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Resumen

El cancer de cabeza y cuello es el sexto cAncer mas comun a nivel mundial, es
de naturaleza generalmente localizado y su mortalidad por fallo loco-regional
puede reducirse significativamente si se detecta precozmente. Por ello, surge
la necesidad de explorar estrategias alternativas que puedan contribuir al
diagndstico temprano y al tratamiento local, contexto donde la nanotecnologia
puede aportar soluciones unicas. A lo largo de esta Tesis se desarrollan
nanosistemas hibridos multifuncionales fotoactivables para su potencial
aplicacién en el diagnéstico de precision y el tratamiento a demanda de esta
patologia. Se han sintetizado nanomateriales con un nucleo de oro y de éxido
de hierro, capaces de calentarse al irradiarse con luz laser infrarroja,
recubiertos de una capa de silice fluorescente que sirve como plataforma para
su funcionalizacién y ademas permite su deteccion aplicando luz visible. Para
su direccionamiento, se han imitado los mecanismos de invasion celular
utilizados por la toxina de la Shiga, cuyo receptor, el glucoesfingolipido Gb3,
estd sobreexpresado en el cancer cabeza y cuello entre otros. Con este fin, se
ha disefiado genéticamente y producido una proteina quimera recombinante
conteniendo el dominio de interaccion de la toxina fusionado a una secuencia
de unién a nanomateriales. Este estudio demuestra el posicionamiento
controlado, la estabilidad y eficiencia de este recubrimiento, y cdmo los
nanomateriales funcionalizados con esta proteina, se unen especificamente al
receptor Gb3 en células tumorales de cabeza y cuello, invadiendo éstas
siguiendo una ruta biomimética “no canénica”, via aparato de Golgi y/o
reticulo endoplasmico, que permite evitar el paso por los lisosomas.
Finalmente, esta tesis idea un recubrimiento a modo de nano-termoémetro, y
demuestra como la irradiacion de células expuestas a estas nanoparticulas con

un laser de 808 nm provoca la muerte celular a demanda en escasos minutos.
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Introduccion

1. Céancer de cabezay cuello
El cancer de cabeza y cuello (CCC) comprende un conjunto heterogéneo de
tumores del tracto aerodigestivo superior. Mas del 90% de los casos son
carcinomas de células escamosas, por lo que generalmente se refiere a este tipo

de tumores como carcinomas escamosos de cabeza y cuello.

ElI CCC aparece en el tracto aerodigestivo superior, comprendiendo la cavidad
nasal y los senos paranasales, cavidad oral, faringe, laringe y traquea (Figura
1). Se trata del sexto céncer en incidencia a nivel mundial y el octavo en
mortalidad, con cerca de 600000 nuevos casos cada afio y una baja tasa de
supervivencia a largo plazo, en torno al 50% (Leemans et al., 2018). En Espafia
se registran al afio cerca de 11300 casos de tumores de cabeza y cuello y de
todos ellos, el 40% se encuentran en la laringe (18 casos por cada 100000
habitantes), siendo uno de los paises a nivel mundial con una mayor tasa de
incidencia de este tipo de cancer, debido al exceso en el consumo de tabaco

registrado durante afios (datos de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer).

ElI CCC comienza con lesiones precancerosas, no siempre visibles
macroscépicamente, que tras una adquisicion progresiva de alteraciones
genéticas y epigenéticas conducen al desarrollo de un carcinomay, en los casos
mas avanzados, la diseminacion a los nédulos linfaticos yugulodigastricos y

submandibulares, presentando el paciente masas en el cuello.

Las alteraciones se producen en genes que codifican proteinas implicadas en
una gran variedad de cascadas de sefializacion que regulan procesos celulares
clave, como son las vias de sefializacion de kinasas, ciclo celular y apoptosis,
adhesion celular, motilidad e invasion, angiogénesis, inmortalizacion,
quimiocinas e inflamacion. Todas estas alteraciones son las que finalmente
provocan los fenotipos asociados al cancer. La via mas cominmente alterada
es la del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Este receptor
se encuentra sobreexpresado en mas del 90% de los casos de CCC (Pai &

Westra, 2009), y numerosos estudios han relacionado esta sobreexpresion con
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Introduccion

un peor pronostico en los pacientes. En cuanto al gen que codifica el EGFR,
pueden darse mutaciones que provoquen que esté constitutivamente activada
(presente en alrededor de un 40% de los pacientes), o amplificaciones del gen
(10-30% de los casos) (Bernier et al., 2009; Leemans et al., 2018). Todas estas
alteraciones provocan un aumento en la activacién de las principales cascadas
de sefializacién que participan en procesos de proliferacién y supervivencia

celular, promoviendo por tanto la oncogénesis y la progresion tumoral.

Regiones en el cancer de cabeza y de cuello

®

Senos
paranasalesfﬁ

S5

F—‘/_' Cavidad nasal

" Nasofaringe

Cavidad oral

Orofaringe

Faringe—
—Glandulas salivales

| Hipofaringe
Laringe

Figura 1. Regiones del tracto aerodigestivo superior que comprende el cancer de cabezay
cuello. Imagen tomada de https://www.cancer.gov/espanol/tipos/cabeza-cuello/hoja-
informativa-cabeza-cuello.

1.1. Factores de riesgo
La exposicidn a carcin6genos, la dieta, la higiene oral, los agentes infecciosos
y las condiciones médicas preexistentes juegan un papel, ya sea
individualmente o de manera combinada, en el desarrollo de CCC. De todas
ellas, el tabaco es el factor de riesgo dominante. Este riesgo se atribuye a los

efectos genotoxicos de los carcindgenos presentes en el tabaco, como las

14



Introduccion

nitrosaminas y los hidrocarburos policiclicos, que son capaces de producir
mutaciones en genes implicados en oncogénesis como p53. El consumo de
alcohol es otro de los grandes factores de riesgo para el desarrollo de CCC,
especialmente de casos de tumores en la hipofaringe. EI metabolito del alcohol,
el acetaldehido, es capaz de interferir en la sintesis y reparacién del ADN. Sin
embargo, el efecto mas nocivo del alcohol radica en su capacidad de aumentar
de manera sinérgica los efectos de fumar, ya que es capaz de aumentar y
prolongar la exposicion de la mucosa a los carcindégenos presentes en el tabaco
(Pai & Westra, 2009).

El tabaco y el alcohol son responsables del desarrollo de la gran mayoria de
tumores en la cavidad oral, la laringe y la hipofaringe, pero en el caso de los
tumores de orofaringe, la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV)
es el principal causante (hasta en el 70% de los casos), especialmente en el
mundo occidental. Son transmitidos via sexual y, en los pacientes que no
logran combatir la infeccion, el ADN del virus se integra en el del huésped,
momento en el que las oncoproteinas del virus alteraran diferentes vias
reguladoras que desencadenaran el desarrollo de tumores. La principal
caracteristica de los tumores HPV positivos es su mejor prondstico respecto a
los HPV negativos, por lo que actualmente se utiliza la categorizacion de los
tumores de orofaringe en funcién de su estado de HPV para poder realizar
tratamientos mas especializados (Bose et al., 2013; Leemans et al., 2018;
Marur & Forastiere, 2016).

1.2. Diagnostico
Un diagnostico preciso y estandarizado del cancer es extremadamente
importante para poder planificar las terapias mas adecuadas para cada caso,
teniendo en cuenta los resultados en casos previos con un prondstico similar.
El sistema de clasificacion TNM (T de tumor, N de nddulos y M de metéstasis)

es el més utilizado para clasificar los tumores de CCC. Este sistema, como las
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Introduccion

propias siglas indican, tiene en cuenta el grado del tumor local, si éste se ha
diseminado a ganglios linfaticos o ha generado metastasis en otros Grganos.
Asi, se clasifican los tumores desde un estadio | a un estadio 1V (Zhao et al.,
2017).

Tras la deteccidn de una lesion precancerosa, 1o que se hace en clinica es tratar
estas lesiones, siempre que sea posible, y analizar el tejido con una biopsia para
determinar la presencia de displasia, ya sea leve, moderada o severa. Para
evitar biopsias invasivas, también se toman muestras de exfoliados o saliva

para analizar biomarcadores de riesgo para el desarrollo de cancer.

Las biopsias, junto con técnicas de imagen como las
nasofaringolaringoscopias, la tomografia computerizada (CT) y la imagen por
resonancia magnética son las técnicas utilizadas de rutina para determinar el
alcance de la enfermedad y su estadio. La tomografia por emision de positrones
(PET) con *®F-fluorodeoxiglucosa ha incrementado la sensibilidad en la
deteccion de tumores primarios de pequefio tamafio, asi como de extension a
los ganglios, que no son palpables ni visibles en la examinacién clinica. De
este modo, se ha mejorado la precisién en la determinacion del estadio de la
enfermedad, y como consecuencia en la planificacion de tratamientos mas
adecuados para cada caso, sobre todo en los mas avanzados. También se ha
evidenciado la utilidad de la técnica PET-CT (combinacién de tomografia por
emisién de positrones con tomografia computerizada) en la evaluacién post-
tratamiento de los pacientes una vez han recibido quimioradioterapia (Marur
& Forastiere, 2016). Pese a todos los avances en estas técnicas, siguen urgiendo
mejoras y alternativas que permitan un diagn6stico mas temprano y preciso,
ya que va a repercutir de manera critica en las tasas de supervivencia de los

pacientes.
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Introduccion

1.3. Tratamiento
La cirugia, la radiacion y la quimioterapia en diferentes combinaciones
constituyen el tratamiento estandar para CCC, dependiendo del estadio TNM
y el lugar de origen del tumor. Los tumores de estadios tempranos son los
diagnosticados en alrededor de un 40% de los pacientes y son tratados con
cirugia o solo con radioterapia. En casos més avanzados, también se emplea
qguimioradioterapia basada en platino, con o sin quimioterapia como
tratamiento secuencial. En el caso de las metastasis, son tratadas con
guimioterapia con un solo farmaco o con una combinacion de ellos, en funcién
de la respuesta del paciente. El tratamiento de recurrencias va a depender del
lugar de la misma, del volumen del tumor y de las terapias previamente
recibidas, y puede variar en diferentes combinaciones de las tres modalidades
de tratamiento estandar (Marur & Forastiere, 2016). Todos estos tratamientos
estan asociados con una toxicidad que van a afectar a la funcion de los 6rganos

del paciente, disminuyendo notablemente su calidad de vida.

El objetivo de la reseccion quirdrgica es realizar una extirpacion completa y
definitiva del tumor, asi como proporcionar informacion para ayudar al
estadiaje y a la administracion de la terapia adyuvante mas adecuada. No
obstante, en muchas ocasiones tiene que haber un balance entre la zona a
extirpar y la preservacion de las funciones de los érganos implicados. Los
métodos de cirugia clasicos suelen resultar en deformaciones funcionales y
estéticas que afectan a la calidad de vida del paciente; es por ello que han
surgido innovaciones como la cirugia laser o la cirugia robdtica transoral, que
proporcionan una mejorada vision del tumor y el tejido circundante,
permitiendo manipular secciones mas pequefias de manera precisa, dando
menos complicaciones post-operatorias a los pacientes y una recuperacion mas
rpida (Leemans et al., 2018; Marur & Forastiere, 2016).

No obstante, la delimitacion de los limites quirdrgicos sigue suponiendo uno

de los mayores retos en el CCC. En estos margenes quirlrgicos se encuentran
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Introduccion

alteraciones genéticas compartidas con las del tumor, ya que tienen un origen
clonal comun al haber estado expuestas a los mismos carcindgenos. Es por ello
gue el desarrollo de recurrencias es tan frecuente en CCC. La mayoria de los
estudios establecen en 5 mm el margen de seguridad para la eliminacién del
tumor. Sin embargo, esta cifra no siempre va a ser la adecuada para todos los
€asos, pues van a entrar en juego una gran diversidad de factores como son el
tamano, el estadio y el grado de invasion del tumor, su localizacion, si se ha
recibido algun tratamiento previo, etc. Por otra parte, también va a influir la
técnica quirdrgica utilizada por el cirujano, asi como las técnicas
histopatoldgicas que se utilicen para la evaluacion de los margenes quirGrgicos,
que suelen ser insuficientes, ademas de no estar estandarizadas (Baddour et al.,
2016; Williams, 2016).

1.3.1. Terapias moleculares
Ante la escasa mejora de las tasas de CCC en los ultimos afios, los esfuerzos
se han centrado en el desarrollo de terapias moleculares dirigidas de manera
especifica para la biologia del CCC. La via de EGFR ha sido la méas explotada
al aparecer alterada en la mayoria de los casos avanzados. De hecho, la Unica
terapia dirigida aprobada por la FDA (U.S. Food and Drug Administration) es
el anticuerpo monoclonal anti-EGFR Cetuximab (Erbitux®). Este agente,
dirigido contra el dominio de unién al ligando de EGFR, es capaz de inhibir la
sefializacion de EGFR y, por tanto, el crecimiento y supervivencia celular, y
ha demostrado mejoras en las tasas de supervivencia en diferentes ensayos
clinicos cuando ha sido combinado con quimioterapia o radioterapia
(Specenier & Vermorken, 2013). Sin embargo, los resultados de mejora de la
supervivencia son menores que los esperados inicialmente, ya que los
pacientes desarrollan resistencia al Cetuximab tras un beneficio inicial, al ser
las células capaces de compensar la inhibicion utilizando otras vias de
sefializacion redundantes (Brand et al., 2011). Se han puesto en marcha

numerosos ensayos estudiando su combinacion bien con quimioterapia o
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radioterapia, o bien con otros inhibidores de tirosina kinasas de vias
independientes de EGFR, aunque los resultados siguen sin ser los ideales. Por
ello, se han de explorar otras dianas, buscando nuevos biomarcadores y
receptores a los que dirigir las terapias para evitar la aparicion de mecanismos
de resistencia al tratamiento.

