perforando la membrana endolisosomal.

Para demostrar esta hipétesis, se llevé a cabo la funcionalizacién covalente de los
MWCNTs biodegradables con un colorante (5-TAMRA) que emite a una longitud de onda
con maximo en A=578 nm, siguiendo el procedimiento explicado en el capitulo III, seccién
3.1.1.3. Con este experimento se pretende confirmar la eliminacién de la biocorona de
proteinas de los MWCNTs, la ruptura del enlace disulfuro que une al colorante con la
superficie del nanotubo vy, finalmente, la permeabilizacion de la membrana
endolisosomal, lo que permitiria la liberacién del colorante al citoplasma. A su vez,
también se pretende usar como modelo de liberaciéon de una posible terapia que fuera

enlazada a los MWCNTs por el mismo tipo de enlace que el caso del 5-TAMRA.

Dicho colorante se uni6 a la superficie del nanotubo mediante una linker que
contiene un puente disulfuro (S-S). Este enlace es muy interesante desde el punto de vista
celular ya que es muy sensible al medio reductor endolisosomal e incluso al medio
citoplasmatico. El enlace disulfuro, es un enlace covalente que se forma entre dos grupos
tioles (-SH) y se trata de un enlace muy importante en la estructura, plegamiento y
funcién de las proteinas. El grupo -SH del aminoécido cisteina es muy reactivo. La
reaccién mdas comun es una oxidacién reversible con otra molécula de cisteina para dar
lugar a un puente disulfuro. En nuestro caso se utiliz6 como linker la cistamina, molécula
con un puente disulfuro ya formado (ver capitulo III, Figura 3.2). Este enlace es facilmente
reducido a grupos tioles mediante agentes reductores como por ejemplo el

2-mercaptoetanol, o a través del medio dcido reductor presente en los endolisosomas.

Como es caracteristico de los nanotubos de carbono, cuando un fluoréforo se

encuentra unido a su superficie, la emisioén de fluorescencia desaparece debido a que se
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produce un efecto conocido como “quenching”, mediante el cual se produce un proceso de
transferencia de carga, en el que el electrén excitado del fluoréforo se transfiere al NTC
(Chiu et al.,2011). Asi en primer lugar, se llevé a cabo un estudio de la ruptura del puente
disulfuro in wvitro, exponiendo los nanotubos funcionalizados con 5-TAMRA a
2-mercaptoetanol, se observo que la intensidad de emisién de fluorescencia del 5-TAMRA
pasé de ser nula a ser detectable después de la exposicion a condiciones reductoras
debido a la ruptura del puente disulfuro y con ello a la separacién del colorante de la
superficie del nanotubo. Los espectros de fluorescencia que se presentan en la Figura 4.43
han sido obtenidos por el Dr. Miguel Correa Duarte y su grupo de investigacion, en la

Universidad de Vigo-CIMBIO.

Por otro lado, se llev6 a cabo un ensayo de liberacién en el interior de células HeLa.
Las condiciones acido reductoras endolisosémicas permitieron la ruptura de este enlace,
pasando asi de no observarse emision del colorante a las 2 h de exposicién de las células a
los MWCNTs-TAMRA, a detectar la fluorescencia del 5-TAMRA al cabo de 24 h después

de la endocitosis (Figura 4.44), observandose emision del colorante por todo el citoplasma.
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T T T T T T T
560 580 600 620 640 660 680
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Figura 4.43. Ensayo de liberacién del 5-TAMRA in vitro. En negro se observa el espectro de emision de
fluorescencia de los MWCNTs con 5-TAMRA enlazado a su superficie. La emision del colorante es nula
debido a que se produce quenching como consecuencia de la transferencia de carga cuando estd enlazado al
nanotubo. En rojo se observa el espectro de emision de fluorescencia de MWCNTs y TAMRA una vez han
sido expuesto al agente reductor 2-mercaptoetanol y el colorante se ha liberado. Aew = 578 nim, Aexe = 543 nm.
Espectros obtenidos por el Dr. Miguel Correa Duarte de la Universidad de Vigo-CIMBIO.
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Figura 4.44. Ensayo de liberacién del 5-TAMRA en células HeLa expuestas a MWCNTs-TAMRA.
En azul se presentan los niicleos celulares. En rojo la emision a 578 nm (5-TAMRA). A las 2 h de exposicion
de las células a los MWCNTs-TAMRA no se observa emision del colorante lo que indica que permanece
unido a la superficie de los nanotubos. 24 h después de la endocitosis los citoplasmas celulares se encuentran
claramente teriidos.

Por altimo, las particulas de SiO» funcionalizadas con FITC para poder seguir su
sefial intracelular, se recubrieron con MWCNTs-TAMRA vy se estudio la liberacién del
colorante intracelularmente en cultivos de células HeLa. Aqui se vuelve a corroborar
como a las 2 h de exposicion no se detecta emisién del colorante, lo que indica que

permanece enlazado al nanotubo, mientras que 24 h después de la endocitosis, se observa

emision del 5-TAMRA por todo el citoplasma celular (Figura 4.45).

Estos resultados confirman la degradacién de la biocorona proteica que recubre los
MWCNTs. La eliminacién de esta cubierta proteica cambia las propiedades de superficie
de estos nanofilamentos, volviéndose apolares y aumentando su afinidad por las
membranas lipidicas endolisosémicas, lo que desencadena su penetracién, perforaciéon y
permeabilizacién y finalmente, la liberacién de las particulas al citosol. Junto con estas
particulas también se liberarian las posibles terapias que transporten, tanto en el interior

de los poros, como enlazadas a los MWCNTs.
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Figura 4.45. Ensayo de liberacion del 5-TAMRA en células HeLa expuestas a particulas de SiO;
recubiertas con MWCNTs-TAMRA. En azul se presentan los niicleos celulares, en verde las particulas de
SiO; funcionalizadas con FITC, y en rojo la emision del 5-TAMRA. A las 2 h de exposicion no se observa
emision del colorante lo que indica que permanece unido a la superficie de los nanotubos. 24 h después de la
endocitosis los citoplasmas celulares se encuentran completamente teriidos por el 5-TAMRA (Iturrioz-
Rodriguez et al., 2017).

4.3.3. Discusion de los resultados.

En esta seccion se ha desarrollado un nuevo sistema de administracion de
multiterapias (SiO>.MWCNT) basado en particulas de SiO, MP recubiertas con MWCNTs
biodegradables. Se ha descrito como los nanotubos ayudan a escapar a este sistema de
entrega de farmacos de los endolisosomas y les permiten liberar las terapias en el citosol,
sin afectar la viabilidad de la célula huésped (Gonzédlez-Domingez et al., 2017). Esta
estrategia de invasion citoplasmica basada en el recubrimiento con nanotubos de carbono,
que ademads, como se demostro en la seccién anterior, pueden tratarse quimicamente para
mejorar su biodegradabilidad, es aplicable a una amplia gama de morfologias, tamafios
que van desde la escala nanométrica a la micrométrica e incluso geometrias huecas,
porosas o s6lidas. Por lo tanto, este disefio constituye una herramienta extraordinaria para
la posible administraciéon de terapias. Ademas, el disefio que aqui se presenta, esta abierto

a infinitas modificaciones como por ejemplo la incorporacién de materiales con
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propiedades magnéticas y Opticas que mejoren atin maés la entrega de las posibles terapias
que transporten, en el citoplasma celular. El recubrimiento con MWCNTs biodegradables,
ademdas de proporcionar una herramienta para su salida al citoplasma, permite
transportar en su superficie terapias alternativas, que como se ha estudiado mediante una
prueba de concepto con el colorante 5-TAMRA, o en el caso de la fisisorciéon del 5-FU,
serdn liberadas al citoplasma celular de forma efectiva, complementando la terapia que
transporten las propias particulas de silice. Por otro lado, estos MWCNTs también
podrian funcionalizarse con determinados ligandos que sirvan para conducir las
particulas de forma exclusiva hasta las células diana. Todas estas caracteristicas hacen de

este sistema una valiosa herramienta nanobiotecnolégica.

4.4. Perspectivas futuras.

El objetivo tltimo en el que se centra la presente tesis es la administracién especifica
de los farmacos antitumorales en las células cancerigenas y en las células de sostén del
tumor. Con nuestro estudio se ha contribuido al disefio de un sistema de administracién
de farmacos, empleando herramienta nanotecnoldgicas, con un gran potencial en la
terapia contra el cancer. Este disefio dard la posibilidad en un futuro, no sélo de
encapsular farmacos antitumorales y entregarlos exclusivamente en las células dianas, con
todo lo que esto supone en cuanto a disminucién de efectos secundarios y maximizacién
de la eficacia del tratamiento, sino que por otro lado, ofrece la posibilidad de entregar

varias terapias simultdneamente en el citosol de las células tumorales.

La idea final es atacar la enfermedad por diferentes vias que se complementen, para
que de esta forma, sea dificil la aparicién de quimioresistencias (Lugmani, 2005). Como se
ha visto en las secciones anteriores, las propiedades de superficie de los MWCNTs ofrecen
la posibilidad de transportar multiples farmacos, bien sea fisisorbidos a su superficie,
como el estudio con el 5-FU (seccién 4.1), o bien enlazados covalentemente mediante
enlaces facilmente degradables en el interior de las células, como el puente disulfuro
(seccion 4.3.2) o por ejemplo enlaces peptidicos que son facilmente degradados en el
interior de las células por las enzimas proteasas que forman parte de los lisosomas. Se

podrian enlazar determinados farmacos antitumorales, que bloqueen a la célula en
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diferentes fases del ciclo celular. Un ejemplo interesante es el caso del Taxol® ya que en

un estudio realizado en nuestro grupo de investigacion, se determiné que los MWCNTSs
mostraban un efecto sinérgico antitumoral en células resistentes a este farmaco (Garcia-

Hevia, 2016).