Con todas las limitaciones y retos anteriormente expuestos, surge la necesidad
de explorar nuevas estrategias que puedan contribuir al diagnéstico temprano
del CCC y a una mejor delimitacion de las zonas a tratar, e incluso que
permitan el tratamiento simultaneo “preventivo” de los margenes quirurgicos
de seguridad para evitar la aparicion de recurrencias, y que finalmente tengan
mayor especificidad y, por tanto, menos efectos secundarios que los abordajes
convencionales. En este contexto, el uso de la nanotecnologia ha supuesto toda
una revolucion en el &rea de la oncologia, al aportar estrategias de diagnostico
y tratamiento alternativas que pueden suponer un gran apoyo a las técnicas

existentes.

2. Nanotecnologia y nanomedicina
La nanotecnologia comprende el estudio, disefio, creacion, manipulacion y
aplicacién de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control
de la materia a escala nanométrica. El prefijo nano- hace referencia a la
milmillonésima parte de un metro (1 nm = 10° m), que se definen como
aquellos con al menos una dimensién del tamafio entre 1 y 100 nanémetros.
Sin embargo, la definicién en funcion de un tamafio limite esta siendo
cuestionada, ya que lo realmente importante es que, con la reduccion a esta
escala de tamafio, los materiales presentan nuevas propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas Unicas y diferentes al material masivo, convirtiéndose
en materiales prometedores para diversas areas. Se trata por tanto de un campo
multidisciplinar que requiere la colaboracién de especialistas en distintos

campos.
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La aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la medicina es lo que se
conoce como nanomedicina. En la Figura 2 puede apreciarse cémo el tamafio
de los nanomateriales (NMs) corresponde con el rango de tamafio de muchas
estructuras biolégicas, lo que va a permitir que interaccionen con ellas e
interfieran en diversos procesos celulares. Las diferentes aplicaciones de la
nanomedicina se pueden englobar en tres grandes areas, relacionadas entre si:
diagnostico, terapia y medicina regenerativa. En los ultimos afios han sido
muchos los avances y ensayos dedicados al empleo de nanomateriales en las

mencionadas areas, destacando especialmente en el campo de la oncologia.

Molécula

Linea de Cabello Glébulo Hemoglo- de

Nifio Hamster Hormiga Bacterias  Virus Atomo

boligrafo  humano 10jO bina azicar

Figura 2. Escala representativa de diferentes tamafios en comparativa con el rango
nanomeétrico.

2.1. Nanomateriales
2.1.1. Propiedades generales
Existen NMs desde el origen de los tiempos, aunque sélo desde las ultimas
décadas ha sido posible modificar las estructuras moleculares de manera
intencionada dentro de la escala nanométrica. Fue en 1959 cuando el fisico y
premio Nobel Richard Feynman, considerado padre de la nanotecnologia,
propuso en su charla “There is plenty of room at the bottom” (“Hay mucho
sitio al fondo™) el desarrollo de este nuevo campo de estudio a escala atdmica
y molecular: “Los principios de la fisica, hasta donde puedo entender, no estan

en contra de la posibilidad de manipular las cosas atomo a dtomo. [...] ES
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algo que en principio se puede hacer, pero en la préactica no se ha hecho

porque somos demasiado grandes”.

Como se ha introducido, la cualidad méas importante y caracteristica de los
nanomateriales es el cambio que sufren sus propiedades fisico-quimicas
cuando se trabaja a esta escala. Una de las méas destacadas es su elevada
relacién superficie/volumen (S/V), que va a afectar a sus propiedades
fisicoguimicas, mecanicas y térmicas. Ademas, debido al confinamiento
cuantico (de electrones, huecos, fonones) o en general a la longitud
caracteristica de una propiedad (longitud de coherencia, recorrido libre-medio,
tamarfio del excitén) a un volumen menor, se propicia la aparicion de nuevas
propiedades magnéticas, Opticas y eléctricas radicalmente diferentes a las del
mismo material a gran escala (Dolez, 2015).

De cara a sus aplicaciones biomédicas, el tamafio y las propiedades
superficiales de los NMs van a ser parametros clave que van a afectar a la tasa
de captacion por parte de las células. Ademas, la elevada relacion S/V va a
permitir la unién de un gran ndmero de moléculas que van a servir para
determinar el destino de los NMs. De hecho, tras la exposicion a medios
biolégicos, gracias a la similitud de tamafios son capaces de rodearse de una
capa de proteinas, denominada biocorona, que va a conferirles una identidad

biolégica (Monopoli et al., 2012).

2.1.2. Clasificacion
Existen diferentes criterios para clasificar los nanomateriales (ver Figura 3)
(Dolez, 2015). Probablemente uno de los mas empleados es el relacionado con

su composicién quimica, encontrando cuatro tipos de nanomateriales:

e Basados en metales y aleaciones: dentro de esta categoria se incluyen

nanomateriales de oro, plata, cobre, hierro, platino o los puntos

cuanticos (quantum dots). También podria incluirse un subgrupo de
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oxidos metalicos, como son el diéxido de titanio, el 6xido de zinc, el
Oxido de silicio (silice) o los 6xidos de hierro.

e Basados en carbono: se incluyen es este grupo aquellos

nanomateriales compuestos principalmente por carbono, como son el
grafeno, los fullerenos, los nanotubos de carbono o las nanofibras de
carbono.

e Poliméricos: se tratan de polimeros de tamafio nanométrico
construidos a partir de unidades ramificadas. Presentan forma
tridimensional de construccion arborescente.

e Compuestos: estos materiales se forman por la unién de dos 0 mas
materiales, con el fin de conseguir mejorar las propiedades de los

materiales originales por separado.

CLASIFICACION
NANOMATERIALES
1
| 1 1 1 1
. . . . Medio Estado

Natural Metales 0D (esferas, Gases islados
clusters..) (aerosoles)
.. Liquidos (geles. .
o[- s | Db | Foronaies” | D
coloides)
a0 Solidos
Basados en 2D (laminas, s
Adaptado carbono e (embel:_ndos Agregados
matriz)
Poliméricos e Aglomerados
(composites)
Compuestos

Figura 3. Clasificacion de los nanomateriales atendiendo a diferentes criterios.
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A esta lista se van uniendo otros como los MOF (metal-organic frameworks),
los aluminosilicatos (arcillas, zeolitas) y sistemas lipidicos (micelas,
liposomas). En funcién de las propiedades gque se quieran explotar, se pueden
encontrar NMs con aplicaciones en biomedicina y en la oncologia en todos los
grupos mencionados. En esta Tesis Doctoral se ha escogido trabajar con
metales y 6xidos metélicos, concretamente con oro y 6xido de hierro, asi como
en modificaciones de superficie para adecuarlos a sus aplicaciones en CCC. En
los siguientes apartados se desarrollaran las principales propiedades de dichos
materiales, y la aplicabilidad de éstas en diagnostico y terapia.

2.2. Nanomateriales de oro
El oro es el elemento noble por excelencia. Por su naturaleza, es altamente
inerte y estable, lo que hace que resulte un nanomaterial de gran atractivo para
numerosas aplicaciones, entre ellas la biomedicina. Los NMs de oro destacan
fundamentalmente por sus propiedades Opticas. Estas se deben al fenémeno
conocido como resonancia del plasmén de superficie (SPR). Tras recibir un
haz de luz incidente, se produce una oscilacion coherente deslocalizada de los
electrones confinados en la superficie de las nanoparticulas metalicas como
consecuencia de la fuerte interaccion con el campo eléctrico de la luz. Para
determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un acoplamiento
entre las frecuencias de la luz incidente y de la oscilacion de los electrones de
superficie, fendmeno denominado SPR (ver Figura 4A). La intensidad de la
banda y la longitud de onda del SPR dependen de factores que afectan a la
densidad de carga de los electrones en la superficie de la particula, como son
el tipo de metal (destacan oro y plata sobre otros metales), el tamafio, la forma,
la estructura y la constante dieléctrica del medio que las rodean (Liz-Marzén,
2006). Esto se describe mediante la teoria de Mie (Mie, 1908). Las NPs de oro
pequefias (~10 nm) presentan el SPR alrededor de los 520 nm, en la region
visible. A medida que aumentan su tamario, la longitud de onda se desplaza

hacia mayores longitudes de onda del espectro visible.
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A Electric B Transverse electron oscillation  Longitudinal electron oscillation
S field

Plasmonic  Electron
nanoparticle cloud

At Transverse Longitudinal
2 5 plasmonp“ plasmon
_cf; | band band
© £
= = l
= w
w

A* Wavelength (A) Wavelength (A)

400 500 800 700 800 900 1000 1100
Wavelength (nm)

Figura 4. Modificacion de las propiedades 6pticas de los NMs de oro en funcién de su forma
y tamafio. Oscilaciones del plasmén de superficie en NPs esféricas (A) y nanorods (AuNRs)
(B), los cuales presentan oscilaciones asociadas tanto a su eje longitudinal como al eje
transversa, dando lugar a dos bandas en su espectro de extincién. (C) AuNRs de diferente
relacion de aspecto, visible en TEM, por su diferente color y por su variacion en la longitud de
onda de SPR, con desplazamientos de la banda del SPR longitudinal a mayores longitudes de
onda conforme aumentan su relacién de aspecto. Imagenes tomadas de las referencias (Xavier

et al., 2018) (A y B), y (Huang & El-Sayed, 2010) (C).
No solo el tamafio hace que cambien las propiedades Opticas de las NPs de oro,

también su forma. Las NPs no esféricas tienen dos bandas plasmonicas
relacionadas con oscilaciones de electrones transversales y longitudinales
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(Figura 4B). La banda transversal aparece en torno a los 520 nm, al igual que
en el caso de las NPs esféricas, y es independiente del tamafio; la banda
longitudinal se localiza en la region NIR, desplazandose en funcién del tamafio
de la particula. En el caso de los nanorods (AuNRs), a mayor relacion de
aspecto (relacion longitud/ancho), la banda se desplaza a mayores longitudes
de onda (Figura 4C). Esta propiedad éptica puede explicarse mediante una

extension de la teoria de Mie, la teoria de Gans (Gans, 1912).

La extincion de la luz (atenuacion de la intensidad del haz incidente) tras
interaccionar con las NPs puede tener lugar por dos procesos: absorcion y
dispersion. La absorcion de luz resulta de la promocion de electrones entre los
niveles atdbmicos o moleculares de energia de material y su consiguiente
emision en forma de luz (fotoluminiscencia) o de calor (relajacion
multifondnica). La dispersion de la luz tiene lugar cuando la energia de los
fotones provoca oscilaciones en los electrones de la NP, que emite fotones en
forma de luz a la misma frecuencia que la luz incidente (scattering elastico o
dispersién Rayleigh), o bien a otra frecuencia (scattering inelastico o
dispersién Raman) (Huang & El-Sayed, 2010). Debido al efecto SPR, estos
NMs se emplean para la deteccion de procesos de absorcién, dispersion o
emision de luz, ya que se ven aumentados hasta 5-6 6rdenes de magnitud si se

compara con las mismas moléculas aisladas (Jain et al., 2006).

La contribucion de la absorcion o la dispersion al SPR va a depender de nuevo
de la morfologia de las NPs (forma y tamafio). En particulas de alrededor de
20 nm, solo contribuye la absorcién a la extincion de la intensidad de luz. A
medida que va aumentando el tamafio de la NP, empieza a aumentar la
contribucion de la dispersion, que finalmente se equipara a la contribucion de
la absorcién cuando el tamafio de la NP se acerca a los 100 nm (Jain et al.,
2006). Esta diferencia de contribuciones dependiendo del tamafio, hace que en
funcidn de la aplicacion deseada sean mas convenientes unas particulas u otras.

Asi, las NPs mas grandes son de mayor utilidad para aplicaciones de imagen y

25



Introduccion

sensores por su mayor eficiencia de dispersion, por ejemplo, para aplicaciones
en SERS (Surface Enhanced Raman Scattering), mientras que aquellas con
mayor eficiencia de absorcidn, son mas interesantes de cara a realizar terapias
basadas en hipertermia inducida por luz. Cambiando la forma de las NPs
esféricas a otras como los NRs, nanoestrellas o nanocubos, ademas de cambiar
la longitud de onda de la banda del SPR hacia mayores longitudes de onda
(region NIR), se incrementan sus secciones eficaces de absorcion y dispersion,
mejorando por tanto sus propiedades Opticas (Jain et al., 2006).

Por todas estas caracteristicas y por ser una forma de sintesis sencilla y
facilmente ajustable para conseguir las propiedades dpticas deseadas, en esta
Tesis se ha elegido trabajar con AuNRs como NM basado en oro para su
aplicacion en el modelo escogido de CCC como terapia, mediante hipertermia
fotoinducida, y en diagndstico, mediante un recubrimiento fluorescente con

una funcionalizacién de direccionamiento (detalles en préximos Apartados).