Una idea interesante, en la que se esta trabajando actualmente en nuestro grupo de
investigacion, es la encapsulacion de moléculas inhibidoras de la glucdlisis aerdbica.
Como se introdujo en el capitulo I, secciéon 1.1.1.9, las células normalmente utilizan la
fosforilacién oxidativa para metabolizar la glucosa, cambiando al fenotipo glicolitico solo
en condiciones de hipoxia. Sin embargo, las células cancerigenas metabolizan la glucosa a
través de la sobrerregulaciéon de la glucélisis aerébica para sobrevivir en los ambientes
hipoéxicos de las lesiones malignas, fenémeno conocido como efecto Warburg (Warburg et
al., 1927), (Warburg, 1956), el cual ofrece ventajas al crecimiento tumoral mediante la
resistencia a la apoptosis. Esta caracteristica tnica en el metabolismo tumoral ha
identificado a la mitocondria como un blanco importante en la terapia tumoral. Existen
variedad de moléculas de pequefio tamafio que tienen como diana la mitocondria celular
mediante la inhibicién de la glucdlisis en diferentes etapas de la misma, entre ellas se
puede mencionar la 2-deoxy-D-Glucosa, el acido bromopirtavico, dcido oxamico o el 4cido
dicloroacético entre otras (Xintaropoulou et al., 2015), (Zhang et al., 2006). Estudios
realizados in vitro en diferentes tipos de lineas celulares, muestran una ICso (del inglés half
maximal inhibitory concentration) del orden de uM, es decir, la concentracién que se necesita
para inhibir el 50 % de la proliferacién de las células malignas in vitro es pequefa, lo que
indica que el efecto antitumoral de estas moléculas es muy potente. Por otro lado, la
mayoria de estas moléculas presentan un pequefio tamafio, lo que hace que su
encapsulacion en el interior de los poros sea factible. Ademads, teniendo en cuenta la
estructura quimica de algunas de estas moléculas como el 4cido bromopiravico, el 4cido
dicloroacético o el dcido oxamico, los cuales se tratan de acidos carboxilicos, podrian ser
enlazados facilmente mediante reacciones quimicas a la superficie de la silice, formando

enlaces peptidicos que pueden ser degradados facilmente por las proteasas intracelulares.

De esta forma, como perspectiva futura se propone combinar farmacos que bloqueen
el ciclo celular con farmacos inhibidores de la glucélisis, aprovechando las propiedades

del sistema de trasporte multiestructurado disefiado en nuestro laboratorio, para
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conseguir que aquellas células que consigan hacerse resistentes a los inhibidores

tradicionales del ciclo celular, no obtengan la energia suficiente para poder replicarse.
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“I do not feel obliged to believe that the same God who has endowed us with sense, reason,

and intellect has intented us to forgot their use”.

Galileo Galilei.






V. Conclusions.

1. It was determined that approximately 3% of the mass of the 5-FU-MWCNTs
sample, corresponds to 5-FU physisorbed on the surface of the carbon nanotubes. In
addition, a significant increase in the diameter of the 5-FU-MWCNTs was observed with
respect to the pristine control (p-MWCNT).

2. There is an initial release of 5-FU of approximately 30%, followed by a more
sustained release pattern, getting to release 50% of the drug at 140h of incubation upon
performing the release assay of the 5-FU-MWCNTs in vitro under physiological-like

conditions.

3. In HeLa and B16F10 cells, 5-FU-MWCNTs have a greater cytotoxic effect than the
sum of the effect produced by the controls (5-FU and p-MWCNTs) separately.

4. Solid melanoma tumours displayed a greater weight reduction when treated with
5-FU-MWCNTs respect to controls treated with p-MWCNTs, with 5-FU or the
resuspension medium of the carbon nanotube preparation. Therefore, it is concluded that

the MWCNTs act as adjuvant therapy of the drug 5-FU, enhancing its antitumoral effect.

5. Oxidized carbon nanotubes (0-MWCNTs) were more biodegradable than pristine
carbon nanotubes (p-MWCNTSs) in vitro in mouse macrophages (J774) and in vivo in solid

melanoma tumours and in the peritumoral area.

6. o-MWCNTs produce the comparable antitumoral effect as the p-MWCNTs, thus
preserving their biomimetic interaction with microtubules after the chemical modification

that makes them more biodegradable.

7. A multi-therapy release system consisting of a core of SiO, MP and coated with
biodegradable MWCNTs (SiO--MWCNT) was designed and developed. A dye was
covalently linked to carry out a release concept test in vitro. It was observed that
biodegradable MWCNTs help these drug delivery systems to escape from the

endolysosome into the cell cytoplasm.
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A synthetic getaway biomimetic strategy for cytoplasm particle

invasion

N. lturrioz-Rodriguez®®, E. Gonzalez-Dominguez*®!, E. Gonzalez-Lavado®, L. Marin-Cabal®, B. Vaz!"
M. Pérez-Lorenzo®, M. A. Correa-Duarte*™ and M. L. Fanarraga*[®

Abstract: The translocation of nanomaterials or complex delivery
systems into the cytosol is a main challenge in nanobiotechnology.
After receptor-mediated endocytosis, most nanomaterials are
sequestered undergoing degradation, therapy inactivation or
exocytosis. Here we explore a hovel surface particle-coating made of
adsorbed carbon nanotubes that provides coated materials with new
properties that reproduce the viral cellinvasive mechanisms, namely:
receptor mediated endocytosis, endo-lysosomal escape and cytosolic
particle release preserving intact cell viability. This novel biomimetic
coating design will enable the intracytoplasmic delivery of many
different functional materials endowed with therapeutic, magnetic,
optical or catalytic functionalities thus, opening the door to a wide
array of chemical and physical processes within the cytosolic or
nuclear domains, and supporting the generation of newdevelopments
inthe biotechnological, pharmaceutical and biomedical industries.

Probably the biggest challenge in biotechnology and medicine is
the design of versatile tools for targeted intracellular delivery of ad
hoc combinations of materials and bioactive molecules for cell
manipulation. Current nanodevices offer limited solutions to the
cytoplasmic delivery problem of active compounds, being the
biggest challenges: (i) specific cell recognition, (ii) preservation of
the cargo fromthe hostile lysosomal chemical conditions, (iii) non-
lethal endo-lysosomal (E-L) escape, (iv) carriage of different
particles or chemicals into the cytosol, and finally, (v) clearance of
the delivery vectors to avoid long-term cytotoxicity.

To date, there is only partial understanding of how to control the
intracellular fate of the carrier systems after endocytosis. Most
delivery vectors get trapped in the E-L vesicles, w here the hostile
enzymatic and chemical conditions destroy the nanomaterials
and/or inactivate the therapies.*® Thus, there is a need for
effective strategies triggering viable synthetic E-L membrane
translocation.”

In nature, viruses can penetrate into the cytosol after receptor-
endocytic uptake preserving intact cell viability.”! To escape the
membranes, viruses exploit the changing chemical environment
of the E-L compartments. The progressively reducing conditions
in the maturing endosomes trigger the viral-coating spike
polypeptide unfolding and the exposure of hydrophobic protein
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residues that penetrate in the E-L membrane, forming pores, and
allow ing viral release into the cytosol.

Nanobiotechnology can imitate these sophisticated mechanis ms
to improve nano-carrier E-L translocation into the cytoplasm. In
terms of particle design, these steps implicate: (i) surface receptor
binding triggering endocytic cell entry, (i) protection of the
cargo/particle, and finally, and (i) EL membrane
permeabilization and escape, preserving cell viability.

E-L membrane translocation of nanomaterials can be improved
changing the shape/surface properties of the nanostructures.®
Some nanomaterials, such as CNTs, display extraordinary
invasive properties, penetrating through many different biological
membranes.’*¥ Moreover, after protein-functionalization CNTs
behave as smart nanomaterials interacting with cell surface
receptors activating endocytosis,’***** peing transitorily confined
inside endosomes,”® and eventually translocating into the
cytosolic compartment.[*315:6!

Here wetesta new hypothesis for the design of a coating system
that mimics a viral particle. This synthetic covering allows a
controlled, reproducible and viable nano/micrometric particle
cytoplasmic invasion using CNTs. Figure 1 depicts the fabrication
process of these “viral-mimetic particles” (VMPs) that consist of
central spherical fluorescently labelled silica particle cores (f-
SiO,) of ~500 nm, externally coated with partially desorbed CNTs
(ca. 500-1000 nm) that imitate the viral spike morphology. The
fluorescence of the f-SiO, particles -intact after CNT deposition
(Figure S1)- served for intracellular fluorescent particle tracking.
As control w e used f-SiO, particles withno CNTs. Similar particles
have been reported to undergo receptor-mediated endocytosis
and E-L trafficking followed by exocytosis.*” Finally, to prompt
receptor-mediated endocytosis particles w ere functionalized w ith
culture medium containing serum proteins as previously
described.™®

To investigate the interaction of the VMPs with the cell surface
and the entry mechanisms we employed two complementary
imaging techniques, (i) phase-contrast life cell imaging, and (ii)
scanning  electron microscopy (SEM). These studies
demonstrated VMPs in close contact with the cytoplasmic
projections of the cells being actively transported tow ards the cell
body (Figure 2a, Video S1). This movement, known as “surfing’
and typical of viral particles, uses the underlying actin
cytoskeleton of the cellular cortex to transport viruses tow ards the
cell body prior to endocytosis.*%

SEM imaging confirmed the morphological resemblance of the
VMPs to many viruses and how , minutes after particle landing on
the cell surface, finger-like membranous protrusions -known as
filopodia- trapped and embraced the particles (Figures 2b, 2c,
arrow s). Uncoated particles, on the other hand, were captured by
sheet-like membranous extensions -known as lamellipodia- that
formed endocytic “cups”.

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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Figure 1. a) Sequential sy nthetic steps of the VMPs: (1) fluorescent labelling of the SiO, uncoated particles (f-SiOy), (I1) deposition of CNTs on VMPs, and (lI1) 5-
TAMRA-VMP fluorescent labelling. TEM images of (b) f-SiO, and f-SiO, coated with (c) asingle, or (d) double CNT coating.

Quantification of particle uptake revealed that, during the first2 h
of exposure, VMPs w ereinternalized by human cells twice as fast
as the uncoated f-SiO, (30% vs 15%, respectively) (Figure 3a). At
this point in time, >95% of the cells contained randomly located
intracellular particles. Longer exposure times concentrated the
VMPs in the centrosomal region of the cells (Figures 3b, S2).

Interestingly, while VMPs were only occasionally observed
extracellularly, a relatively constant number of extracellular
uncoated f-SiO. particles w ere detected suggesting a continuous
cycle of particle endocytosis-exocytosis. To test this hypothesis,
cells were repeatedly washed to remove extracellular particles.
De novo particle release was observed minutes after cell wash
(Figure 3c, Table S1). This experiment proved that the tw otypes
of particles underw ent different intracellular destinies, supporting
arole of the CNT coating in intracellular particle retention.