2.2.1. Aplicaciones de los AUNRs en la nanomedicina del cancer
e Biocompatibilidad

De acuerdo con los resultados de numerosos estudios, se considera que los
NMs de oro, incluyendo los AuNRs, son biocompatibles o no toxicos al ser un
material relativamente inerte. No obstante, sus propiedades fisicoquimicas,
incluyendo tamafio, forma y modificaciones superficiales, son factores clave
gue pueden afectar a la citotoxicidad. Por ejemplo, se conoce que la
citotoxicidad de los AuNRs recubiertos con el surfactante empleado para su
sintesis, el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), viene dada por el CTAB
y no por los AuNRs en si, ya que modificando la quimica superficial se
revierten los efectos (Alkilany et al., 2012). Ante las conclusiones
contradictorias que arrojan las diferentes publicaciones, serian necesarios
estudios mas exhaustivos y estandarizados para conocer los posibles efectos
nocivos de los AuNRs, asi como su acumulacion y destino en el organismo a
largo plazo (Alkilany & Murphy, 2010; Alkilany et al., 2009).
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e Diagnostico

In vitro
Los AuNRs tienen la capacidad de aumentar la dispersion Raman de moléculas
cercanas, a traves del anteriormente mencionado efecto SERS (Huang & El-
Sayed, 2010). Esta propiedad ha sido aprovechada para el desarrollo de
sensores moleculares ultrasensibles. Para el diagnostico del cancer, los disefios
se basan en la union al AuNR de una sonda Raman y un ligando que se una
especificamente a un determinado receptor o molécula expresados en las
celulas tumorales. De esta forma, cuando los AuUNRs se unen especificamente
asu diana, se produce una sefial Raman intensificada (Abalde-Cela et al., 2010;
Alvarez-Puebla & Liz-Marzan, 2010). Con esta técnica, es posible identificar
nuevos biomarcadores, polimorfismos en nucle6tidos e incluso células
tumorales circulantes, asi como analisis histoldgicos en tejidos procedentes de
biopsias (Vendrell et al., 2013).

In vivo
Gracias a sus propiedades Opticas, los AUNRs estan demostrando ser agentes
de contraste eficaces para diferentes técnicas de imagen biomédica
emergentes, como son la microscopia de dos fotones, la tomografia de
coherencia Optica, la tomografia fotoaclstica o la tomografia axial
computerizada de rayos X (Huang et al., 2009). De todas ellas, la tomografia
de rayos X sea probablemente una de las mas utilizadas por disponibilidad,
coste y eficacia. Se basa en el uso de un agente de contraste, siendo los
convencionales moléculas yodadas o sulfatos de bario, para obtener
informacién tanto anatomica como funcional con alta resolucion espacial. En
comparacion con los agentes de contraste actuales, de masa atdbmica moderada,
los AuNRs ofrecen una mayor masa atémica que se traduce en una mayor
atenuacion de los rayos X, proporcionando imagenes con mayor contraste y

resolucion a dosis de radiacion mas bajas (Cole et al., 2015).
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e Terapia
Los AuNRs tienen la capacidad de transformar de manera eficiente la luz
absorbida en calor, resultandos utiles para un tratamiento basado en
hipertermia localizada inducida por luz (fototermia, Figura 5). La diferencia
frente a la hipertermia tradicional radica en que el calentamiento solo tiene
lugar en el area directa alrededor de los AUNRs, de manera local y alcanzando
incrementos de temperatura capaces de inducir la muerte celular en tiempos
mas cortos. Esto implica una importante reduccion de efectos secundarios

sobre tejidos sanos.

Céls. tumorales
+ AuNRs

Laser NIR - /

/ Céls. sanas

Bl l Laser NIR \

l Calentamiento

Muerte celular por fototermia

Figura 5. Esquema del mecanismo de la terapia fototérmica usando AuNRs. Tras la
administracion de AuNRs (via intratumoral o via sistémica con la adecuada funcionalizacién),
las células tumorales van a captarlos e internalizarlos. Tras la irradiacion focalizada con un laser
NIR (endoscopio) sobre el tumor, las células tumorales van a ser destruidas gracias al
calentamiento de los AuUNRs que tienen en su interior, obteniendo un tratamiento selectivo y
localizado con efectos secundarios minimos.
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Para ello, es necesario irradiar la zona de interés con un laser que pueda
penetrar la piel y ciertos tejidos, es decir, un laser cuya longitud de onda se
encuentre en las conocidas como ventanas bioldgicas. Estas se definen como
los rangos espectrales en los que los tejidos son parcialmente transparentes por
una reduccion tanto de la absorcién como de la dispersién por parte de los
tejidos y otras moléculas bioldgicas. La primera ventana se extiende de los 700
a los 980 nm y corresponde al rango entre la absorcién de la hemoglobina y
los sobretonos correspondientes a la absorcion del agua. La segunda ventana
bioldgica se extiende de los 1000 a los 1400 nm, limites dados por las bandas
de absorcion del agua. La ventaja que ofrecen los AUNRs es que su relacion de
aspecto puede modificarse en su sintesis para obtener la banda de absorcién a
lo largo de estas ventanas, especialmente en la primera (Jaque et al., 2014).

Ademas, se puede tener aun mas control sobre las células a tratar
funcionalizando los AuNRs para dirigirlos selectivamente a receptores
sobreexpresados en células tumorales. Existen numerosos estudios en esta
linea, con el fin de tratar diferentes tipos de cancer. Los primeros fueron
llevados a cabo en lineas celulares tumorales de epitelio oral y carcinoma
escamoso, utilizando AuNRs funcionalizados con anticuerpos anti-EGFR para
dirigir a células con sobreexpresion de dicho receptor (El-Sayed et al., 2006).
Tras la exposicion a un laser NIR, se obtuvo una destruccion selectiva de las
células tumorales sin dafar a las sanas. El calentamiento de los AUNRs también
puede aplicarse para la liberacion controlada de farmacos encapsulados en
recubrimientos termosensibles (Z. Zhang et al., 2014), ofreciendo asi una gran

versatilidad y opciones multiples de tratamiento.

2.3. Nanoparticulas magnéticas
El interés de las NPs magnéticas en biomedicina viene dado por las
propiedades fisicas que aporta su nlcleo magnético, por su sintesis sencilla 'y
su alta biocompatibilidad (Colombo et al., 2012; Gutiérrez et al., 2015). La
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magnetita (FeszO4), asi como su forma oxidada, la maghemita (y-Fe,Os), son
los materiales magnéticos mas utilizados para aplicaciones biomédicas. Estos
oOxidos de hierro presentan importantes propiedades magnéticas dependientes

del tamafio de las NPs.

De cara a aplicaciones biomédicas, se busca que las NPs magnéticas presenten
un comportamiento superparamagnético, es decir, que su magnetizacion
desaparezca cuando se retire el campo magnético aplicado. Esto implica que,
en ausencia de campo, no van a existir remanencia 0 campos COercitivos,
previniendo interacciones entre las NPs y, por tanto, su agregacion
(Kandasamy & Maity, 2015). Por otra parte, la magnetizacion de saturacion de
la NP debe ser lo mayor posible para garantizar el maximo aprovechamiento
de las propiedades magnéticas, es decir, la capacidad de calentamiento para su
aplicacion en hipertermia magnética (ver Apartado 2.4.1.). Esta caracteristica,
asi como el comportamiento magnético, van a estar directamente relacionados
con el tamafio de las NPs. A mayor tamafio, mayor va a ser la magnetizacion
de saturacion; sin embargo, por encima de cierto limite de tamafio, se dan otros
tipos de comportamiento distintos del superparamagnetismo. Asi, por debajo
de un diametro de 25 nm en el caso de las NPs de magnetita, y por debajo de
30 nm en el caso de la maghemita, las NPs van a ser superparamagnéticas. No
obstante, para evitar las fuerzas de atraccién de tipo van der Waals, va a ser
necesario un recubrimiento adicional que minimice la agregacion de las NPs
(ver Apartado 2.5.1.) (Estelrich et al., 2015).

2.3.1. Aplicaciones NPs de 6xidos de hierro en cancer
e Biocompatibilidad
Las NPs con nucleos de éxidos de hierro son uno de los NMs considerados
como mas biocompatibles. Tras la degradacion de estas NPs, el exceso de iones

de hierro en los érganos se regula a través de los mecanismos de eliminacion

innatos del organismo. Las NPs, una vez captadas por los macréfagos del

30



Introduccion

sistema fagocitico mononuclear, se degradan en los lisosomas por su ambiente
acido, y los iones de hierro liberados se unen a las proteinas apoferritina
presentes en el citoplasma para formar ferritina. De ahi pasan a unirse a la
apotransferrina para formar transferrina, que circula en el organismo para
transportar hierro a diferentes tejidos como la médula 6sea o los musculos,
donde van a formar parte de la hemoglobina y la mioglobina, respectivamente
(Arami et al., 2015; Weissleder et al., 1989).

No obstante, como ocurre con practicamente todos los NMs, en esta
biocompatibilidad van a influir diferentes factores como el tamafio, la carga y
quimica superficial, el recubrimiento y la dosis de las NPs (Feng et al., 2018;
Liu et al., 2014; Naqvi et al., 2010; Reddy et al., 2012; Soenen et al., 2011).
Se ha descrito que, a concentraciones elevadas, estas NPs pueden producir un
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
puede desembocar en una respuesta inflamatoria y dafios en ADN que lleven
finalmente a la muerte celular por apoptosis (Naqvi et al., 2010; Soenen et al.,
2011). Sin embargo, suele tratarse de efectos agudos pero transitorios,

desapareciendo al cabo de horas o pocos dias.

o Diagnostico: agentes de contraste en MRI

La imagen por resonancia magnética (MRI) es una de las técnicas mas
utilizadas en el diagnéstico clinico al aportar un alto contraste de los tejidos
blandos, resolucién espacial y profundidad de penetracion. El contraste
enddgeno en los tejidos blandos viene dado por las diferencias locales en
densidad de protones, es decir, en concentracion de agua, resultando en
diferentes tiempos de relajacion (T1y T») de dichos protones. Asi, el contraste
enddgeno va a depender de la naturaleza fisico-quimica de los tejidos. Sin
embargo, en muchas ocasiones el contraste no es el suficiente como para la
deteccion de una patologia de interés. En estos casos, se suelen administrar
agentes de contraste para mejorar las imagenes mediante la disminucion de los

tiempos de relajacion de los protones de agua en la region de interés. En el caso
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de los tumores, al tener un metabolismo diferente a los tejidos sanos, captan
estos agentes de contraste de manera diferencial, proporcionando contraste en

las imagenes.

Los agentes de contraste convencionales se han basado en quelatos de
gadolinio. Sin embargo, se ha visto que su uso puede desencadenar algunos
efectos secundarios renales en determinados pacientes; sumado a la poca
especificidad y a la rapida extravasacion de estos agentes, se han explorado
diferentes alternativas, como el uso de NPs. En el caso de las NPs de FesO. y
v-Fe2O3 superparamagnéticas, son agentes de contraste T. 0 agentes de
contraste negativo, ya que producen sefales hipointensas en imagenes
potenciadas en T al disminuir el tiempo de relajacion, apareciendo mas

oscuras las zonas que captan estas NPs (ver Figura 6) (Estelrich et al., 2015).

T2wMRI T2wMRI + SPION

Figura 6. Ejemplo del contraste aportado por NPs de 6xido de hierro superparamagnéticas
(SPIO) en RMI. La imagen de la izquierda muestra la imagen por RMI tomada antes de la
administracion de las NPs, y a la derecha la imagen 24 h post-inyeccion de las NPs. Al provocar
una disminucion del tiempo de relajacion Tz, se produce una sefial mas oscura en imagenes
potenciadas en T2: en este caso, se mejora el contraste para la visualizacion de tumores de la
glandula mamaria en un ratén (flechas naranjas). Imagen tomada de la referencia (Serkova,
2017).

Las NPs de 6xido de hierro han sido precisamente de las pocas NPs metalicas

que han llegado a ser aprobadas para su uso en clinica por la FDA, para su uso
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como agentes de contraste (Feridex®, Resovist® o Sinarem®). Sin embargo,
tras llevar comercializadas desde los afios 90, fueron retiradas en el afio 2009
aparentemente por falta de wventas y por no haberse demostrado
suficientemente su eficacia. En la actualidad, Unicamente sigue aprobado el
ferumoxytol como tratamiento para la anemia en pacientes con enfermedad
renal cronica, pero también como agente para angiografia por MRI para
pacientes que no pueden tomar agentes de contraste con Gd (Bobo et al., 2016;
Thakor et al., 2016).

En este contexto, siguen explordndose nuevas variaciones que mejoren los
resultados ofrecidos por los agentes convencionales, mediante el
direccionamiento especifico de las NPs y mejorando la composicién de cara a
su biocompatibilidad.

e Terapia
Hipertermia magnética

La hipertermia magnética se basa en la capacidad de las NPs magnéticas para
transformar en calor la energia aplicada con un campo magnético alterno. Este
calentamiento se produce por pérdidas de energia mediante relajaciones de
Néel (por rotacion del espin) y de Brown (por rotacién de la particula). La
activacion de estas NPs puede controlarse externamente mediante la aplicacion
de un campo magnético alterno; al utilizarse NPs superparamagnéticas, dejara
de haber un calentamiento cuando se retire el campo externo. El campo
magnético empleado en hipertermia magnética estd en el rango de la
radiofrecuencia (entre varios kHz y 1 MHz), radiacion totalmente inocua y con
suficiente capacidad de penetracion para acceder a tejidos y 6rganos internos
(Bafiobre-Lopez et al., 2013). El calor generado va a depender del tamafio y
morfologia de las NPs, de su concentracion, de la intensidad del campo
magnético aplicado y de su frecuencia (Deatsch & Evans, 2014). Una

desventaja asociada a la hipertermia magnética es que normalmente los
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campos magnéticos alternos se aplican a grandes zonas del cuerpo sin poder
centrarse en la zona tumoral. Esto implica que, si las NPs alcanzan otras células
y tejidos que no sean la diana, también pueden calentarse generando efectos

secundarios indeseados.