To document the intracellular routes and destinies for the two
types of particles, we used transmission electron microscopy
(TEM) on cytoplasmic cell sections. While intracellular f-SiO»
nude particles were alw ays observed coated with membranes,
most VMPs were completely devoid of membranes and fully
integrated in the surrounding cytoplasmic environment (Figure
S3c). Particle escape to the cytosol was demonstrated using live-
cell confocal time-lapse microscopy. The process of VMP escape
started with the polarization of the particles towards the E-L
membrane (Video S2). Particle polarization was concomitant to a
progressive E-L contents release indicative of vesicle membrane
permeabilization, and preceded particle release to the cytosol
(Figure 4a, insets 1-2). Most VMPs were devoid of membranes
approximately 72 h after initial cell contact (Figure S4).
Interestingly, cell necrosis, apoptosis, or anti-proliferative effects
w ere not detected in cultures days after the treatment with VMPs,
thus suggesting the E-L particle escape mechanism was a cell-
viable process (Figure S5). TEM imaging served to further confirm

vesicle permeabilization by the CNT coating of the VMPs (Figures
4b, S3c). Many VMPs appeared in the cytosol, some presenting
shredded membranes intermingling withthe CNTs of their coating.

-]

15" exposure

particle “surfing” on filopodia

=2

30" exposure

uncoated particle

15" exposure

30" exposure

Figure 2. a) VMPs surfing on filopodia (Video S1). Arrows point at VMPs (red
fluorescence). b) SEM images of VMPs on human. c) Cell surface contacts with
VMPs and f-SiO,. Arrows point at cell filopodia embracing VMPs. Uncoated
particles are captured by lamellipodia. Particles are pseudocoloured in pink.
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Figure 3. a) Quantification of particle uptake by HelLa cells. All values are
significant for a t >5; p<10® degrees of freedom DF = 30). b) VMPs appear
throughout the cell cytoplasm soon after cell contact becoming perinuclear
hours after engulfment (red channel). c) Quantification of de novo particle
release (after cellwash) (Figure S2) All values are statistically significantly <5 x
103 (DF = 30) (Table S1). Total intracellular particles at 12 h = 100%.

All these experiments support the idea that this nanotube coating
participates in particle escape to the cytosol (i) penetrating, (ii)
piercing, and permeabilizing the E-L membranes, (ii) finally
destroying the integrity of this subcellular compartment, (iv)
allow ing VMP release into the cytosol.

To investigate this hypothesis, we used a covalent cystamine
linker to decorate the surface of the CNTs w ith the fluorescent dye
5-TAMRA (Figure 1-ll). This would serve to confirm (i) CNT
protein biocorona removal, (i) CNT-dye unlinking, and finally, (iii)
lysosomal membrane permeabilization followed by (iv) dye
release into the cytoplasm. As it is typical for CNTs, the
fluorescence of this dye is virtually quenched w hen linked to the
surface of the nanotube, becoming detectable after exposure to
reducing conditions in vitro (Figure S6). The E-L lysosomal
reducing conditions in vivo %229 permitted dye fluorescence
detection in the cytoplasm of HeLa cells 24 h after 5-TAMRA-CNT
endocytosis. Likewise, cells treated with 5-TAMRA-VMPs
presented a patent cytoplasmic 568 nm fluorescent emission 24
h after VMP uptake (Figure S7). These results confirm CNT
protein striping and E-L membrane permeabilization as part of the
mechanism of VMP escape into the cytosol.

As is the case for the viral-surface spike proteins, CNT protein
removal in the lysosomes would change the surface properties of
these nanofilaments, exposing the apolar/hydrophobic regions of
the nanotubes. This modification enhances their affinity for the E-
L lipidic membranes, triggering membrane penetration,
perforation, permeabilization and ultimately, VMP release into the
cytosol. These steps in the VMP escape reproduce the stages of

10.1002/anie.201707769

viral translocation into the cytoplasm (Figure 5). Lipid tail
protrusions have also been show n to mediate the insertion of gold
nanoparticles into model cell membranes.?

Summarizing, here we describe the internalization and escape
route of a new synthetic particle-coating as a model for the
fabrication of future nanostructured materials destined for
different applications in the cytosolic or nuclear realms. The
design of the CNT coating allows mimicking the viral cellular
uptake as well as the exceptional ability of these microorganisms
to escape from the E-L into the cytosol without affecting the
viability of the host cells. Given that, this strategy of cytoplasm
particle invasion based on artificial nano-coatings is applicable to
a wide range of morphologies from the nanometer to the
micrometer scale, including hollow, porous and solid geometries.
Thus, this design constitutes an extraordinary tool for the
modelling of therapeutic architectures. In line with this, it is of
special relevance the administration of therapies that involve
biodegradable biomolecules suchas proteins and/or nucleic acids.
Furthermore, these structures allow endless design modifications,
for instance, incorporating materials endowed with magnetic,
optical or catalytic functionalites, which can expand the
applications of these VMPs beyond drug delivery.

In addition, the significantly enhanced surface provided by the
CNT-coating -that can be bioconjugated with many different
ligands-, together with the cytosolic scape mechanisms serve to
drive these VMPs to target cells, providing a unique methodology
for the study of many still unexplored intracellular processes
w ithin the cell. These features, together with the fact that these
engineered nanocoatings can be implemented in almost any
carrier to enable E-L escape represent a great added value as a
technological development in nanobiotechnology.

a endo-lysosome membranes/\VMPs

nucleus

Figure 4. a) Photograms of video S2 demonstrating VMP escape from the E-L
membranes. Insets showtwo VMPs (red channel) inside an E-L and the release
of the endosomal contents prior particle escape. b) TEM images of a section of
a Hela cell displaying healthy mitochondria surrounding a permeabilized E-L
containing a VMP. The CNTSs of the VMP coating (pseudo-coloured in red) are
observed in close contact, or piercing, the E-L membrane (green) (red arrows).
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Figure 5. Similarities between
viral (green) and VMPs (red)
escape mechanisms. (Top) The
changing E-L acidic and reducing
environment!22 triggers
hydrogen bond release, viral
spike protein unfolding, and
exposure of hy drophobic protein
domains (pink) that penetrate the
membranes of the E-L forming
small pores that allow the
controlled ly sosomal contents
release, and finally, viral escape
into the cytosol; (Bottom) Proteins
decorating the VMP CNT
biocorona undergo proteoly sis in
ly sosomes!? exposing the
stripped CNT surface that
interacts with the E-L
membranes, forming small pores
that ev entually release the
particles into the cytosol.[+22

Viral‘%ikes

VMP coated
with CNTs
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We report the development of new chemical probes for cereu-
lide, a toxic metabolite produced by specific strains of Bacillus
cereus, through displacement of potassium cations from a pre-
formed specific complex and a subsequent change in the fluo-
rescence emission. For this purpose, we designed fluorescent
probes for potassium cations that were suitable for displace-
ment assays with cereulide from organic extracts. The fluores-
cence detection of natural cereulide in rice samples was ach-
ieved by using synthetic cereulide as a reference and a potassi-
um fluorescent reporter, and this was found to be useful as

1. Introduction

Cereulide is an ionophore toxin produced by specific strains of
Bacillus cereus.™ B. cereus causes two different types of food
disease: diarrheal and emetic syndrome.” The diarrheal form is
developed after the ingestion of food contaminated with
spores or vegetative cells able to produce enterotoxins during
vegetative growth in the small intestine. The emetic syndrome
is usually associated with the ingestion of foodstuffs contami-
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a portable and fast method for the in situ detection of cereu-
lide in food extracts. To study the fate of cereulide in live cells,
we designed a procedure that was suitable for live-cell micros-
copy imaging of Hela cells by comparing the cellular location
of the potassium fluorogenic probe, which stained intracellular
endolysosomes, in the absence and presence of cereulide; we
concluded that in the presence of cereulide, the fluorescence
of the probe was decreased because of complexation of the
potassium ions by cereulide.

nated with the preformed toxin, cereulide, produced during
the growth of bacteria in food;® therefore, intoxication with
cereulide could be prevented by the early detection of the
toxin in food. B. cereus can produce highly resistant structures
called endospores, which are capable of surviving to cooking
temperatures. Bacillus endospores present in foodstuffs can
rapidly germinate and produce their toxins, especially during
food chilling or food heating.”” B. cereus is a ubiquitous agent
in nature, and their spores can be found as a natural contami-
nant in several food products, especially meats, vegetables,
and milk.”’? The emetic syndrome is generally associated with
rice or other starch-rich products such as pasta and potato-
based products.”’ The emetic toxin is a cyclic depsipeptide”
with the structure [p-O-Leu-p-Ala-L-O-Val-L-Vall;, which is close-
ly related to the structure of valinomycin, another naturally oc-
curring cyclic depsipeptide and potassium-cation ionophore
with the tetramer structure b-a-hydroxyisovaleryl-p-valyl-L-
lactyl-L-valyl [p-O-Hyi-b-Val-L-O-Lac-L-Vall, (Figure 1).®! The cer-

Ik

% B

Valinomycin

"o

Cereullde

Figure 1. Chemical structures of cereulide and valinomycin.
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eulide toxin is usually identified by liquid chromatography and
mass spectrometry, which require dedicated facilities.”’ Cereu-
lide acts as a potassium-cation ionophore and is able to dis-
rupt the transmembrane potential in mitochondria of eukary-
otic cells; this leads to mitochondrial degeneration and subse-
quently to cell death."” Owing to cereulide toxicity, rapid and
portable detection methods to screen the presence of pre-
formed toxin in foodstuffs are required to prevent the occur-
rence of food-borne outbreaks by emetic toxin.

2. Results and Discussion

Fluorescent probes are a good alternative for the detection of
toxins or chemical threats."! Owing to the ability of cereulide
to complex potassium cations, a suitable method for its detec-
tion from extracts of biological or food samples should be
a displacement mechanism of the potassium cation from a pre-
formed specific complex that would give rise to a change in
the fluorescence emission. Following this idea, we designed
a fluorescent probe for potassium that is suitable for displace-
ment assays with cereulide in organic solvents. Because cereu-
lide is not soluble in water, a requisite of the fluorogenic
probe is that it have good performance in organic or mixed or-
ganic-aqueous solvents. Therefore, we selected a perylenemo-
noimide as the fluorescent reporter’? and a K -selective phe-
nylaza[18]crown-6-lariat-ether™ or a triazacryptand"” as the
recognition units and bonded both moieties in every case by
Suzuki coupling (Scheme 1).

.IG10 Br JG101 ‘
.
Pd(PPhs), pu(pph,). OO
Na,COy o u Na,COs
ONT0
.|<;75 JG103

Scheme 1. Synthesis of JG76 and JG103.

With the simpler and more accessible JG76 fluorescent
probe, we designed the fluorescence displacement assays on
the basis of Figure 2. The displacement assays were initially
performed by using commercial valinomycin instead of less-
available cereulide. In this way, the JG76 probe was weakly flu-
orescent in ethanol, but in the presence of a potassium chlo-
ride solution, a dramatic increase in the fluorescence was ob-
served owing to potassium-ion complexation. As expected, by
the addition of a valinomycin solution, the previous solution
became weakly fluorescent. The differences in fluorescence are
described in Figure 2b.