Otra forma de explotar la capacidad de calentamiento de estas NPs es para su
uso en la liberacion de farmacos dirigida. Disefiando una NP para que
encapsule un agente terapéutico bajo un polimero termosensible, se puede
controlar la liberacién a demanda con la aplicacion de un campo magnético
externo de baja frecuencia (Yildiz & Yildiz, 2015).

Hipertermia fotoinducida.

Aunque la hipertermia magnética es la forma de calentamiento que més ha sido
estudiada en NPs magnéticas, estas NPs también presentan la capacidad de
calentarse mediante la absorcion luz. A pesar de no presentar bandas
caracteristicas de absorcion como en otros materiales como el oro (Y. P. He et
al., 2005), se ha demostrado que las NPs de 6xidos de hierro son capaces de
absorber luz en diferentes regiones del espectro UV-vis y NIR,
independientemente de la forma de las NPs (Chu et al., 2013), en cantidades
suficientes como para provocar un calentamiento capaz de destruir células
tumorales tanto in vitro (J. Yang et al., 2017; Yuan et al., 2014) como en
modelos in vivo (Chen et al., 2014). Gracias a las propiedades magnéticas de
las NPs, se ha estudiado la combinacién de la hipertermia magnética con la
modalidad fotoinducida, obteniendo un efecto sinérgico con un calentamiento
hasta 15 wveces superior a las modalidades individuales, reduciendo
considerablemente la dosis necesaria para tratamiento que normalmente
requieren las NPs para hipertermia magnética. Otra manera de aprovechar las
propiedades magnéticas, es ejercer una atraccion previa de las NPs al tumor
con la ayuda de un campo magnético externo, para localizar mas NPs en la

zona previamente al calentamiento con un laser (Shen et al., 2013).
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2.4. Hipertermia e importancia de la determinacion de la
temperatura

La hipertermia se ha introducido recientemente como una terapia adyuvante
contra el cancer. Se define como un tratamiento en el que el tejido diana se
expone a altas temperaturas para destruir directamente las células tumorales, o
bien para hacer a las células méas susceptibles a otras modalidades de

tratamiento como la quimio o la radioterapia.

La hipertermia puede afectar a las células de diferentes maneras, ya que puede
alterar la estructura de lipidos, nucledtidos y proteinas (Figura 7). En el caso
de los lipidos, los efectos suelen ser reversibles, mientras que los dafios en el
ADN (por ejemplo, roturas de la doble cadena) son menos féciles de revertir.
Sin embargo, los principales efectos de la hipertermia vienen dados por los
producidos en las proteinas; a partir de ~40 °C, comienza a haber una
desnaturalizacion parcial de las proteinas (Lepock et al., 1988), que se ve
acompafiada de la sobreexpresion de las chaperonas moleculares conocidas
como proteinas de choque térmico o heat-shock proteins (familia de las Hsp,
como la Hsp70), para revertir el efecto y replegar de nuevo las proteinas. A
temperaturas mas elevadas, por encima de 47 °C, la desnaturalizacion es
irreversible y se produce una agregacién de proteinas mal plegadas
(Leuenberger et al., 2017; Roti, 2008). Esto se va a traducir en la inhibicion de
numerosos procesos celulares, como pueden ser la parada del ciclo celular, la
inactivacion de la sintesis de proteinas y la inhibicion de la sintesis y reparacién
del ADN, provocando finalmente la muerte celular. Al desensamblarse el
citoesqueleto, la motilidad celular también se ve afectada. En cuanto al efecto
sobre el metabolismo de la célula, va a haber una disminucion del ATP
(adenosin trifosfato) disponible, asi como un aumento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno. Todos estos cambios propician, ademas, la
pérdida de la integridad de la membrana celular (Clavel et al., 2015;
Hildebrandt et al., 2002).
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El aumento de temperatura va a tener efectos no sélo a nivel intracelular, sino
también en el tejido afectado puesto que aumenta la permeabilidad vascular,
incrementando el flujo sanguineo y la oxigenacién del tumor. Por tanto, la
hipertermia reduce la hipoxia del tejido y podria ser aplicada junto con otros
tratamientos para incrementar sus efectos toxicos. Existen diversos estudios
clinicos llevados a cabo en diferentes tumores, incluyendo CCC, que muestran
mejoras en el control del tumor y en las tasas de supervivencia de los pacientes
(Beik et al., 2016).

NN

i,

A

3
membrane protein g‘mnnecells necrotic cell death
integrity loss denaturation upregulation activation vessel destruction

Figura 7. Diferentes mecanismos inducidos por hipertermia: pérdida de la integridad de la
membrana celular, aumento de los niveles de proteinas de choque térmico, activacion de células
del sistema inmune, muerte celular (necrosis o0 apoptosis) y permeabilizacion de los vasos
sanguineos tumorales. Imagen tomada de la referencia (Clavel et al., 2015).

La hipertermia fotoinducida mediante el uso de NMs ha supuesto una mejora
sobre la hipertermia convencional, al ofrecer una mayor selectividad en la zona
al calentar y una mayor eficacia. En la hipertermia clasica, el calor se genera
mediante radiacién electromagnética con infrarrojos, microondas o
radioondas, o bien con ultrasonidos, con una clara limitacién en cuanto a la
focalizacion de la zona a tratar. Ademas, el calentamiento tiene lugar de fuera
hacia dentro, ya que se genera un gradiente de temperatura con el m&ximo en
la superficie del cuerpo, que va decreciendo a mayor distancia de la fuente de

calor (Figura 8). Asi, gran parte de la energia se disipa en tejidos sanos, por lo
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gue no existe una selectividad en la zona a tratar, provocando efectos
secundarios por calentamiento de los tejidos circundantes. EI uso de NMs con
capacidad de absorber luz en la region NIR, ha permitido el uso de laseres y
fibras dpticas endoscépicas para tratar zonas muy concretas, penetrando la luz
varios centimetros en funcion del tejido. En este caso, el calentamiento tiene
lugar de dentro hacia fuera, al ser el foco de calor las NPs, minimizando el

calentamiento y un posible efecto adverso sobre tejidos sanos.

Campo magnético alterno ,
T Ultrasonidos (Hipertermia magnética)
+ Radiofrecuencias ’ n Laser NIR
N (Fototermia)
Y, N= s {
Tumor+NPs
g Hipertermia clasica Hipertermia con NPs
(calentamiento fuera->dentro) (calentamiento dentro=> fuera)

Figura 8. Comparacion de la forma de calentamiento en la hipertermia clasica frente a la
hipertermia utilizando NPs. La presencia de NPs en el interior de las células tumorales, genera
un foco de calentamiento localizado en el tumor tras la aplicacion de radiacion laser o campos
magnéticos alternos.

A pesar de lo prometedor de esta técnica y los buenos resultados que se han
obtenido tanto in vitro como in vivo, todavia quedan diversos retos que afrontar
para poder iniciar una traslacion a la clinica. El principal es tener un control de
la temperatura de calentamiento que se esta alcanzando en el interior de las
células. Esté descrito que la temperatura va a tener un efecto directo en el tipo
de muerte celular que va a tener lugar, apoptosis (temperaturas mas moderadas,
por debajo de ~47 °C) o necrosis (generalmente por encima de 50 °C). Por ello,
es clave controlar cual de los dos mecanismos tiene lugar, ya que la necrosis

puede desembocar una cascada de procesos pro-inflamatorios (Rock & Kono,
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2008) que podrian provocar dafios en tejidos sanos adyacentes, efectos

secundarios que precisamente se pretenden evitar con este tipo de técnicas.

2.4.1. Nanotermometros
Para optimizar las condiciones del tratamiento con fototermia, seria necesario
conseguir una monitorizacién continua de la temperatura durante todo el
tratamiento, de manera que se cese la irradiacion con el laser una vez que
alcanzada la temperatura necesaria para ejercer un efecto citotdxico, evitando
un calentamiento excesivo e innecesario que resultaria en muerte celular por
necrosis, mecanismo no deseado por los potenciales efectos pro-inflamatorios
gue podria desencadenar. En este contexto, los nanomateriales ofrecen también
soluciones para el desarrollo de nanotermémetros, que gracias a su reducido

tamafo pueden incorporarse facilmente en células y tejidos tumorales.

Idealmente, la determinacion de la temperatura tiene que realizarse con
técnicas que no requieran contacto directo de una sonda con la muestra, con el
fin de tener un método lo menos invasivo posible. Para ello, las principales
estrategias se basan en el uso de moléculas o NPs luminiscentes, en las que
mediante un anélisis espectral de la sonda emisora se pudiera determinar la
temperatura con resolucion espacial submicrométrica (Brites et al., 2012). La
sonda, ademas, debe ser especifica para la temperatura, de manera que la
emision no se vea influenciada por otros parametros como el pH o la

composicion del entorno.

Las NPs dopadas con iones de lantanidos son una familia de NMs que puede
disefiarse para emitir luz en todo el rango del espectro UV-vis-NIR. Los
lantanidos comprenden el conjunto de atomos de la sexta fila de la tabla
periodica, desde el cerio al yterbio, y junto al ytrio y el escandio forman el
grupo de elementos denominados tierras raras. Poseen una configuracion
electrdnica singular, ya que sus orbitales 4f estan parcialmente llenos, mientras

que los orbitales menos energéticos 5s y 5p, méas externos, estan llenos. En
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otras palabras, los electrones correspondientes a los orbitales 4f estan
apantallados por los correspondientes a 5s y 5p. Presentan multiples estados
energéticos excitados desde los que se produce luminiscencia; estas
transiciones intraconfiguracionales 4f-4f entre multipletes 5*!L; debido a dicho
apantallamiento, dan lugar a picos estrechos de absorcién y emision, que
apenas van a estar influenciados por el entorno o por la red cristalina en la que
se incorporen. La intensidad de luminiscencia de las tierras raras depende de
diferentes pardmetros, entre los cuales la temperatura es uno de los mas
criticos. Estas caracteristicas hacen de ellos excelentes candidatos para el
desarrollo de nanotermémetros Opticos (Brites et al., 2019, 2011; Jaque &
Vetrone, 2012; Quintanilla & Liz-Marzén, 2018).

De todos los lantanidos, el ion mas empleado en termometria es el erbio (Er®*),
ya que sus dos multipletes “Ss;» y 2Hi1/2 estan separados por una diferencia de
energia suficientemente pequefia como para que estén termalizados, resultando
en emisiones en la regiéon de 530 y de 550 nm que son sensibles a la
temperatura (ver Figura 9). Sin embargo, es el hecho de que la fuerza de
oscilador de la transicion 2Hiiz — 4lis2 sea mucho mayor que la #Ssiz — *lis
el que hace que, aunque esta diferencia de energia sea préxima a los 800 cm,
una pequefia poblacién en el multiplete 2Hi1/2 sea suficiente para su deteccion.
Esto hace que, con la energia térmica (ksT), un electrén del estado de menor
energia (*Ssr2) pueda promocionar al de mayor energia (*Hiu); este cambio de
poblaciones supone por tanto un cambio en las intensidades de emisién. Asi,
la relacion de intensidades de fluorescencia (FIR) entre las emisiones de los
dos niveles en funcion de la temperatura, se puede relacionar con una

distribucién de Boltzmann:

FIR=2—¢ AL MFIR) =2 = e 2E
= — = - — = = -
;- ¢ep () = In(FIR) =Inj-=InC =

donde I e 11 son las intensidades integradas desde el nivel de mayor y menor

energia, respectivamente, C es una constante con significado microscépico que
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depende del material, ks la constante de Boltzmann y AE la diferencia de
energia entre los dos niveles termalizados. Gracias a esta ecuacion, y
representando FIR frente a la temperatura, puede obtenerse una recta de
calibrado, que es la empleada para la determinacion de la temperatura en

posteriores experimentos de calentamiento.
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Figura 9. Diagrama de Dieke simplificado. A partir de este diagrama, que recoge las energias
de los diferentes estados de los iones de lantanidos, se pueden interpretar los espectros de
absorcion o emision. En rojo aparece marcado el Er¥*, cuyos niveles termalizados “Sss2 y 2Hii
emiten en la zona de 530 y 550 nm, respectivamente. Imagen modificada de la referencia (Dieke
& Crosswhite, 1968).

En esta Tesis, se ha escogido utilizar Er** como sonda termosensible,

incorporandolo como impureza en una matriz de Y»Os3 que sirva como
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recubrimiento de NMs fotoactivables, con el fin de poder determinar la
temperatura de calentamiento de dichos NMs dentro de células,
simultdneamente a la irradiacién con un laser NIR. Se ha optado por emplear
Er¥* en el rango visible debido a su facil caracterizacion, sensibilidad,
optimizacién en cuanto a eficiencia luminiscente y, finalmente, a que estos
nanomateriales se van a emplear de modo tépico y se tendré acceso mediante
sonda endoscopica. En un futuro si fuese necesario su aplicacion en tejidos
internos se podria optar por sondas en las ventanas bioldgicas previamente
mencionadas (Jaque & Vetrone, 2012; Quintanilla & Liz-Marzan, 2018).

2.5. Modificaciones superficiales de los NMs para aplicaciones
biomédicas

2.5.1. Recubrimientos para mejorar estabilidad y
biocompatibilidad

Los NMs recién sintetizados, por lo general, no cumplen los requisitos para
poder ser utilizadas en aplicaciones biomédicas. En numerosas ocasiones, se
requieren métodos de sintesis que dan NMs (nicamente dispersables en medios
organicos, como en el caso de los 6xidos de hierro (Gutiérrez et al., 2015), o
por ejemplo recubiertos con surfactantes altamente tdxicos para las células,
como puede ser el caso del CTAB, crucial para las sintesis de AuUNRs (Alkilany
et al., 2012). Es por ello por lo que se requiere de algln tipo de modificacion
previa que aumente la estabilidad de los NMs en fluidos bioldgicos, reduzca
Su agregacion, evite su toxicidad y una rapida eliminacion, a la vez que sirva

para dirigirse al lugar de interés.

Esto se consigue recubriendo su superficie mediante diferentes estrategias.
Una opcién muy extendida es el uso de polimeros, destacando el
polietilenglicol (PEG). Al ser un polimero hidrofilico, permite la dispersién
acuosa de las nanoparticulas. Ademas, esta ampliamente documentado que el
recubrimiento con PEG aumenta el tiempo medio de circulacion de las NPs en

sangre (Pelaz et al., 2015; Ruiz et al., 2013). También se ha estudiado el
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recubrimiento con polisacaridos, como es el caso del dextrano, una opcion muy
extendida especialmente en el caso de NPs magnéticas (Peng et al., 2015;
Wang et al., 2018). Sin embargo, todas estas estrategias limitan el abanico de
posteriores funcionalizaciones con otras moléculas como anticuerpos o
proteinas de direccionamiento, que suelen requerir de polimeros modificados
en alguno de sus extremos, que pueden resultar muy costosos, o de reacciones

quimicas relativamente complejas.

Otro recurso muy utilizado por su versatilidad y que se ha elegido para esta
Tesis es un recubrimiento de caracter inorganico con éxido de silicio o silice
(SiO;). Se trata de un material que presenta transparencia Optica,
biocompatibilidad, alta estabilidad quimica y coloidal, asi como un espesor y
porosidad controlables (Guerrero-Martinez et al., 2010; X. Zhang et al., 2010).
Este recubrimiento mejora la dispersion de NPs en medios acuosos salinos,
reduciendo la agregacion de las NPs ya que al tener su punto isoeléctrico entre
2y 3, a pH sanguineo las NPs estaran cargadas negativamente. Por su quimica
superficial (grupos OH), sirve ademas de plataforma para la funcionalizacién
con una amplia variedad de ligandos como proteinas, fluoréforos, o incluso
otros nanomateriales, permitiendo el desarrollo de nanomateriales
multifuncionales (Gonzalez-Dominguez et al., 2017; lturrioz-Rodriguez et al.,
2017). La versién mesoporosa permite, ademas, la carga de farmacos, péptidos
0 material genético en sus poros, ofreciendo un sistema de transporte que puede
adaptarse también para realizar liberaciones a demanda ante determinados

estimulos como el calor o el pH (F. Tang et al., 2012).

2.5.2. Biofuncionalizacion para direccionamiento
Muchas de las estrategias de tratamiento y diagndstico del cdncer con NMs se
basan en la tendencia que éstos tienen a acumularse de forma pasiva en los
tumores gracias al conocido efecto de retencion y permeabilidad aumentada
(EPR). Cuando un tumor adquiere un determinado tamafio, aproximadamente

2 mm?® de didmetro, la vasculatura presente no es suficiente para proporcionar
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el oxigeno que necesita para continuar con su proliferacion (Folkman, 1971).
Por ello, las células tumorales secretan factores de crecimiento que promueven
el desarrollo de nuevos vasos sanguineos, proceso conocido como
angiogeénesis (Hillen & Griffioen, 2007). Sin embargo, estos nuevos vasos son
aberrantes, presentan irregularidades y un epitelio discontinuo (fenestrado), sin
membrana basal. Estas fenestraciones en los capilares pueden tener un tamafo
entre los 200 y 2000 nm, dependiendo del tumor y su localizacion. Asi, cuando
los componentes sanguineos llegan a estas irregularidades, atraviesan el
intersticio del tumor sin resistencia. Por otra parte, existe un aumento de la
retencion de las NPs en los tumores debido a defectos en el drenaje linfatico.
En tejido sano, el fluido extracelular se drena continuamente a los vasos
linfaticos, renovando el fluido y reciclando de nuevo a la circulacion los
solutos y coloides que hayan extravasado. En los tumores, esta funcion
linfatica est4 deteriorada, de manera que una vez han alcanzado el éarea
perivascular, las NPs no son recicladas y devueltas a circulacion,

acumulandose en el intersticio del tumor (Bertrand et al., 2014).

No obstante, se ha visto que el efecto EPR es bastante moderado, ofreciendo
Unicamente una retencion dos veces superior comparando con la retencién en
organos sanos. Ademas, el efecto es mucho mas complejo que la definicién
inicial, ya que se ve afectado por numerosos procesos biolégicos que ademas
varian entre pacientes y tipos de tumores: angiogénesis, permeabilidad
vascular, regulacion hemodindmica, heterogeneidad del tumor y su
microambiente, etc. (Maeda et al., 2013; Nakamura et al., 2016). Ademas, las
propiedades fisicoquimicas de cada NM también van a afectar a su
acumulacién y distribucion. Todo ello indica que no es la mejor estrategia para

dirigir selectivamente NMs a tumores.

También hay que tener en cuenta que, tras una administracion sistémica, el
sistema fagocitico mononuclear y la eliminacion via renal compiten con el

tumor por las NPs. El sistema fagocitico mononuclear, comprendido por
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organos como el higado y el bazo, contiene células fagociticas que captan las
NPs para su eliminacién. Aquellas NPs con un diametro menor que 5.5 nm,
son eliminadas a través de los rifiones. Unicamente aquellas NPs que consigan
escapar de estas barreras, tienen alguna oportunidad de llegar a interaccionar
con el tejido tumoral. Asi, el porcentaje de NPs administradas que logran llegar

a su destino es muy limitado (Wilhelm et al., 2016).

Con todos estos retos, resulta crucial poder controlar la bio-identidad de los
NMs para poder regular las interacciones que ocurren tras su exposicion a un
medio biol6gico. Si no estan disefiadas especificamente para evitarlo, los NMs
en contacto con fluidos bioldgicos se recubren rapidamente de un determinado
grupo de biomoléculas, esencialmente proteinas, para formar una biocorona
cuya composicion va a regular su interaccion con las células y con el sistema
inmune y, por tanto, su destino y farmacocinética (Monopoli et al., 2012). No
obstante, tanto los NMs como las proteinas de la biocorona se transforman
cuando interaccionan entre si. Las proteinas cambian la reactividad de
superficie y la naturaleza hidrodindmica de los NMs, provocando una
redistribucién de manera impredecible (Rana et al., 2010; Saptarshi et al.,
2013; Walkey & Chan, 2012). Ademas, las proteinas adsorbidas en la
superficie también pueden sufrir cambios conformacionales criticos tras su
unién. Los polipéptidos pueden desplegarse y exponer al ambiente residuos
aminoacidicos hidrofébicos o no polares, gque normalmente estarian
escondidos en el nicleo de la proteina. Esta desnaturalizacion parcial supone
una sefial de alerta para el sistema fagocitico mononuclear, que va a promover
la eliminacién del NM reduciendo drésticamente su tiempo de circulacion en
el organismo y, por tanto, su efecto terapéutico (Deng et al., 2011; Saptarshi
et al., 2013; Satzer et al., 2016).

Para prevenir todos estos efectos, la estrategia mas utilizada es realizar un
recubrimiento de los NMs con diferentes ligandos de direccionamiento, asi

como con moléculas que prevengan la adsorcion de una biocorona
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inespecifica. Por ejemplo, el PEG es uno de los polimeros mas utilizados para
recubrir una amplia variedad de NMs, ya que esta descrito que aumenta el
tiempo de circulacion en el organismo al prevenir la adsorcion de proteinas
séricas y opsoninas que faciliten el reconocimiento y eliminacién por el
sistema fagocitico mononuclear, a la vez que permite posteriores
funcionalizaciones con otros ligandos. Sin embargo, existen evidencias de que
el PEG no es completamente inerte y puede activar una respuesta inmune,
generando anticuerpos anti-PEG que reducen el tiempo de circulacion de las
terapias (Grenier et al., 2018; Q. Yang & Lai, 2015).

Otro reto de la funcionalizacién es conseguir una adecuada orientacion de los
ligandos sobre la superficie de las NPs. En el caso de los anticuerpos, la
estrategia de conjugacion suele basarse en un enlace covalente en los extremos
carboxilo-terminal de la cadena pesada del anticuerpo con grupos amino que
se hayan afadido en la superficie del NM. Sin embargo, la existencia de otros
dos grupos carboxilo terminal en las cadenas ligeras del anticuerpo, puede
llevar a un enlace en el que el anticuerpo se posicione lateralmente, exponiendo
de manera incorrecta el dominio de interaccion con su receptor diana
(Mahmoudi, 2018). De hecho, el posicionamiento incorrecto afecta a
aproximadamente un 95% de los polipéptidos conjugados en la superficie de
los NMs, disminuyendo significativamente las posibilidades de interaccion
con su diana (Herda et al., 2017; Kelly et al., 2015).

Como resultado de estos factores, menos de un 1% de las nanoterapias
administradas llegan a su destino (Wilhelm et al., 2016). En la bldsqueda de
alternativas que ofrezcan una mejora en todas estas cifras, en este trabajo, se
propone una estrategia basada en la fusion de una secuencia catinica
conformada por residuos de histidina en uno de los extremos polipeptidicos
(amino o carboxilo) de la proteina ligando de interés. El fin es conseguir un
sistema universal que pueda aplicarse practicamente a cualquier proteina

ligando, que sirva como anclaje de manera orientada, estable y predecible
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sobre la superficie de casi cualquier NM con carga superficial negativa,
dejando expuesto el dominio de interaccion correspondiente para la correcta

interaccidn con su receptor o proteina diana.

3. Dianas terapéuticas alternativas: receptor Gb3 y
toxina Shiga

3.1. Alteracion del metabolismo de glicoesfingolipidos en cancer
Los glucoesfingolipidos son un subtipo de glucolipidos expresados en la
superficie de todas las células animales, sintetizados por la adicion de
moléculas hidrofilicas de carbohidratos de cadena corta, a una cadena
hidrofébica de ceramida (esfingosina mas un acido graso). En funcion de sus
cadenas de oligosacaridos, se pueden clasificar en ganglidsidos, cerebrosidos

y globdsidos.

Los glucoesfingolipidos tienen papeles cruciales en el mantenimiento de las
funciones fisiol6gicas de las células, desde la estabilidad de la membrana
plasmatica, la regulacion de numerosos procesos celulares (adhesion,
proliferacion, apoptosis y reconocimiento celular), asi como en la modulacién
de diferentes vias de sefializacion celular, las cuales van a influir también en
su estructura y funcidn especifica. Las diferentes células y tejidos muestran un
patron de expresion caracteristico de glucoesfingolipidos; de hecho, se ha
documentado en numerosos estudios la asociacion de glucoesfingolipidos y/o
enzimas relacionadas con el inicio y progreso del cancer, resultando Utiles

como marcadores o dianas para diagndstico y terapia (Zhuo et al., 2018).

3.2. Globotriosilceramida (Gb3) y su relevancia en cancer
La globotriosilceramida (Gal-al—4Gal-p1—4Glu-p1—Cer), también
denominada Gb3 o CD77, es un glucoesfingolipidos del grupo de los
globdsidos que se sintetiza por la adicion de galactosa a la lactosilceramida en
una reaccion catalizada por la a-1,4-galactosiltransferasa, y es metabolizada

por la a-galactosidasa, que hidroliza el enlace o-terminal. Presenta una
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expresion heterogénea a lo largo de los diferentes 6rganos y tejidos del cuerpo
humano, aunque el por qué no esta del todo esclarecido. En tejidos hormales,
se ha encontrado expresién principalmente en células endoteliales y epiteliales
de rifion, en intestino en la microvasculatura de la [amina propia, asi como en
las criptas con células inmaduras (Hoey et al., 2003; Stamm et al., 2008), o en
plaquetas. Estudios mas recientes han demostrado su presencia en otros tejidos
como el endotelio del sistema nervioso central o0 en neuronas, aunque Su
funcién concreta no se conoce bien. Ademas, es también el raro antigeno
eritrocitrario Pk del grupo sanguineo P, y en el sistema inmune actla como un
antigeno de diferenciacion linfocitaria expresado en el centro germinal B
(Devenica et al., 2011).