On the other hand, probe JG103 showed very low solubility
in ethanol and a very small increase in the fluorescence in the
presence of potassium cations in all of the tested solvents;
therefore, we considered that its utility for the detection of cer-
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Figure 2. a) Qualitative and b) quantitative fluorescence displacement assays
of JG76, potassium cations, and valinomycin.

eulide was very limited and its study was discontinued. Potassi-
um cations are usually mixed with other ions in biological sam-
ples, so we checked carefully the action of diverse cations and
anions that could interfere in the displacement assays with
JG76. With respect to alkali-metal and alkaline-earth metal cat-
ions, the JG76 probe showed a large increase in fluorescence
in the presence of potassium cations with total selectivity with
respect to commonly found physiological cations (i.e. Li*, Na*,
Mg?*, Ca*", and NH, ") as well as less-common, albeit physio-
logical cations (i.e. Sr**, Rb™, Cs™) but also showed a large in-
crease in fluorescence in the presence of the highly toxic Be’*
and Ba’*' cations, which are not normally found in biological
fluids (Figure 3) except in toxicological assays, for which the
JG76 probe could be of interest.

The assays were performed by dissolving compound JG76 in
EtOH to a concentration of 50 um and the cations in water to
a concentration of 5 mm; then, the cation solution (10 uL) was
added to the JG76 solution (0.5 mL), and changes in the color
and fluorescence were studied. With respect to heavy-metal
cations, some acidic cations such as Sn*" and Pb*" showed
a high increase in fluorescence in the presence of JG76, and to
a lesser extent, some other cations, including Zn**, Cu®*, Fe**,

© 2017 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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JG76 Water Li* Na* K* Rb* Cs* %2' Mg?* Ca2* Sr2* %1* NH4*
- -

Figure 3. Color and fluorescence assays of JG76 and alkali-metal and alka-
line-earth metal cations (1 equiv).

Sc*, AP, Hg®", Au**, and Pd*", also showed an increase in
fluorescence under the same conditions (Figure 4) and in the
presence of a large excess amount of strong acids (pH < 5) or
oxidants. None of the common anions [ie. F7, CI, Br, I,
BzO~ (Bz=benzoyl), NO,~, H,PO,~, HSO,”, AcO™, CN~, SCN7]
gave a significant change in color or fluorescence (see the Sup-
porting Information, Figure S98).

G76 Water Ag* Ni2 ICdZ" an‘icu” Fﬂ*fi t tAu* Co?* Pd#
Figure 4. Color and fluorescence assays of JG76 and selected heavy-metal
cations (1 equiv).

In a pH 7 buffered solution [JG76, 25 um in EtOH/H,0O (7:3
v/v), 20 mm 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
(HEPES)], most of the interferent cations including Fe**, Sn**
Be?", and Cu®" (5 equiv) did not promote a change in the fluo-
rescence of JG76, but the sensitivity to K*, Ba’", and Pb®" re-
mained unchanged, and they showed a high increase in the
fluorescence of JG76; therefore, the only real interferents were
the nonphysiological Ba>* and Pb*" cations (Figure 5).

Job’s plot analysis, by representing X,q;6(F,—F) versus Xs6
(where X,5;6 = mole fraction of JG76), afforded the stoichiome-
try of the complex, from the maximum position at X,;;,=0.5,
as a 1:1 complex. The calculated quantum yield of the JG76
probe in ethanol is @[JG76] (EtOH)=0.04+0.01 and for the
corresponding potassium complex, @[G76-K'] (EtOH)=
0.17£0.01; the increase is @/®,=4, which is sufficient for the
experimental assays. The lifetime of JG76 in EtOH was found
to be 3.6 ns, and there was no change in the lifetime for the
potassium complex. The limit of detection for K*, obtained by
linear regression of a titration of a 5 um solution of JG76 in
EtOH and K" by increasing the K™ concentration from 0.01 to
0.2 um and by measuring the increase in the fluorescence
emission, was calculated as 0.06 um, with a probability of false
positive and false negative lower than 5%. The JG76-K*™ com-
plex was studied by preparing a 2 um solution of K(CF;SO;) in
EtOH and by increasing the concentration of JG76 from 0 to
10 um without changing the concentration of K* in solution.
The equilibrium constant (K) of the JG76-K" complex was cal-
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Figure 5. a) Color and fluorescence assays of JG76 and selected cations in
a buffered pH 7 solution. b) Quantitative fluorescence assays of JG76 and se-
lected cations in ethanol (left) and a buffered pH 7 solution (right).

culated by fitting the fluorescence titration plot in ethanol by
nonlinear least-square regression; the results were compared
by performing first the titration of K™ with JG76 and then that
of JG76 with K*, and the same results were obtained. The fit-
ting calculation of the complexation constants was repeated
three times to give logK (JG76 +K*)=6.344-0.04. To validate
the results, Job’s plot analysis and the equilibrium constant of
the JG76-K* complex were also studied and calculated in
benzyl alcohol, BnOH, and comparable results were obtained:
a 1:1 complex and logK (JG76-K*)=6.11+0.03 (Figure 6). We
next checked the suitability of the system for the practical de-
tection of valinomycin by calculating the limit of detection of
valinomycin in ethanol. Therefore, 0.75 equivalents of K*
CF;SO;~ was added to a 5 pum solution of JG76 in ethanol.
Then, the concentration of valinomycin was increased by suc-
cessive additions, and the fluorescence spectrum was regis-
tered. Regression of the titration plot of 5pum JG76 and
3.75 um K* in EtOH with valinomycin by decreasing the fluo-
rescence emission gave a detection limit of 0.54 um, with

0-f T T .4 T T T 1

4 6
[JG76] (uM)
Figure 6. Fitted titration plot of a 2 um solution of K* and JG76 by fluores-

cence emission in EtOH and BnOH. Inset: Job’s plot of JG76 and K™ by fluo-
rescence emission in EtOH and BnOH.
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a probability of false positive and false negative lower than
5% (see Figure S123).

The JG76 fluorescent probe was then ready for titration with
synthetic cereulide, which was prepared according to the pro-
cedure of Biesta-Peters et al.™® The last step, consisting of the
cyclization of the linear H-(L-Val-p-O-Leu-p-Ala-L-O-Val-L-Val-p-
O-Leu-b-Ala-L-O-Val-L-Val-p-O-Leu-p-Ala-L-O-Val)-OH depsipep-
tide, is shown in Scheme 2.

Jgﬁﬂs"f%ﬁvﬁﬁ ¢"\|r .

JG99B

HNJJ\’OY\NJH’k
L Jfo" v X

NH
jv" %9 . r;a@\?(’)/
o H,'m,o\l/&o )
°A

Cereulide

Scheme 2. Cereulide synthesis.

Purified cereulide was checked by NMR spectroscopy and
HRMS (MALDI), and the results were identical to the reported
data of cereulide. We first checked the suitability of the system
for the practical detection of synthetic cereulide by calculating
the limit of detection of cereulide in ethanol. In an experiment
similar to that previously explained, K*CF;SO;~ (0.75 equiv)
was added to a 5 um solution of JG76 in ethanol. Then, the
concentration of cereulide was increased by successive addi-
tions, and the fluorescence spectrum was registered. Regres-
sion of the titration plot of 5 um JG76 and 3.75 um K* in EtOH
with cereulide by decreasing the fluorescence emission gave
a detection limit of 0.21 pm, with a probability of false positive
and false negative lower than 5% (Figure 7); in this case, the
detection limit for cereulide was lower than the value obtained
for valinomycin.

1200 "
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3
©
1000 £ 1050 R2 =0.979
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Figure 7. Linear regression of the titration plot of 5 um JG76 and 3.75 um K*

in EtOH with increasing amounts of cereulide by decreasing the fluores-
cence emission of the system.
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A complete description of the system was then performed
by calculating the equilibrium constants between valinomycin/
cereulide and the potassium cations in competitive equilibria
with JG76, for which we previously obtained the binding con-
stants. Equilibrium constants were first measured in EtOH solu-
tion by increasing the concentration of the probe in the pres-
ence of the analyte. We performed titrations of constant con-
centrations of 2 um K™ and 20 um valinomycin or cereulide
with JG76 (0 to 20 um). In the case of valinomycin, the experi-
ment started with solutions of valinomycin (V) and potassium
cations (K) in ethanol so that the complex (VK) was produced
in the equilibrium. Upon adding the JG76 probe (abbreviated
S), it formed a complex with free K* and created a new com-
plex (SK) and replaced the previous complex (VK). In this way,
the concentration of VK decreased, whereas the concentration
of V increased. The fluorescence intensity only depended on
JG76 and the JG76—-potassium complex. To solve the equations
corresponding to the system, a possible approximation could
be done, C,—[VK]~C, in which C, is the concentration of vali-
nomycin, and this simplification is more realistic if the initial
ratio of V/K is as high as possible. In this way, an equation to
describe the equilibria was obtained [Egs. (1)-(5)]:

S+ K—SsK (1)

V 4+ K—2vK (2)
K [5K]

K = 18Tk = (& — 5K (Gy — [5K] — [VK) ®)
v VK]

o = WK = 16, — [VKI) (G — K] — [VK]) )

(CS + G+ ‘*KZ‘V) - \/(Cs + G+ ‘*KZ‘V) —4GC (5
2

[SK] =

in which G, C, and C, are the concentrations of JG76, K*, and
valinomycin, respectively.

By taking into account the mass and fluorescence balances
for all equilibria and performing the tests several times with
different initial ratios of V/K (1:1, 1:0.25, and 1:0.1), the best fit-
ting of the obtained equation was found at a 1:0.1 ratio, at
which the approximation was most valid. By alternating the
concentrations of valinomycin and cereulide in several experi-
ments, fitted titration plots were obtained for both valinomy-
cin and cereulide in EtOH and BnOH (Figure 8).