La glicosilacion aberrante es comin en la carcinogénesis, pudiendo alterar
procesos celulares de sefializacion, crecimiento o motilidad. Numerosos
tumores presentan alteraciones en la composicion y metabolismo de
glucoesfingolipidos, resultando en la aparicion caracteristica de éstos como
antigenos asociados a tumores. Este es el caso de Gb3, cuya sobreexpresion se
ha visto en diferentes tipos de cancer: gastrico (Geyer et al., 2016), colorrectal
(Distler et al., 2009; Falguieres et al., 2008), cabeza y cuello (Bolot et al.,
1998; Filho et al., 2015), pancreas (Distler et al., 2009), vejiga (Heath-Engel
& Lingwood, 2003), ovario (Arab et al., 1997; Farkas-Himsley et al., 1995),
mama (Johansson et al., 2009; LaCasse et al., 1999; Stimmer et al., 2014), asi
como en gliomas (Arab et al., 1999; Johansson et al., 2006), meningiomas
malignos (Salhia et al., 2002) y leucemia no-linfocitica aguda (Cooling et al.,
2003). En algunos casos, existe incluso una correlacion ente los niveles de Gb3
y la invasividad de las células tumorales con la formacion de metastasis
(Kovbasnjuk et al., 2005).
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3.3. Ligandos de Gb3: toxinas Shiga
El receptor Gbh3 tiene como ligandos naturales la familia de toxinas Shiga
(STx), que comprende una serie de exotoxinas bacterianas relacionadas entre
si por su estructura y funcion, producidas por el serotipo 1 de Shigella
dysenteriae y por algunas cepas enterohemorragicas de Escherichia coli (cepas
EHEC). La infeccion por estas toxinas en humanos se ha asociado al consumo
de agua y alimentos contaminados, produciendo patologias como diarreas y
colitis hemorréagicas y, en los casos més graves, sindrome urémico hemolitico,

gue conlleva sintomas como trombocitopenia, anemia hemolitica y fallo renal.

Figura 10. Estructura de la toxina Shiga. (A) Estructura tridimensional de la holotoxina. En
azul oscuro aparece coloreada la subunidad A, y el resto de colores representan cada una de las
5 subunidades del homopentamero que conforma la subunidad B. (B) Sitios de unién a Gb3
presentes en la subunidad B; cada mondmero presenta tres sitios de union (representados en tres
colores distintos en la imagen de abajo), habiendo un total de 15 sitios de union en el
homopentamero. (C) Representacion del modelo de unién de STxB (mostrados en gris) a
receptores Gb3 (en azul) en la membrana celular (bicapa lipidica en verde). Imagenes tomadas
de las referencias (Melton-Celsa, 2014; Pezeshkian et al., 2016).
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Estas toxinas pertenecen al grupo de toxinas bacterianas con estructura
denominada ABs (Beddoe et al., 2010), al componerse de una subunidad A
(STxA) monomeérica de 32 kDa con actividad enzimatica tdxica, asociada no
covalentemente a una subunidad B (STxB) formada por cinco fragmentos B
idénticos de 7.7 kDa cada uno, encargada de mediar la unién de la toxina a su
receptor, Gb3. La elevada afinidad de STx por Gb3 se debe a la presencia de
al menos dos y hasta tres dominios de unién por cada mondémero de la
subunidad B, con un total de hasta 15 dominios por STxB (Pezeshkian et al.,
2016).

La subunidad STXA posee una regién sensible a tripsina, que permite que la
subunidad se escinda de manera asimétrica en dos subunidades A; y Az, que
se mantienen unidas por un puente disulfuro. La actividad enzimética de la
toxina reside en A, mientras que A consiste en una a-hélice que une Az con
la subunidad STxB de unién al receptor, quedando insertada en el centro del

homopentamero (Figura 10) (Melton-Celsa, 2014).

Existen diferentes variantes de las toxinas que, a pesar de compartir la misma
estructura, difieren en su secuencia, en su afinidad por el receptor y en su
patogenicidad. La variante producida por Shigella, denominada STx, fue la
primera en ser descrita y el prototipo de la familia. En cuanto a las cepas de E.
coli, pueden producir variantes STx1 y STx2, que son inmunol6gicamente
diferentes y s6lo comparten un 56% de la secuencia de aminoéacidos entre si, y
gue a su vez presentan sub-variantes (Johannes & Rémer, 2010; Scheutz et al.,
2012). Entre las diferencias existentes entre los dos grupos, cabe destacar que
a pesar de ser STx1 la de mayor afinidad por Gb3, STx2 ha demostrado ser
hasta 400 veces més toxica que STx1. Se ha visto como las variantes STx2 son
causantes de los sintomas mas graves como el sindrome urémico hemolitico o
incluso sintomas neuroldgicos, mientras que las STx1 producen diarreas méas

leves sin complicaciones a nivel sistémico. Esta mayor toxicidad de STx2

49



Introduccion

parece radicar en una mayor afinidad del fragmento STx2A; por los ribosomas,
asi como una mayor actividad catalitica (Basu et al., 2016). Por otra parte,
STx2 es mas resistente a cambios de pH y temperatura. La variante STx2e por
ejemplo tiene méas afinidad por una variante del receptor, Gb4
(globotetraosilceramida), que contiene un residuo terminal [1-3]-N-

acetilgalactosamina adicional respecto a Gb3.

Existen diferentes variantes de las toxinas que, a pesar de compartir la misma
estructura, difieren en su secuencia, en su afinidad por el receptor y en su
patogenicidad. La variante producida por Shigella, denominada STx, fue la
primera en ser descrita y el prototipo de la familia. En cuanto a las cepas de E.
coli, pueden producir variantes STx1 y STx2, que son inmunol6égicamente
diferentes y s6lo comparten un 56% de la secuencia de aminoacidos entre si, y
gue a su vez presentan sub-variantes (Johannes & Rémer, 2010; Scheutz et al.,
2012). Entre las diferencias existentes entre los dos grupos, cabe destacar que
a pesar de ser STx1 la de mayor afinidad por Gb3, STx2 ha demostrado ser
hasta 400 veces mas toxica que STx1. Se ha visto como las variantes STx2 son
causantes de los sintomas mas graves como el sindrome urémico hemolitico o
incluso sintomas neuroldgicos, mientras que las STx1 producen diarreas mas
leves sin complicaciones a nivel sistémico. Esta mayor toxicidad de STx2
parece radicar en una mayor afinidad del fragmento STx2A; por los ribosomas,
asi como una mayor actividad catalitica (Basu et al., 2016). Por otra parte,
STx2 es mas resistente a cambios de pH y temperatura. La variante STx2e por
ejemplo tiene mé&s afinidad por una variante del receptor, Gb4
(globotetraosilceramida), que contiene un residuo terminal [[1-3]-N-

acetilgalactosamina adicional respecto a Gb3.

3.3.1. Interaccion STx con Gb3 y ruta intracelular
El receptor Gb3 se agrupa en regiones de la membrana conocidas como lipid
rafts o balsas lipidicas, dominios conformados por el ensamblaje de

esfingolipidos, colesterol y glicosilfosfatidilinositol. Esta asociacion de Gb3
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en balsas lipidicas es determinante para la posterior ruta intracelular de ST,
ya que van a ser la organizacion y clasificacion de los lipidos de membrana los

gue determinen la ruta intracelular (Melton-Celsa, 2014).

Shiga toxin

P

Plasma membrane

Recycling
tubule

Retrograde
trafffic
to TGN

Cytosol
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traffic to ER flat lattice Early

Retro-translocation endosome
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Figura 11. Mecanismo de entrada de la toxina Shiga. Tras interaccionar con el receptor Gb3
en la membrana celular, se produce un reclutamiento de mas receptores para poder unir mas
toxinas. Se produce entonces una invaginacion de la membrana para la internalizacion de STX,
pudiéndose producir un mecanismo especifico de invaginacion en forma tubular. Tras la entrada
en la célula, se transporta via endosomas tempranos o de reciclaje, para seguir una via de
transporte retrdgrado hacia Golgi (red trans-Golgi), posteriormente reticulo endoplasmico,
organulo donde se produce la escision de la subunidad A catalitica y su translocacion al citosol,
donde ejerce su actividad toxica sobre el ARN ribosomal. Imagen tomada de la referencia
(Johannes & Rdmer, 2010).

Tras la unién al receptor Gb3 en la membrana, STx es internalizada mediante
endocitosis; se ha documentado que puede entrar tanto por via dependiente
como independiente de clatrina, en funcién del tipo celular. De hecho, STx
puede inducir invaginaciones de membrana sin la ayuda de la maquinaria

citosolica. En este caso, la toxina produce una curvatura en la membrana
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gracias al reclutamiento y agrupamiento de mas moléculas de Gb3 en las balsas
lipidicas, para dar lugar a estructuras tubulares que seran después procesadas
mediante maquinarias implicando dinamina, actina y colesterol (Pezeshkian et
al., 2016; Romer et al., 2007).

Tras ser endocitada, la toxina sigue una ruta retrograda no-canonica, al no
seguir la via endo-lisosomal tipica para la inmensa mayoria de proteinas o
moléculas tras su interaccion con receptores. Asi, pasa desde los endosomas a
la via trans-Golgi, pudiendo hacerlo directamente mediante extensiones
tubulares que emergen de los endosomas, o indirectamente mediante vesiculas
tipo endosoma que resultan del reciclaje de la membrana plasmética
(Luginbuehl et al., 2018). De Golgi contintia direccion reticulo endoplasmico
(RE), ruta que consigue realizar a pesar de no poseer ninguna secuencia KDEL
en su estructura (secuencia de aminoacidos lisina-aspartico-glutamico-leucina
que poseen aquellas proteinas con destino al RE). A nivel endosomal, la
subunidad A sufre una rotura dando los fragmentos A; y Az, que permanecen
unidos por un puente disulfuro hasta que las condiciones reductoras del RE
hacen que el fragmento A; se libere. Al estar desplegado, este fragmento es
reconocido por las chaperonas del RE que hacen que, aprovechando el sistema
de degradacion de proteinas asociado al RE (ERAD), se retrotransloque del
lumen del RE al citosol. Es entonces cuando A; ejerce su actividad enzimatica
N-glicosidasa y actta eliminando una base de adenina del ARN ribosomal 28S
de los ribosomas 60S, inhibiendo el proceso de sintesis de proteinas y
desembocando finalmente en la muerte celular por apoptosis (Johannes &
Romer, 2010; Melton-Celsa, 2014). La Figura 11 recoge un esquema con todo

el mecanismo de entrada descrito.

3.3.2. Subunidad B de la toxina Shiga como ligando para dirigir
agentes terapéuticos y de diagndstico

Muchos de los nuevos agentes terapéuticos contra el cancer que se estan

desarrollando se basan en la conjugacion de farmacos con anticuerpos o
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fragmentos de éstos para su direccionamiento especifico a receptores
sobreexpresados en células tumorales, a los cuales son capaces de unirse con
gran afinidad. Sin embargo, presentan ciertas desventajas como son su
inestabilidad, su penetracién limitada en tejidos debido a su gran tamafio (del
orden de 14.5 nm x 8.5 nm x 4.0 nm) (Tan et al., 2008), y su incapacidad de
atravesar membranas celulares. Esto hace que las concentraciones que se
alcanzan en el citosol no lleguen en muchos casos a las dosis necesarias para

ejercer un efecto terapéutico.

Ademas, los anticuerpos son intrinsecamente activadores de la reaccion del
complemento, lo que hace que, con tan solo una molécula de anticuerpo en la
superficie de una nanoparticula, el sistema inmune reconozca y elimine al
nanomaterial (Moghimi et al., 2011). En este contexto, toxinas como la Shiga
ofrecen interesantes alternativas, ya que de manera natural han sido
seleccionadas evolutivamente para unirse con una elevada afinidad a sus
células diana. En el caso de la toxina Shiga, la ruta intracelular via retrégrada,
una via no candnica de entrada en la célula, supone de nuevo una gran ventaja
frente a otros ligandos, al evitar la ruta endo-lisosomal para invadir la células,
evitando la exposicién a medios acidos y reductores lisosomales que a menudo

destruyen los agentes terapéuticos (Luginbuehl et al., 2018).

La estrategia mas simple, y la hasta ahora empleada, de terapia dirigida a
células tumorales que sobrexpresan Gb3, consiste en utilizar la toxina STx
completa, incluyendo sus dos subunidades A y B. La inyeccion de ésta en
tumores de diferente origen ha demostrado un efecto antineoplésico y
antiangiogénico muy interesante (Luginbuehl et al., 2018). Ademas, al utilizar
un mecanismo de toxicidad independiente de los implicados en el desarrollo
de resistencia a quimioterapias, pueden ser de gran utilidad precisamente para
tratar células que ya sean resistentes a otros tratamientos. ES interesante por

ejemplo que, células tumorales de pulmoén resistentes a tratamientos
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convencionales como el cisplatino, sobreexpresan el receptor Gb3, haciéndolas

mucho mas sensibles a los efectos tdxicos de STx (Tyler et al., 2015).