From the average of the three titrations, we obtained the
following complexation equilibrium constants: logK (valinomy-
cin-K*, EtOH)=5.9740.01, logK (valinomycin-K*, BnOH)=
4.98+0.01, logK (cereulide-K*, EtOH)=5.994-0.01, K (cereu-
lide-K™", BnOH)=5.0140.01. With the values of K, and K,, the
concentration of [SK]., could be determined, and with these
data the concentration of the species was calculated by using
Equations (6)-(9). With the data previously obtained, the
amounts of reagents and the proportion of the complex exist-
ing during the titration could be represented (Figure 9).
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[S]eq = CS - [SK}eq (6)

[VK] eq —

2
Co+ Gk — [SKleg + 2= \/(cv + G — [SKleq + K%) —4C, (G — [SK]uo)

2
(7)
[V}eq = CV - [VK}eq (8)
(Kleg = Ck — [SK]eq — [VK]eq 9)

To validate the method, we calculated the binding constant
of valinomycin with potassium cations by circular dichroism
following the reported methodology.'® Starting with a concen-
tration of 30 mm of valinomycin in EtOH, the concentration of
the potassium cations was gradually increased up to
3.75 equivalents. This concentration of valinomycin was select-
ed because of the optimal concentration to follow changes in
the dichroism signal, albeit it is too high to perform safe meas-
urements with toxic cereulide. By checking the fitting at differ-
ent wavelengths, the value of the constant appeared to be dif-
ferent depending on the value of the wavelength selected.
Within the 4=230-250 nm range (at A =238 nm the obtained
log K=5.82 value was similar to that previously reported), the
calculated range of values for the complexation constant was
log K(valinomycin-K*, EtOH)=5.8-6.0, which is compatible
with the values obtained by fluorescence assays. Therefore, the
developed methodology was validated as a means to study
the fluorescence detection of cereulide from natural samples.
To accomplish this objective, the proposed method involved
the competition between cereulide and the JG76 probe for po-
tassium. Extraction of natural cereulide was performed on cul-
tures of B. cereus F4810/72 by following the methodology de-
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veloped for cooked rice,"” which consisted of inoculation of

rice with 300 Cfu (average value found in rice dishes). Cfu was
determined at several time points, and cereulide production
was checked at several time points by MS (UPLC-TOF). We
measured the change in fluorescence in the presence of a con-
stant concentration of the probe, a constant concentration of
potassium, and an unknown concentration of the cereulide
sample (usually within the range of 0.2 to 3.5 um in acetoni-
trile), which we titrated with synthetic cereulide. Initial acetoni-
trile extracts were evaporated, the residue was extracted into
dichloromethane/water and concentrated, and the obtained
solid was dissolved in EtOH so that the interference of water-
soluble interferents was prevented. The EtOH solution was
checked by MS (UPLC-TOF) by studying the elution time of
synthetic cereulide, and the LC-MS of the extracted cereulide
samples were measured and calibrated with synthetic cereu-
lide at different concentrations. In this way, the concentration
of the cereulide samples from rice remained between 1.2 and
1.6 um [as determined by MS (UPLC)]. We then measured the
background fluorescence due to the matrix of the sample. We
performed a preliminary titration of the sample with JG76 to
assure that the background fluorescence was a constant value
independent of the amount of JG76 (Figure 10).

With the extracted cereulide samples we measured varia-
tions in the emission signal by subtracting the background
fluorescence of the matrix, measured before adding JG76, and
titrated the samples with synthetic cereulide in the presence
of JG76 (2 um) and K* (0.75 um). With this titration we ob-

© 2017 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim


http://www.chemistryopen.org

:@3 ChemPubSoc
el Europe
| y =528.54x + 78.63
= R? = 0.9989
750+
:: 500 * Rice sample
= + Ethanol
250+ y =519.81x + 16.507
R*=0.9978

0.0 05 10 15 2.0
[JG76] (M)
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stant value of 77 au.

served that the first points of the rice sample titration deviated
from those of the reference due to the quantity of natural cer-
eulide present in the sample; therefore, from the initial values
of fluorescence we obtained the original concentration of nat-
ural cereulide in the sample by comparison with the reference
plot from synthetic cereulide (Figure 11). The result of repeat-

__ 700 s Reference
700 5 n ¢ Rice sample - Background
£ "
—~ 6004 g. 600 .
F 2
© -,
= 500- 2 500- “Posma,
-‘Z: g ...':.. -
2 400 - ﬁ 400 4 ®ae " "a,
1= -E . . ug
g 300+ Y 300l 4 . . I
] 0 1 2 3 4 5
g 200 - [Cereulide] (uM)
w 100 " Reference © 7 ¥ % » = u u =
T « Rice sample - Background

0 20 40 60 80 100
[Cereulide] (uM)

Figure 11. Fluorescence emission of a corrected sample versus the reference
by titration with increasing quantities of cereulide. The concentration of
JG76 was 2 pm, and the concentration of K* was 0.75 um. The concentration
of cereulide in the rice sample was 0.95 pm.

ing the test three times was (1.04+0.2) um for rice samples
compared to the concentration of 1.2 um obtained by mass
spectrometry. In the case of a sample spiked with 1.75 um cer-
eulide, the result of the fluorescence titration was in accord-
ance with the expected value (Figure 12). If there was no initial
cereulide in the sample, the curves were coincident
(Figure 13).

Indeed, the measurements were more precise for the sam-
ples spiked with synthetic cereulide than for the samples con-
taining natural cereulide, which is due to the fact that natural
samples have more than one type of cereulide."® The exis-
tence of a mixture of natural cereulides (isocereulides) introdu-
ces some uncertainty in the experimental measurements, be-
cause their potassium-ion-complexation constants are not
known. The fluorescence detection of natural cereulide in rice
samples by using synthetic cereulide and a potassium fluores-
cent reporter is therefore a useful, portable, and fast method

ChemistryOpen 2017, 6, 562 - 570 www.chemistryopen.org

567

) Open Access )
« ChemistryOPEN

X ok

et Full Papers
700 o - = Reference
3 600 "s_* Synthetic Cereulide

S 600 1 = ",
3 % 500 o.... l....
2 500 g E
® E 400 y L Y
= = n -
el o .
= 0 i 3 300 .
S 300 & o0 v
E 0 1 2 3 4 5
I.IE.l 2001 . Reference ol [Cereulide] (xM)

Pl Synthetic Cereulide - .

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[Cereulide] (uM)

Figure 12. Fluorescence emission of a rice sample spiked with 1.75 um cer-
eulide versus the reference by titration with increasing quantities of cereu-
lide. The concentration of JG76 was 2 um, and the concentration of K* was
0.75 um.

700 4 S 700+ = Reference Sample
S + Rice Sample - Background
= g .
3 600+ = ",
& ) 3 s
> 5004 £ 500+ %,
3 < ..'ll
S 4004 = 4004 ‘e,
= " a
£ E »:
g 300+ W 300
- 0 1 2 3 4 5
2 200 T T [Cereulide] (uM)
E 100] " Reference Sample b T
* Rice Sample - Background
L ) S T P L — T

0 10 20 30 40 50 60 70 80

[Cereulide] (xM)

Figure 13. Fluorescence emission of a rice sample with no cereulide versus
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centration of JG76 was 2 pm, and the concentration of K* was 0.75 pm.

for the in situ detection of cereulide by simple extraction and
fluorescence titration of the sample. In the case of positive de-
tection, the method can be complemented by standard meth-
odology involving LC-MS for more accurate analysis. Taking
into account that a LC-MS (Q-TOF) instrument is not a cheap
or portable device relative to a benchtop fluorometer, the re-
ported method may easily prevent the occurrence of food-
borne outbreaks by emetic toxin by insitu detection of
cereulide.

Another interesting aspect of cereulide detection is visualiza-
tion of the action of cereulide in live cells. For this purpose, we
performed cellular localization studies in Hela cells (human
cervical carcinoma cells) with the JG76 fluorogenic probe.
Hela cells, cultured under standard conditions,"” were incu-
bated with the probe (18 um in 1%v/v DMSO/culture
medium). Cells were fixed with 4% paraformaldehyde before
taking images. The nuclei of the fixed cells were stained with
Hoechst dye (bisbenzimide) before high-resolution confocal
microscopy imaging was performed. All confocal cell images
were pseudocolored (Figure 14). After exposure for 12 h, the
probe stained intracellular vesicular structures that resembled
endolysosomes (Figure 14, top). After exposure for 24 h, the
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Figure 14. Top) Confocal microscopy projection images of the JG76 probe in
Hela cells 12 h after staining; right) Z-lateral projection images of the loca-
tions of the stained structures inside fixed Hela cells 12 h after staining.
Nuclei are stained with Hoechst dye (blue channel). Middle) Confocal micros-
copy projection images of the JG76 probe in Hela cells 24 h after staining
obtained by exciting the probe sequentially with 1 =488, 562, and 638 nm
lasers. Different fluorophore emissions are pseudocolored in their respective
wavelengths (green: 500-550 nm; red: 570-620 nm, purple: 662-737 nm).
Bottom) Confocal microscopy projection images of the JG76 probe in HelLa
cells 120 h after staining.

JG76 probe displayed an endosomal-RER pattern clearly local-
ized within the cytoplasmic and endosomal membranes
(arrows) (Figure 14, middle). After 120 h of staining, the JG76
probe was also localized in the cytoplasmic membrane (green
arrow) (Figure 14, bottom). Hela cells did not display detecta-
ble signs of toxicity if grown in the presence of the potassium-
ion JG76 fluorescent probe for up to 120 h.

Then, Hela cells, cultured under standard conditions, were
incubated with the probe (0.1 mgmL™") for 2 h. Samples of
cells were fixed with 4% paraformaldehyde before images
were taken. The nuclei of the fixed cells were stained with
Hoechst dye (bisbenzimide) before high-resolution confocal
microscopy imaging was performed. All confocal cell images
were pseudocolored (excitation at A =488 nm and emission in
the green/red/near-red region) (Figure 15). Similar to the previ-
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24 h exposure

Figure 15. Top left) Confocal microscopy projection images of the JG76
probe in Hela cells 2 h after staining obtained by exciting the probe se-
quentially with a A=488 nm laser. Nuclei are stained with Hoechst dye (blue
channel). Top right) Confocal microscopy projection images of the JG76
probe in Hela cells 2 h after the addition of cereulide to the previous
sample. Bottom left) Confocal microscopy projection image of the JG76
probe in Hela cells 24 h after the addition of cereulide to the first sample
showing large dark vacuoles. Bottom right) Fluorescence microscopy image
of Hela cells 12 h after the addition of cereulide, used as a reference. Nuclei
are stained with Hoechst dye (blue channel).

ous experiment, the probe stained intracellular vesicular struc-
tures (Figure 15, top left). After exposure to JG76 for 2 h, the
cells were exposed to synthetic cereulide (0.2 mgmL™") for an-
other 2 h (Figure 15, top right). After exposure to JG76 and cer-
eulide for 2 h, the near-red emission of the endosomes was di-
minished (more pink, less green in pseudocolor), and the stain-
ing of the cytoplasmic membrane also diminished. The cytosol
appeared to be more stained with the probe. At 24 h after the
addition of cereulide to the cells exposed to JG76, the cellular
viability decreased significantly and several cells appeared
wrinkled and showed membrane blebbing and cytosol vacuoli-
zation.

From the images it is clear that the initial fluorescence of
JG76, complexed with potassium ions in the potassium-rich
structures of the cells, is quenched by cereulide in Hela cells
through potassium-ion-displacement complexation, and this
leaves only the residual fluorescence of JG76 in the mem-
branes of the cells as evidence for the action of cereulide. Even
more, morphological changes in the Hela cells, such as the
formation of large vacuoles and membrane blebbing, as
a result of the action of cereulide with time are easily followed
by the residual fluorescence of JG76 on the membranes; this
proves the efficiency of the JG76 probe as a cereulide chemical
sensor by potassium-ion-complexation displacement. There-
fore, the JG76 fluorescent probe can be considered as a useful
tool for the visualization of cereulide in live cells and for the lo-
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calization of highly polar potassium-rich structures, in compari-
son to low-polarity membrane structures, from live cells.

3. Conclusions

In conclusion, we developed a fluorogenic procedure that was
able to detect cereulide, a toxic metabolite produced by spe-
cific strains of Bacillus cereus, in rice samples through displace-
ment of potassium cations from a preformed specific complex
with a subsequent change in the fluorescence emission. The
designed fluorescent probe for potassium cations was suitable
for displacement assays with cereulide from organic extracts
so that the fluorescence detection of natural cereulide in rice
samples was achieved, and this was proven to be a portable
and fast method for the in situ detection of cereulide in food
extracts. To study the fate of cereulide in live cells, we de-
signed a procedure suitable for live-cell microscopy imaging of
Hela cells by comparing the cellular location of the potassium
fluorogenic probe, which stained intracellular vesicular struc-
tures that resembled endolysosomes, in the absence and pres-
ence of cereulide. We were able to conclude that in the pres-
ence of cereulide the fluorescence of the probe was decreased
because of complexation of the potassium ions by cereulide.

Experimental Section
Synthesis of JG76

Pd(PPh;), (10 mg, 5mol%) was added to a solution of 16-[4-
bromo-2-(2-methoxyethoxy)phenyll-1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacy-
clooctadecane (JG70; 100 mg, 0.16 mmol) in toluene/nBuOH
(15 mL/4 mL) under a nitrogen atmosphere in a 100 mL Schlenk
flask. Then, a solution of N-[1-(1-adamantyl)ethyl]-8-pinacolylboro-
nateperylene-3,4-dicarboxylmonoimide (JG75; 81 mg, 0.16 mmol)
in toluene/nBuOH/water (5 mL:1.5 mL:0.5 mL) was added, followed
by Na,CO; (174 mg, 1.64 mmol), and the mixture was heated
under reflux for 24 h. The mixture was then poured into water
(100 mL), extracted with CH,Cl, (3x100 mL), and worked-up, and
then the residue was purified by column chromatography (silica
gel, CH,Cl,/MeOH 92:8 v/v) to give N-[1-(1-adamantyl)ethyl]-8-[4-
(1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azacyclooctadecan-16-yl)-3-(2-methoxye-
thoxy)phenyllperylene-3,4-dicarboxylmonoimide ~ (JG76; 58 mg,
40%) as a purple solid. M.p. 135-136°C. "H NMR (300 MHz, CDCl;):
0=28.53 (m, 2H, CyH), 8.49-8.33 (m, 3H, C,H), 8.02 (m, TH, C,H),
7.59-7.54 (m, 2H, C,H), 7.25-6.91 (m, 4H, C,H), 5.10 (g, J=7.1 Hz,
1H, CH), 4.23 (m, 2H, CH,), 3.80-3.54 (m, 24H, 12CH,), 3.66-3.40 (s,
5H, CH, 4+ CH,), 1.98 (m, 3H, 3CH), 1.85-1.81 (m, 3H, 1.5CH,),
1.73-1.62 ppm (m, 12H, 4.5CH, + CHs). *C NMR (100 MHz, CDCls):
0=173.7 (C=0), 165.7 (Cy), 165.0 (Cy), 136.8 (Cy), 132.6-123.2 (C,,
+ CHg), 121.9 (Cy), 121.0 (Ca), 120.1 (CaH), 116.5 (Cy), 72.1-67.0
(CH,), 59.3-58.2 (CH + CHs), 40.5 (CH), 38.9 (CH,), 38.2 (C,), 37.2
(CH), 34.2 (CH), 32.1-29.5 ppm (CH + CH,). IR (KBr): 7=2955, 2924,
2848, 1738 (C=0), 1692 (C=0), 1685 (C=0), 1651, 1590, 1571, 1506,
1457, 1384, 1354, 1248, 1122 cm™". HRMS (MALDI): m/z: calcd for
CssHesN,0,: 895.4528 [M—+H]*; found: 895.4535.

Synthesis of Triazacryptand-perylenemonoimide JG103

Pd(PPh), (5.6 mg, 5 mol%) was added to a solution of bromotriza-
cryptand JG101 (59 mg, 0.097 mmol) dissolved in toluene/nBuOH
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(10 mL:3.3 mL) under a nitrogen atmosphere in a 100 mL Schlenk
flask. Then, boronic ester JG75 (82 mg, 0.10 mmol) dissolved in tol-
uene/nBUOH (3.5 mL:1 mL) was added dropwise. Then, Na,CO,
(102.2 mg, 0.97 mmol) dissolved in water (3 mL) was added, and
the mixture was stirred under reflux for 24 h. The mixture was
poured into water (30 mL), and the product was extracted with
CH.,Cl, (3x 100 mL). After workup, the solid residue was purified by
column chromatography (silica gel, CH,Cl,/MeOH 50:4) from which
the triazacryptand-perylenemonoimide JG103 (48 mg, 42%) was
obtained as a purple solid. M.p. 193-195°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCly): 6=8.53 (m, 2H, C,H), 8.49-8.33 (m, 3H, C,H), 8.02 (m, TH,
CuH), 7.59-7.54 (m, 2H, C,H), 7.25-6.91 (m, 4H, C,H), 5.10 (q, J=
7.1 Hz, 1H, CH), 4.23-3.50 (m, 39H, 18CH, + CH,), 2.26-2.20 (m
6H, 2CH;), 1.98 (m, 3H, 3CH), 1.85-1.81 (m, 2H, CH,), 1.73-
1.62 ppm (m, 13H, 6CH, + CH,). *CNMR (100 MHz, CDCl,): 6 =
165.8 (Cu), 165.1 (Ca), 153.2 (Cu), 137.3 (Cp), 132.9, 1323, 132.2,
130.0, 129.6, 128.9, 128.5, 128.2, 127.0, 126.8, 126.7, 123.5, 122.3,
121.3, 120.4, 120.1, 14,8, 114.4, 114.2, and 110.0 (C,, + CH,,), 71.4,
71.0, 70.8, 70.5, 69.6, 68.2, and 67.3 (CH,), 59.2 (CH,), 58.2 (CH),
53.6-52.5 (CH,), 40.4 (CH), 38.2 (C,), 37.1 (CH), 31.7, 31.1, 29.2, and
29.0 (CH + CH,), 21.3 (CH,), 14.3 and 13.3 ppm (CH,). IR (KBr): 7=
2955, 2922, 2856, 1736 (C=0), 1696 and 1682 (C=0), 1651, 1592,
1557, 1509, 1456, 1351, 1250, 1170, 1119, 1106, 1049, 959, 812, 750,
721, 697, 667 cm~'. HRMS (ESI): m/z: calcd for Cy3Hg,N,NaO;,:
1197.5923 [M+Na]*; found: 1197.6001.
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Abstract

The application of nanomaterials in the fields of medicine and biotechnology is of enormous
interest, particularly in the areas where traditional solutions have failed. Unfortunately, there
is very little information on how to optimize the preparation of nanomaterials for their use in
cell culture and on the effects that these can trigger on standard cellular systems. These data
are pivotal in nanobiotechnology for the development of different applications and to
evaluate/compare the cytotoxicity among the different nanomaterials or studies.

The lack of information drives many laboratories to waste resources performing redundant
comparative tests that often lead to partial answers due to differences in (i) the nature of the
start-up material, (ii) the preparation, (iii) functionalization or (iv) resuspension, (v) the
stability/dose of the nanomaterial, etc. These variations in addition to the different analytical
systems contribute to the artefactual interpretation of the effects of nanomaterials and to
inconsistent conclusions between different laboratories.

Here we investigate the biosynthetic interaction between a wide range of nanomaterials
(nanotubes, various nanoparticles, graphene oxide, liposomes) with HeLa cells as a reference
cellular system. These human cells, widely used as cellular models for many studies,
represent a reference system for comparative studies between different nanomaterials or
conditions and, in last term, between different laboratories.

Introduction

Nanomaterials offer revolutionary solutions to traditional problems and thus, they have been
incorporated into many different consumer goods including many for human consumption
such as cosmetics, biotechnological and pharmacological products, medicines or food
additives. Unfortunately, major developments are never exempt of associated problems.
Nanomaterials have been connected with all types of toxicological, cumulative or
environmental problems [1-6]. However, the reality is that during evolution, vegetable and
animal species have been exposed to environmentally generated nanomaterials and this has
resulted in the appearance of natural resistances. The issue to be faced now is to understand
and control the effect of the many different anthropogenic nanomaterials currently in use.
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Society needs to know the implications of the use of the different nanomaterials in everyday
products. But to find out the possible side effects of the exposure for each nanomaterial it is
necessary to establish as series of in vitro and in vivo objective tests.

Cellular models are very convenient because they do not require complex laboratory facilities
and can provide pivotal information on the toxicological effects of nanomaterials,
furthermore, nowadays there are many cellular models to investigate these interactions with
nanomaterials. In fact, many studies have been carried out using cells of different origins and
diverse natures. However, this poorly protocolised research has resulted in the production of
confusing and incoherent data that result in chaos when it comes to understand and to
compare the effect of a particular nanomaterial at the same dose in an unique cellular system.

In our laboratories, we have been studying the in vitro effects of several types of
nanomaterials for almost a decade. This has offered us a broad critical view on the effects
produced by many of these compounds in different cellular systems. We now know that the
same nanomaterial can produce different cytotoxic effects in different cells, depending on the
nature and origin of the cell [7]. For example, macrophages generally suffer more cumulative
or degradative effects - i.e. reactive oxygen species (ROS) accumulation-, than other cells for
the same material at the same dose due to their high avidity for capturing nanomaterials [8—
13]. On the contrary, malignant melanoma or glioblastoma multiforme cells have great
resistance to cytotoxicity for most nanomaterials [7,14, 15]. Also, some cells have a special
idiosyncrasy that makes them tolerant to certain types of nanomaterials, such as neurons.
These cells can survive to multi-walled carbon nanotubes exposure better than macrophages,
but are much more sensitive to any other nanomaterials [8,16-18].