No obstante, el uso de la toxina completa incluyendo la subunidad STxA
catalitica puede generar importantes efectos secundarios no deseados. Pero,
dado que STxB no precisa de la subunidad STxA para interaccionar con los
receptores de membrana y ensamblar el homopentamero para unirse a su
receptor, se presenta como un ligando muy interesante para dirigir nanoterapias
0 agentes de contraste de diagndstico e identificacion de células precancerosas
positivas para Gb3 de forma inocua. Como ejemplos en el campo del
diagndstico, se han conjugado quimicamente STxB con el fluoréforo FITC y
el radionucledtido *®F para el diagndstico de tumores intestinales en raton
utilizando endoscopia confocal e imagen PET, permitiendo diferenciar células
tumorales de sanas (Janssen et al., 2006). En otro estudio, se compar6é ademas
el efecto de la via de administracion de STxB conjugada con el fluoréforo Cy5
en ratones con tumores de colon, obteniendo los mejores resultados de
visualizacidn tras la inyeccién intravenosa del conjugado (Tavitian et al.,
2008). También se ha visualizado con este mismo tipo de conjugado
fluorescente, inyectado via seno retro-orbital, carcinomas de mama asi como

metastasis a nddulos linfaticos asociadas (Stimmer et al., 2014).

En cuanto a terapias, se han disefiado diversas estrategias. Por ejemplo, se ha
conjugado STxB a fotosensibilizadores para realizar terapia fotodinamica. A
pesar de aumentar hasta 10 veces la tasa de liberacién en las células respecto a
los fotosensibilizadores por separado, no se incremento la fototoxicidad en el
mismo grado, probablemente por la localizacion subcelular de los conjugados
(se concentran en Golgi y RE, mientras que la toxicidad asociada a la terapia
fotodinamica viene dada por las mitocondrias) (Amessou et al., 2008; Tarrag6-
Trani et al., 2006).

También se ha fusionado la subunidad STxB a diferentes compuestos y

farmacos usados en quimioterapia para mejorar su direccionamiento y eficacia.
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Por ejemplo, para el tratamiento de tumores de pancreas, se conjugé STXB con
SN38, un metabolito del inhibidor de la topoisomerasa | irinotecan. Se vio que
el efecto citotoxico en lineas celulares se veia aumentado méas de 100 veces
respecto al farmaco libre (Maak et al., 2011). Este mismo conjugado dio
resultados igual de prometedores en lineas celulares de tumores gastricos,
mientras que en lineas sin expresion de Gb3 la toxicidad era minima,

demostrando la especificidad del sistema (Geyer et al., 2016).

Con todos estos antecedentes, el estudio que se plantea en este trabajo empleara
la subunidad STxB como ligando para dirigir nanomateriales de forma
especifica a células tumorales que sobreexpresen de Gb3, como elementos de
diagndstico y para el transporte de agentes terapéuticos. Concretamente, en
esta Tesis se ha escogido estudiar su aplicabilidad como ligando para dirigir
diferentes NMs a células tumorales de cancer de CCC.
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Objetivos

» Objetivo general.

El objetivo general que persigue esta Tesis Doctoral es desarrollar

nanoparticulas multifuncionales y dirigidas de diferentes materiales,

modificadas para su aplicacion como agentes terapéuticos y de diagnéstico de

precision en cancer de cabeza y cuello (CCC) como modelo de cancer tratable

topicamente.

» Objetivos especificos.

Los objetivos concretos que se han propuesto para alcanzar el objetivo final de

esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1.

Disefio, sintesis y modificacion de nanoparticulas fluorescentes,
biocompatibles y fotoactivables de ¢xido de hierro y oro con una
cubierta de silice.

Disefio, produccion y purificacion de una proteina ligando para
biofuncionalizar y direccionar las NPs a receptores del cancer, basada
en el dominio B de la toxina de la Shiga.

Estudio de la interaccidn selectiva y del mecanismo de entrada de los
nanomateriales funcionalizados con la proteina ligando en células
tumorales de CCC.

Evaluacidn del efecto terapéutico inducido por fototermia a partir de
los NMs internalizados en células tumorales de CCC tras la aplicacion
de un laser NIR de 808 nm.

Disefio de nanotermdmetros basados en recubrimientos con 6xidos
dopados con tierras raras trivalentes (Er®") para la determinacion in
situ de la temperatura alcanzada por los NMs durante el proceso de

hipertermia.
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Materiales y métodos

1. Sintesis de nanomateriales

1.1.Nanorods de oro
Las sintesis descritas en este apartado se realizaron durante la estancia en el
CIC biomaGUNE (San Sebastian), bajo la supervisiéon del Dr. Luis M. Liz-
Marzéan dentro del grupo de Bionanoplasmonica y la plataforma de Sintesis
Coloidal con la Dra. Ana Sanchez Iglesias.

1.1.1. Procedencia de los reactivos utilizados

Los siguientes reactivos y precursores se obtuvieron de la compafiia Sigma-
Aldrich: bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), &cido clorodurico (HAuCly),
borohidruro de sodio (NaBH.), acido 5-bromosalicilico (5-BrSA), nitrato de
plata (AgNQ3), acido ascérbico, O-[2-(3-Mercaptopropionylamino)ethyl]-O’-
methylpolyethylene glicol (MPEG-SH, Pu 5000, Ref. 11124), solucién de
hidroxido de amonio (NH.OH, 28-30%), tetraetilortosilicato (TEOS, 98%),
isotiocianato de rodamina B (RBITC, 70% eficiencia de tincion), (3-
aminopropil)trimetoxisilano (APMS, 97%). El etanol (puro) utilizado fue de
Scharlab. El agua utilizada para todos los pasos de este apartado fue agua Milli-
Q (resistividad 18.2 MQ-cm a 25 °C).

1.1.2. Sintesis de nanorods de oro
Para la sintesis de nanorods de oro (AuNRs) se sigui6 el método basado en el
uso del &cido 5-bromosalicilico (5-BrSA) como aditivo en la reaccion (Figura
12) (Scarabelli et al., 2013). Este método de sintesis conlleva la sintesis de
“semillas” (nucleos) de oro (i), una fase de pre-reduccion (ii) y una fase de

crecimiento de los AuNRs (iii), detalladas a continuacion.
i) Sintesis de las semillas

En primer lugar, se sintetizaron las semillas de oro, pequefias NPs que sirven
de nucleacion para la posterior formacion de los AuNRs en una fase de
crecimiento. Para ello, se afiadieron 25 pl de una solucion de HAuUCI4 50 mM

a 4.7 ml de CTAB 0.1 M. Tras 5 minutos en agitacion suave, asegurando que
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no hay signos de turbidez, se afladieron muy rapidamente y con agitacion fuerte
(>1000 rpm) 300 pl de una solucion recién preparada de NaBHs 10 mM. Tras
unos segundos de agitacion, la reaccion se dejo un minimo de 30 minutos para
gue terminase de descomponerse el exceso de NaBH.. Todo el proceso descrito
tiene lugar a una temperatura de 27-30 °C, evitando tanto temperaturas mas
bajas para que el CTAB no cristalice como mas altas para que la semilla no
crezca més en tamario, lo cual conduciria a mayor polidispersidad de tamafios
en la muestra y a la aparicion de poblaciones secundarias. Las semillas
sintetizadas se almacenaron también a la mencionada temperatura y se
utilizaron para el crecimiento de los AuUNRs en el mismo dia, puesto que su

estabilidad es muy reducida.
ii) Fase de pre-reduccion

Con este método se realiza una pre-reduccion de Au(lll) a Au(l) con 5-BrSA.
Se afiadieron 45 mg de 5-BrSA a 50 ml de una solucion de CTAB 0.05 M. Una
vez disuelto por completo con ayuda de sonicacion, se afiadieron bajo agitacién
suave 480 ul de AgNOs. Después de 15 min, se afiadieron 500 pul de HAUCI,4
50 mM, momento en el que comienza la reduccién del Au(lll) a Au(l). Para
monitorizar el grado de reduccidn, se midio el espectro UV-vis. EI complejo
[AuBrs]  es naranja con absorcion maxima en 396 nm, mientras que el
complejo [AuBr2] es incoloro; de esta forma, a medida que se reduce mas oro,
menor es la absorbancia a 396 nm. Controlando la pre-reduccién es posible
regular el ratio de los AuNRs: a mayor reduccién del Au (menor absorbancia),
menor ratio. De manera orientativa, una absorbancia a 396 de Abssg = 0.8-

0.85 genera AuNRs con plasmén longitudinal en torno a 800 nm.
iii) Fase de crecimiento

Una vez alcanzado el valor de absorbancia deseado (en torno a 0.85), se
aumentd la velocidad de agitacion de la mezcla a unas 1000 rpm y se afiadieron

130 pl de &cido ascorbico 100 mM, volviéndose transparente la solucion. Tras
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agitar 30 segundos, se afiadieron 80 pl de la solucion de semillas, y tras otros
30 segundos de agitacion, se dejé reaccionar ya sin agitacion durante un
minimo de 4 h. Para eliminar el Au(l) que ha quedado sin reaccionar, se

centrifugo la suspension a 9500 rpm y se redisperso en agua.

5-BrSA A ascorbico Semillas
N > >
Pre-reduccion | Au(IIl) Reduceion Crecimiento
Au(III) + Au(l)
Au(l)

AuNRs

Figura 12. Esquema resumen del proceso de sintesis de AUNRs. EI método utilizado conlleva
una fase de pre-reduccion parcial de Au(l1l) a Au(l) por la adicién de &cido salicilico, proceso
que va a permitir controlar el tamafio final de los AuUNRs. Tras la adicién del acido ascérbico, el
Au pasa a reducirse por completo a Au(l). Finalmente, la adicion de las semillas previamente
sintetizadas permite la formacion de AuNRs.

1.1.3. Recubrimiento de silice fluorescente
Para el recubrimiento de los AuNRs con silice amorfa, se utilizd6 un método
basado en la estabilizacion previa de los NRs con PEG (Figura 13) (Fernandez-
Lopez et al., 2009). Dado que uno de los pocos grupos por los que tiene
afinidad el oro es el azufre, se utilizé un PEG modificado con un grupo tiol en
uno de sus extremos. Siguiendo este método de sintesis, en primer lugar, se
lavé el exceso de CTAB de la solucion de AuNRs; se centrifugaron 20 ml de
la solucion a 8000 rpm durante 20 min, se redispersé el sobrenadante en agua
milli-Q y se hicieron dos lavados mas, centrifugando esta vez a 6000 rpm y
resuspendiendo en una solucion de agua con CTAB 1 mM para asegurar la
estabilidad de los AuNRs. Tras el Gltimo lavado, se resuspendid en un volumen
de 7 ml. Se afiadieron 3 ml gota a gota de una solucion acuosa de mPEG-SH,
previamente sonicada en bafio durante 5 min para su homogenizacién, que
contenia 1.06-10° moles, de manera que se afiadieron aproximadamente 50
moléculas/nm?. Tras 1 hora en agitacion, se lavé dos veces la reaccion para

eliminar el exceso de mMPEG-SH, y finalmente se redispersé en 2 ml de etanol.
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RN e o SN, NHLOH, _ R
114 2 A TEOS : B TEOS.+
A " 1h ) ~on SRR —
.............. AuNRs@SiO, AuNRs@SiO,-RBITC
® CTAB mPEG-SH 4+ Conjugado RBITC-APMS

Figura 13. Esquema del recubrimiento de AuNRs con SiO: fluorescente. Tras la sustitucion
del surfactante CTAB por mPEG-SH, los AuNRs pueden transferirse al medio necesario para el
recubrimiento con SiO2. Tras un primer recubrimiento, se realizaron sucesivas adiciones de
TEOS para el crecimiento de la capa, incorporando en este caso ademas el fluoréforo RBITC
previamente conjugado de manera covalente con APMS.

Para el recubrimiento con silice, se prepar6 una mezcla de reaccién con los
AUNRs recubiertos de mPEG-SH ([Au] = 0.5 mM), H20 (10.55 M), y NH3
(0.2 M) ajustando el volumen final con etanol. Tras comprobar que el pH se
encontrase entre 8 y 10, se afiadi6 gota a gota una disolucion de TEOS diluido
en etanol (10% v/v) para una concentracion final de 1 mM. Se dejé reaccionar
6 horas en agitacion a temperatura ambiente. Para aumentar el grosor de la
capa de SiO,, se realizaron sucesivas adiciones de cantidades crecientes de
TEOS, incorporando en estas adiciones ademas el conjugado RBITC-APMS
(=1 molécula/nm?). Finalmente, para eliminar el exceso de reactivos se
centrifugd y lavé con etanol tres ciclos de 20 min a 8000 rpm, para conservar

finalmente en etanol.

1.2. Nanoparticulas de 6xido de hierro (FesOa)
La sintesis y recubrimiento de estas NPs se realizaron durante la estancia en el
International Iberian Nanotechnology Laboratory (INL) de Braga (Portugal),
bajo la supervisién del Dr. Manuel Bafiobre Ldpez dentro del grupo de

Nanomedicina.

1.2.1. Procedencia de los reactivos utilizados
Los siguientes reactivos se obtuvieron de la compafiia Sigma-Aldrich: cloruro
de hierro (l11) hexahidratado (FeCls-6H.0, 99%), cloruro de hierro (lI)
tetrahidratado (FeCl;-4H,0, 99%), oleato sédico (82%), isotiocianato de
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rodamina B (RBITC, 70% labelling efficiency), (3-
aminopropil)trimetoxisilano (APMS, 97%), tetraetilortosilicato (TEQS, 98%),
y solucién de hidroxido de amonio (NH4OH, 28-30%). El ciclohexano (99.5%)
y el alcohol isopropilico utilizados fueron adquiridos a PanReac AppliChem,
y el etanol (96%) a Scharlab.