There are many examples in the literature where cells exposed to the same nanomaterial
respond differently. This is the case of carbon nanotubes where the reported effects range
from innocuity to very acute toxicological or long term accumulative effects [19-24].
Moreover, in the case of carbon nanotubes, there are different cellular phenotypes, after
exposure, depending on the type of the used nanotubes. For example, single-walled carbon
nanotubes (SWCNTS) seem to interact more with DNA [18,25,26] than multi-walled carbon
nanotubes (MWCNTS) that display biomimetic properties with the cytoskeleton [9,15,19,27].
This fact reveals the unique features of each nanomaterial, for example in this case, carbon
nanotubes, the importance of the diameter of the tube in the interaction with different
biological filaments such as DNA (2 nm), intermediate filaments (10-15 nm), microtubules
(25 nm) or actin (4-8 nm).

For all these reasons, it seems necessary to carry out standard tests where a single cell type is
exposed to the same concentration of different nanomaterials, functionalised and processed
identically, following the same protocol. This test allows the direct comparison of the effect
of the different nanomaterials on an unique system in vitro. For this study we have chosen
HeLa cells as a reference cellular system. This is a human epithelial cell line originally
obtained from a cervical carcinoma that is universally employed as a reference cellular model
to test numerous toxic products, among them, nanomaterials. One of the great advantages of
using this cell line is that its genome and proteome is known in great detail [28-30] and there
are numerous studies performed in many laboratories that provide extraordinary experimental
support for these analyses.

On the other hand, this cell line has been used in many laboratories on the assumption that
comprise putatively homogeneous clonal cell population. However, recent studies
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demonstrate that HeLa cells are heterogeneous [31]. This fact means that the results between
different laboratories are not always directly comparable or reproducible, reinforcing the idea
that a standard protocol must be carried out in the same cell line -from the same laboratory-
to test different nanomaterials processed in identical conditions. In this study we investigate
the effect of identically prepared (functionalization/dose) nanomaterials. These were
incubated for equal periods of time and were analysed following the same protocol for direct
comparison of their effect on these cells, thus to establish a comparison of their exposure
phenotypes on this unique cell model.

Materials and Methods
1. Nanomaterials

Different nanomaterials were used in this work. High-purity MWCNTSs were obtained from
Nanocyl NC3100™, These nanotubes have been fully characterised in previous publications
[15]. Monodisperse silica spheres (500 nm) were prepared using the Stober method as
described in our previous work [32]. These silica particles were coated with carbon
nanotubes as detailed elsewhere [33]. Cationic liposomes (CLPs) were commercially
obtained from Nanovex biotechnologies S.L. and prepared from basic components by a
hydration process. All liposomes showed a narrow size distribution with mean particle sizes
of 150-200 nm and polydispersity indexes of less than 0.4. TiO, and ZnO nanoparticles (Z-
COTE®) were commercial (BASF Chemical Company). ZnO:Co** nanowires were
synthesised in-house [34-36]. Chemically exfoliated Graphene Oxide (GO) was purchased
commercially (Graphenea, Spain). Morphological characterization of the nanomaterials was
performed using a JEOL JEM 1011 transmission electron microscope (TEM) operating at
100 kV. Nanomaterials were suspended in ethanol and adsorbed onto 400 mesh carbon-
coated copper grids.

2. Functionalization of nanomaterials

Nanomaterials were resuspended and functionalised in a saline solution containing 30% fetal
bovine serum (FBS, Gibco) by mild probe sonication (3-5 cycles, 2-5” at a frequency of 20
kHz) in a SONICS Vibracell VCX130 Ultrasonic Processor (Sonics & Materials, Inc), before
resuspension in cell culture medium and addition to the cell cultures.

3. Cell culture, cycle and viability tests, staining, immunofluorescence and imaging

HeLa cells (from the European Molecular Biology Laboratory Cell Bank, passage 10) were
cultured under standard conditions in Minimum Essential Medium (MEM) containing 10%
FBS and antibiotics (Gibco, Thermo Fisher Scientific). Phase contrast micrographs were
taken at different time points using a Progress CT5 (Jenoptik) digital camera coupled to a
Nikon Eclipse TS100-F. Cell viability assessments were performed using a standard trypan
blue assay. The cell cycle distribution was analysed by flow cytometry using a Muse® Cell
Analyzer (Merck KGaA) following the manufacturer’s instructions. Immunostaining was
performed on cells fixed in 4% paraformaldehyde. Phalloidin-tetramethylrhodamine B
isothiocyanate, Hoechst dye (Bisbenzimide) and Acridine Orange hemi (zinc chloride) salt
(all from Sigma-Aldrich) were used to stain actin, DNA and cytoplasm, respectively.
Microtubules were immunostained with B512 anti-a-tubulin antibody (Sigma-Aldrich) and a
secondary goat anti-mouse IgG antibody conjugated with Alexa Fluor 488 (Molecular
probes, Invitrogen). Confocal microscopy images were performed with a Nikon AlR
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confocal microscope and were processed with the NIS-Elements Advanced Research
software. All confocal cell images are pseudocoloured.

Results and Discussion
Carbon nanotubes

Carbon nanotubes (CNTSs) represent a class of highly versatile materials that display very
interesting mechanical, thermal, electronic, and biological properties [37]. These
nanomaterials have been broadly used in numerous in vitro and in vivo toxicity studies and
there is a lot of documentation regarding their effects. However, there is some confusion in
the literature that we think could be due to the purity, the surface treatment, or the
morphological properties of the nanotubes, among others. Here we investigate the effect of
MWCNTSs on HelLa cells incubated with 50 pg/mL. Figure 1(b) shows the characterization of
these nanomaterials by TEM and the different steps of the internalization in these cells. For
their use, MWCNTSs are functionalised with serum proteins to trigger receptor mediated
endocytosis (Figure 1(a)) [38-40]. Figure 1(c) (right) shows HeLa cells incubated with 50
pg/mL of MWCNTS for 72 h. Previous studies report how MWCNTS have a high affinity for
the cellular cytoskeleton [9,21,41], causing detectable morphological changes and alterations
in the biomechanics of HelLa cells which results in slower migration rates [15,19],
proliferative blockage and, depending on the dose/exposure time, genomic instability and
cytotoxic effects (Figure 1(d)) [7,42-44]. In this study, HelLa cells exposed to nanotubes
display an elongated morphology (Figure 1(c)), abnormal mitotic figures (Figure 1(d)) and
aberrant cell cycles (Figure 1(e)) where we can see an increased S and/or G2 phases,
depending on the incubation dose/times. Confocal microscopy examination of MWCNTSs-
treated cell cultures confirmed indicative sings of the biomechanical and disruptive effects of
these nanotubes on Hela cells, including: i) cell retraction, ii) membrane blebbing, iii)
nuclear DNA compaction, iv) presence of micronuclei, as well as other previously described
cytoskeletal changes including disorganized microtubular patterns or a reactive cortical actin
[14]. These morphological changes and cytotoxic effects were corroborated by flow
cytometry (Figure 1(e)), showing a patent blockage in the S phase of the cell cycle,
suggesting MWCNTSs interference with DNA replication.



Hindawi Template version: Jan18

Endocytosis

Degradation of

the biocorona/

Control MWCNTs

Endolysosomal
escape

Microtubules/actin/nuclei

G1% mS% » G2 % P % mapoptosis %

Figure 1. Multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) interaction with HelLa cells. (a) Diagram of their
internalization and endo-lysosomal escape. (b) Low and high-resolution TEM images of MWCNTS. (c) Phase
contrast images of control and 72 h MWCNTs-exposed HeLa cells. (d) Asymmetric triple mitosis representative
of the biomechanical defects triggered by MWCNTSs in the microtubule cytoskeletal machinery. () MWCNTSs-
treatment resulted in a drop in the number of cells at the G1 stage (non-dividing cells, represented in light blue),
and a rise of cells at S (DNA synthesis), G2 stage (mitotic), polyploidy (P, aberrant genomic load) and apoptosis.
Changes in the cell cycle after 72 h incubation with MWCNTS are indicative of cell cycle blockage.
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Silica particles

Silica particles are traditionally considered to be quite biocompatible and have been used as a
therapy delivery system due to their interesting physico-chemical properties [45]. Figure 2
compilates the characteristics of these particles and several aspects of their relationship with
the HelLa cells used in this study. These particles of ca. 500 nm diameter size, when
functionalised with serum proteins are receptor-mediated endocytosed. Figure 2((b), right)
shows the trajectory of these particles inside HelLa cells: particles are rapidly internalised by
HeLa cells after overnight exposure. In the endo-lysosomal route, the silica particle
biocorona proteins are degraded by the local lysosomal proteases. Protein-stripped silica
particles are exocytosed from these cells a few hours after engulfment (see Figure 2(c)) [33].
These exocytosed silica particles can be re-endocytosed after adsorbing other proteins from
the surrounding culture medium on their surfaces as part of the biocorona. Previous studies
demonstrate a constant concentration of approximately 30% of the total particles in the
culture outside the cells [32]. As shown in Figure 2(d), silica particles are highly
biocompatible at 50 pg/mL, and no significant changes in the morphology of the cells after
72 h of exposure were appreciated.

a é X Functionalized silica particles b

Actin/Nuclei/Particles

% Particles outside
cells

40
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Endo-lysosome
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s Cell Survival 50pug/ml SiO, 72h
’ 1 Exocytosis

4 d 100 . ;
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C 2 | 0
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Figure 2: Silica particles interaction with HelLa cells. (a) Schematic diagram of silica particles processing in HelLa
cells. Particles are internalized in cells via endocytosis. In endo-lysosomes, their biocorona is degraded and stripped
particles are finally exocytosed. ((b), left) TEM characterization of the as-prepared silica particles. ((b), right)
Confocal image demonstrating silica particles inside HelLa cells. (c) Confocal image where the exocytosed silica
particles are detected (red arrows). The accompanying histogram shows the percentage of extracellular particles after
15', 30", 1 h, 2 h and overnight. ((d), left) Percentage of live cells at different exposure times. ((d), right) Phase

contrast image of HeL a cells presenting no detectable cytotoxicity.
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CNT-coated silica particles

Carbon nanotubes can be used to coat silica particles to trigger lysosomal exit imitating viral
escape mechanisms [33,46]. Figure 3 shows a summary of the results obtained after the
exposure of HeLa cells to silica particles coated with MWCNTS. Since the carbon nanotubes
of the coating are functionalised with serum proteins, nanotube-coated silica particles also
enter cells via endocytosis (Figure 3(c), left). Once inside the endo-lysosome, the local
proteases degrade the coating proteins, stripping the carbon nanotubes that then interact with
the lysosomal membrane (Figure 3(c), right), tearing the vesicle apart and escaping into the
cytosol [33]. These CNT-coated silica particles do not trigger detectable cytotoxicity either
(Figure 3(d)) at a final concentration of 50 pg/mL [33,46].
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Figure 3: CNT-silica particles interaction with HelLa cells. (a) Schematic diagram of CNT-silica particles
trajectory in HeLa cells. Once these particles are internalized via endocytosis, the CNTs biocorona is degraded.
Stripped nanotubes interact with the lysosomal membrane and escape the endo-lysosomal compartment. (b)
TEM images of some representative CNT-silica particles. ((c), left) Confocal microscopy images demonstrating
internalised particles in HeLa cells (red arrows). ((c), right) TEM micrograph of a section of a HelLa cell
cytoplasm where the CNTs of the coating are observed piercing the endo-lysosomal membrane. ((d), left)
Percentage of live cells after 24 h, 48 h and 72 h of exposure to 50 pg/ml of the CNT-coated particles. ((d), right)
Phase contrast image of HeLa cells displaying no detectable cytotoxic changes.
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Graphene Oxide (GO) flakes

Graphene oxide is a nanomaterial that, up to date, has been reported to be quite
biocompatible in different systems in vitro and in vivo. The GO composition, the flat
morphology as well as the oxidation of the structure result in a very biocompatible element.
Oxidised graphene allotropes have been shown to be degradable by lysosomal enzymes,
being much more biocompatible than the non-oxidised counterpart nanostructures [47-50].
Oxidation produces small enzymatic attack points on the graphene layers that favour
degradation by the lysosomal enzymes. Figure 4 shows a summary of the intracellular entry
and trajectory of GO in HelLa cells. GO produces little detectable morphological or
biomechanical changes at the concentration of 50 pg/mL. Figure 4(b) shows a TEM
micrograph of one of the GO sheets used in this study. As with carbon nanotubes, GO is
functionalised by serum proteins absorbed on the surface. This protein corona triggers
receptor-mediated cellular entry. Unlike for carbon nanotubes, no interaction phenomena of
GO with intracellular filaments such as DNA, microtubules or actin are observed or reported
so far (Figure (c)).
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Figure 4: GO interaction with HeLa cells. (a) Schematic diagram of functionalised GO contacting with cellular
surface receptors, and invading the cell via endocytosis. Internalized GO flakes are progressively degraded in
lysosomes. (b) TEM characterization of GO flakes. (c) Confocal microscopy images of HelLa cells exposed to
50 pg/mL functionalized GO flakes displaying a normal morphology after 72 h exposure.
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Liposomes

Liposomes are widely used as delivery systems to transfer drugs, proteins or nucleic acids
into target cells. These nanovesicles made up of a lipid bilayer can encapsulate different types
of therapies into an inner aqueous phase or lipid bilayer and are considered, in general, very
biocompatible nanostructures [51-53]. To improve the carrier efficiency, it is necessary to
understand the mechanism of uptake into cells and the release of the therapy in the cytoplasm
of the target cell, and both depend on the composition of the lipocarrier. In our study,
liposomes are functionalised in 30% serum, just like the other nanomaterials. These particular
types of commercial cationic liposomes (see Materials) are captured by endocytosis, after
interacting with the cell surface receptors (Figure 5(a)). As a general rule, this process is
strongly influenced by the nature and density of the charge of the liposomes. Figure 5 depicts
some characteristic data of these liposomes and their interaction with HelLa cells. Cultures
were incubated with the liposomes resuspended in MEM medium for 72 h at 37°C. Figure
5((b), boxes) show a few Dil-labelled cationic liposomes inside HelLa cells. This particular
type of liposomes did not trigger any observable morphological changes in HelLa cells.
Neither changes were observed in the cell cycle or viability of HelLa cells after 72 h
incubation with these nanomaterials (Figure 5(d) and (f)).
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Figure 5: Cationic liposomes interaction with Hela cells. (2) Graphic illustration of the intracellular cycle of
cationic liposomes in HelLa cells. (b) Confocal microscopy image of HelLa cells exposed to Dil-labelled cationic
liposomes (red channel, in boxes). (c) TEM images of the as-prepared cationic liposomes. (d) HelLa cells
viability after cationic liposomes exposure. (e) Phase-contrast images of HelLa cells exposed to the cationic
liposomes for 72 h. (f) Comparative study of the cell cycle between HeLa cells with CLP by flow cytometry.
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TiO, nanoparticles

Titanium dioxide (TiO,) nanoparticles are some of the most commonly manufactured
nanomaterials that are extensively used as components of paints, cosmetics, food and many
other consumer products [1,54]. Due to their physical and chemical properties, traditionally,
TiO, nanoparticles have been considered as a low-toxicity particles, in fact they are often
used as a negative controls in several studies [55]. However, there is increasing evidences in
vitro studies suggesting that they can induce oxidative stress and genotoxicity upon UVA
exposure [56]. In our standard assay, HelLa cells exposed to high doses (50 pg/mL) of TiO,
nanoparticles displaying no observable effects [57]. Figure 6 shows a summary of the
findings in Hella cells exposed to serum-functionalised TiO,. Confocal microscopy images of
HeLa cells show a normal distribution of microtubules without any evidence of alteration in
cell morphology (Figure 6(b)). Neither were detected abnormalities in the cell cycle nor
increased cell death after exposure to these particles, visible in vesicles in the cellular
cytoplasm 72 h after exposure [57-60]. Furthermore, some TiO, nanoparticle aggregates were
observed in the centrosomal region of the cells, as previously reported [61]. Interestingly,
these nanoparticles can remain encapsulated in membranes for long periods of time (24-48 h)
without any evidence of their exocytosis [60]. In general, most studies carried out in HelLa
support the hypothesis that TiO, nanoparticles are highly biocompatible under standard
culture conditions.
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Figure 6: Titanium oxide nanoparticles interaction with HelLa cells. (a) Graphic illustration of the intracellular
trajectory of TiO, nanoparticles in HeLa cells. (b) Confocal microscopy image of HeLa cells exposed to TiO,
nanoparticles where no morphological changes are observed. (c) TEM images of the pristine TiO, nanoparticles.
(d) Cell survival after exposure to 50 pug/mL of TiO, nanoparticles. (e) Phase-contrast images of HelLa cells
exposed to TiO, nanoparticles during 24, 48 and 72 h.
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ZnO nanoparticles and nanowires

HelLa cells that are subjected to treatment with ZnO display a very acute phenotype of
cytotoxicity due to the dissolution of the ZnO nanoparticles inside the lysosomes [57,62-64].
Cells need very small amounts of zinc and that is why they have exquisite membrane systems
to control the entrance of films into the cytoplasm. When ZnO nanoparticles are incubated in
medium containing serum proteins, they acquire a biocorona that the cell recognizes through
its membrane receptors triggering receptor-mediated endocytosis. Once in the endosome, as
the pH of these vesicles decrease and ZnO nanoparticles dissolve, releasing massive amounts
of zinc ions in the vesicle that invade the cell cytoplasm. Within the cellular cytoplasm, there
IS a series of proteins that capture zinc transiently functioning as an intracellular buffering
system (Figure 7(a)). Two of these proteins are actin and tubulin. The microtubules, built of
nanotubes of tubulin units, are transformed into sharp sheets of tubulin upon zinc
incorporation in their structure [57]. This causes the hardening and thickening of the
microtubules that behave like “daggers” perforating the cell membrane causing immediate
cell necrosis. This effect can be seeing in the immunofluorescence image from Figure 7(d),
left.

Zn0:Co®* nanowires caused very similar effect to ZnO nanoparticles despite the different
morphology and composition. These nanomaterials functionalised with serum proteins,
interact with membrane receptors, trigger endocytosis and finally, dissolve in the lysosomes
virtually identically to ZnO nanoparticles [57,65]. As observed for the ZnO nanoparticles,
these nanowires produced changes in the microtubule and actin cytoskeleton (Figure 7(a)),
stabilizing both cytoskeletal polymers and producing necrotic changes derived from the
perforation of the cell membrane by the microtubules (Figure 7(d), right).

a b zones — = ZnO NWs \‘

Functionalized ZnO nanoparticles/
. Nanowires
"‘ Endocytosis '

Biocorna
degradation

Microtubule and |
actin aberrations‘

50ug/ml 72

~—Zno >Zn?* + O

‘ Zn?* release

Interaction of Zn?*
with Actin and Tubulin

Q

Cell survival

|I|
I‘l

Control ZnO NPs
M 24h m48h m 72h

Microtubules/actin/nuclei

Figure 7: Interaction of ZnO nanoparticles and nanowires interaction with Hela cells. (2) Graphic illustration of
the intracellular cycle of ZnO nanomaterials in HeLa cells. (b) TEM characterization of ZnO nanoparticles (left)
and nanowires (right). (c) Phase-contrast images of HeLa cells exposed to 50 pg/mL of ZnO nanoparticles (left)
and nanowires (right) during 72 h. (d) Confocal microscopy image demonstrating the cytotoxic effects of ZnO
nanoparticles (left) and nanowires (right) of HeLa cells. Cytoskeletal abnormalities are clearly visible. (e) HelLa
cells viability after ZnO nanoparticle exposure.
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Conclusions

Our work shows how the toxicological effects of nanomaterials can result from both, the
morphology of the nanomaterials and/or their composition. In this review we report several
cases that illustrate these behaviours. In the case of carbon nanotubes and GO, it is the
morphology rather than the composition the factor that triggers the cytotoxic response in the
HeLa cells. However, this is not a universal dogma, for ZnO-based nanomaterials,
morphology is less important than chemistry, and is its composition and their chemical
properties what triggers the cytotoxic effect in that case. Also, this work demonstrates how
nanomaterials can produce unpredictable consequences in human HelLa cells, even if we can
know the composition and morphology of nanomaterials, a complete cytotoxic study should
be performed in each case.

Our results show that although all employed nanomateriales interact with cells by receptor-
mediated endocytosis, the route that they follow once inside the cell, it is not the same. As we
can see, our study reinforces the idea that it is necessary to develop specific tests for each
nanomaterial, since it is not possible to anticipate the cytotoxic effects and/or the interaction
with cells and tissues.

This exhaustive study constitutes an extraordinary tool for the modelling of more complex
structures, incorporating materials endowed with magnetic, optical or catalytic
functionalities. In fact, the carbon nanotubes provide a high surface, which makes easier the
adsorption of many different ligands, together with other porous or hollow materials like
mesoporous SiO, or liposomes. Also, we can take advantage of other materials that are
innocuous to these cells like TiO; in order to improve the biostability. This can increase the
applications of these nanomaterials as drug delivery systems, therapy or diagnostic.

Nanomedicine and in particular the study of these interactions between nanomaterials and

biological systems is a field in constant development and evolution that changes every day
making the designs and the possibilities almost endless.
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