1.2.2. Sintesis de nanoparticulas de magnetita

Para la sintesis de nanoparticulas de magnetita (FesO4) dispersables en medio
organico, requisito necesario para el posterior recubrimiento de silice, se siguié
un método de sintesis hidrotermal (Figura 14) (Kolen’ko et al., 2014). Se
disolvieron 8 mmol (1.59 g) de FeCl,-4H,0 y 14 mmol (3.78 g) de FeCl3-6H.0
en 7 ml de agua, que se afiadieron a un vaso de politetrafluoroetileno (PTFE)
para autoclave de 40 ml. En paralelo, 1.64 mmol (0.499 g) de oleato sodico
(82%) se disolvieron en 5 ml de agua a 60 °C. Una vez completamente disuelto,
esta solucion se afadid a la de las sales de Fe, y a continuacion se afiadieron
15 ml de NH4OH. Tras cerrar el vaso de PTFE, meterlo en el autoclave y
sellarlo, se dejo la reaccion a 200 °C durante 24 horas.

1. FeCl; + FeCl, )
2. oleato
sodico a 60 °C —) 'La‘\ a:]ios (ljc
200 °C exceso de oleato
- y agregados
24 h - |
-

3.N
3. NH,OH NPs Fe;O,@OA

en ciclohexano

Figura 14. Esquema resumen del proceso de sintesis de NPs de Fes3Os4 por método
hidrotermal. Tras la sintesis se obtiene un ferrofluido estable en medios organicos gracias al
recubrimiento con grupos oleato.

El producto obtenido se recogio por decantacion, se lavo primero con agua 4-
5 veces con la ayuda de un iméan y redispersando con ultrasonidos. Tras los
lavados con agua, las NPs se dejaron secar 24 h en vacio a temperatura

ambiente. Se resuspendieron entonces en ciclohexano, y se centrifugaron 10
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min a 3000 rpm para quitar sélidos insolubles. Para lavar el exceso de oleato,
se afladié etanol y se centrifugé 10 min a 6000 rpm, resuspendiendo en
ciclohexano. Este protocolo de lavado se repitié dos veces mas, y finalmente

las NIPs se resuspendieron en ciclohexano para su conservacion.

1.2.3. Recubrimiento de silice fluorescente

En el método de recubrimiento por microemulsion inversa (ver Figura 15), un
surfactante, en este caso Igepal CO-520, se disolvié en un medio organico
(ciclohexano) para formar lo que se conoce como “micelas inversas”, en las
gue los grupos apolares de las moléculas de surfactante quedan orientadas al
exterior, hacia la fase orgénica, quedando los grupos polares orientados al
interior acuoso de la micela. De esta forma, es en este nucleo polar de la micela
donde queda confinada la parte acuosa con el precursor de la silice (TEOS) y
el agente hidrolizante (amoniaco). Al hidrolizarse y depositarse la capa de
silice sobre la NP de manera confinada, se trata de un método que ofrece méas
control que el procedimiento clésico de Stober (Stober et al., 1968).

™) NH,OH,
-
s © TEOS+ EtOH
)
€40 20h
Igepal CO-520 -
Fe;0,@SiO,-RBITC
@ nps Fe;0, en ciclohexano 4 Conjugado RBITC-APMS

Figura 15. Esquema del recubrimiento de NPs de Fe3O4 con SiO: fluorescente. El método
utilizado, una microemulsion inversa, permite recubrir NPs en medios organicos con una capa
de silice, incorporando ademas en ésta el fluoréforo RBITC mediante conjugacion covalente a
través del APMS.

La sintesis se realiz6 en viales de vidrio de 22 ml con tapén de PTFE. Primero
se pesé el Igepal CO-520 (0.4784 g). A continuacién, se afiadieron en el
siguiente orden: ciclohexano (8.73 ml), NPs de FesO4 en ciclohexano (270 ul
de una solucién a 7 mg/ml), NH4OH (70 pl) y, finalmente, el TEOS (150 pl).

Entre cada adicién la disolucién se mezclé con la ayuda de vortex y bafio de
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ultrasonidos dos minutos. Una vez afiadido todo, se sellaron bien los viales, se
cubrieron de papel de aluminio y se dejaron reaccionar en oscuridad durante
20 h. Pasado este tiempo, para parar la microemulsion, se afiadieron al vial 6
ml de etanol y se agitd para mezclar todo bien. El etanol hace que las micelas
se rompan Yy las NPs caigan en la fase alcohodlica. Para lavar, se centrifugo
primero a 3000 rpm durante 5 min, se resuspendié en etanol sonicando, y se
volvio a centrifugar, esta vez 10 min a 8000 rpm. Este proceso se repitié 3

veces para finalmente conservar las NPs en etanol.

1.3. Particulas de silice
Aunque los principales nanomateriales con los que se ha trabajado en esta tesis
son los descritos en los anteriores apartados, oro y magnetita, para algunas
pruebas de concepto se trabajo con particulas de SiO, amorfas de ~500 nm de
diametro, ya que su tamafo facilita su visualizacién en técnicas como la
microscopia confocal de fluorescencia. Estas particulas fueron sintetizadas y
proporcionadas por la Dra. Eloisa Gonzélez Lavado, de nuestro grupo de
investigacion. Para su sintesis, se siguié un método de Stober modificado
(Iturrioz-Rodriguez et al., 2017). Una solucion de TEOS (1.7 ml, 98%) se
afiadi6 a una solucion que contenia hidréxido de amonio (1.97 ml), agua (3.1
ml) y etanol (18.2 ml), y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 2 h. Transcurrido este tiempo, el exceso de reactivos se elimind
mediante tres ciclos de centrifugacion-redispersion con etanol (9000 rpm, 10

min).

1.4. Recubrimiento de Y203:2%Er3*
En primer lugar, se sintetizaron particulas de FesO, recubiertas de SiO,
siguiendo el mismo protocolo descrito en el Apartado 1.2.3., omitiendo
Unicamente la adicion del conjugado del fluoréforo RBITC. A continuacion,
se sigui6é un método de precipitacion con urea para la formacién de una capa
de Y,03 dopada con un 2% mol de Er®* (Figura 16) (F. Zhang et al., 2010). En
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primer lugar, se dispersaron 10 mg de NPs de Fe;0.@SiO; en 100 ml de agua
con ayuda de sonicacion en bafio (15 min). Se afiadieron 0.2 mmol (76.6 mg)
de Y(NOs)s:6H.O (99.9%, Alfa Aesar), 1.95-10° mmol (0.87 mg) de
Er(NO3)s-6H20 (99.9%, Alfa Aesar), y 17.98 mmol (1.08 g) de urea (Sigma-
Aldrich). La solucidn se homogeneizé con el bafio de ultrasonidos durante 20
min, y posteriormente se calent a 90 °C con reflujo durante 2 h. Pasado el
tiempo de reaccion, se dejo enfriar la solucién a temperatura ambiente para
después centrifugar el precipitado sélido formado (5 min a 5000 rpm) y realizar
sucesivos lavados con etanol. El producto final se dispersoé en etanol (5 ml), se
dejo secar toda la noche a 60 °C y finalmente se calciné a 700 °C durante 3 h

con una rampa de calentamiento de 2 °C/min.

Y(NOs); Y.Er(OH)CO;-H,0 Y,05:2%E1
‘ Er(NO;),
Urea 700 °C
90 °C
Fe;0,@SiO, Fe,0,@SiO0,@Y,0;:Er

Figura 16. Esquema del recubrimiento de NPs de FesO4@SiO2 con una capa de Y203
dopada con un 2% de Er®*. Tras la reaccion de precipitacion con urea y los nitratos precursores
de ytrio y erbio, se forma un producto intermedio que, tras un tratamiento térmico, permite
obtener la capa final de Y203:2%Er%",

Para tener una comparativa del comportamiento del material cuando forma
parte de un recubrimiento respecto a cuando forma una nanoparticula por si
mismo, se sintetizaron en paralelo NPs de Y05 impurificadas también con un
2% de Er**. Adaptando un protocolo ya descrito (Geitenbeek et al., 2019), se
disolvieron 1.426 mmol (546.16 mg) de Y(NOs)z y 1.39-102 mmol (6.19 mg)
de Er(NOs)sen 2 ml de H,O. Esta solucién se afiadié a una solucion
previamente preparada y bien homogeneizada de urea (50 g, 0.825 mol) en
agua (200 ml). La solucion resultante se calentd a 85 °C durante 2 h. Pasado

este tiempo, la mezcla de reaccion se dej6 enfriar a temperatura ambiente para

70



Materiales y métodos

centrifugar el precipitado solido formado (5000 rpm, 5 min) y realizar
sucesivos lavados con agua. El producto se disperso en etanol (50 ml), se dejo
secar toda la noche a 60 °C y finalmente se calciné a 800 °C durante 3 h con
una rampa de calentamiento de 5 °C/min. El rendimiento de la reaccion fue del
87%.

1.5. Caracterizacion de los nanomateriales

1.5.1. Microscopia electrénica de transmision (TEM)
Para la caracterizacion morfoldgica y de tamafio de los materiales sintetizados,
se realiz6 un andlisis mediante microscopia electronica de transmision (TEM).
Para ello, diluciones de los diferentes NMs se montaron y dejaron secar sobre
rejillas de cobre con recubrimiento de carbono, de malla 400 (EM
Resolutions). Los microscopios utilizados para el analisis fueron: un JEOL
JEM 1011 equipado con una camara digital Gatan de alta resolucién que se
encuentra disponible en los Servicios Tecnoldgicos del Instituto de
Investigacion Valdecilla — IDIVAL; por otro lado, los AuNRs fueron
sintetizadas y caracterizadas duramente la estancia en el CIC biomaGUNE
mediante un JEOL JEM-1400PLUS equipado con una camara CCD GATAN
US1000.

1.5.2. Difraccion de rayos X
Los patrones de difraccion de rayos X (XRD) se analizaron usando radiacion
Cu-Ka (1 = 1.5418 A) a un voltaje de 40 kV e intensidad de 25 mA, en el
difractébmetro de rayos X Bruker D8 Advance ubicado en los laboratorios
DCITIMAC de la Universidad de Cantabria. Los diagramas de difraccion se
obtuvieron como una funcion de 26en el rango 10°-135° con una paso de 0.05°.
Se utilizaron los programas MAUD y TOPAS para el refinamiento de los datos
empleando el método Rietveld. Estas medidas de XRD se utilizaron para
comprobar la pureza de la fase cristalina de las NPs de 6xido de hierro, asi

como para estimar el tamafio de los nanocristales.

71



Materiales y métodos

1.5.3. Medidas de potencial {
El término potencial { hace referencia a la medida de la magnitud de repulsion
0 atraccion entre particulas en un sistema coloidal o suspension coloidal. Viene
dado por la intensidad del campo eléctrico superficial de un nanomaterial en
un sistema fisico-quimico compuesto por dos fases: una continua, una solucion
fluida o liquida, y otra dispersa en forma de material en estado sélido. Se
considera que un valor de potencial { a partir de -30 mV 0 +30 mV es suficiente
para que las fuerzas de repulsion superen a las de atraccion y, por tanto, el
sistema coloidal sea estable. Ademas de una medida de estabilidad, conocer el
valor de la carga superficial de un nanomaterial va a permitir determinar las
posibles funcionalizaciones, fundamentalmente de caracter electrostatico, que
se puedan llevar a cabo. Para la determinacion del potencial { de los diferentes
NMs sintetizados, se midieron suspensiones de dichos NMs en agua destilada

en un equipo Zetasizer Nano (Malvern Panalytical).

1.5.4. Espectroscopia UV-visible
El espectro de absorcion representa la absorbancia frente a la longitud de onda
de la radiacion incidente. Ya que parte de la energia absorbida por las NPs es
transformada en calor, el valor de la longitud de onda de absorcién va a indicar
con gué longitudes de onda de un laser van a calentarse las NPs, determinante

de cara a su uso como terapia fototérmica.

En el caso de los NMs, el analisis de su espectro de absorcién UV-vis-NIR es
especialmente importante. Gracias a este espectro, se puede determinar la
longitud de onda de resonancia del plasmén de superficie en el caso de los
NMs de oro, que depende principalmente de su tamafio y forma. Tras recubrir
con SiOy, la longitud de onda del plasmén se desplaza a longitudes de onda
mayores, permitiendo monitorizar la formacion de la capa y el aumento de su
grosor durante la reaccion de sintesis. Con el espectro de absorcion UV-vis-
NIR, también es posible obtener una idea del grado de dispersién de tamafios

de la muestra a través de la anchura del pico de absorcién, siendo mas estrecho
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a mayor monodispersidad (Scarabelli et al., 2015). Finalmente, también puede
analizarse la concentracién de la muestra a partir del espectro de absorcion; en
el caso de los NMs de oro, se puede relacionar el valor de absorbancia a 400

nm con la concentracion de Au de la muestra (Hendel et al., 2014).

El equipo utilizado para la medida de los espectros UV-vis-NIR fue un Cary
6000i equipado con una esfera integradora, ubicado en la Facultad de Ciencias
de la Universidad de Cantabria. Durante la estancia en el CIC biomaGUNE, el
equipo empleado para monitorizar los espectros de los AuNRs sintetizados fue
un espectrofotometro Agilent 8453 (Agilent).

1.5.5. Espectroscopia de fluorescencia
La fotoluminiscencia y espectros de excitacion y emision de las diferentes
muestras de NMs se midieron usando un espectrometro de fluorescencia
FLSP920 (Edinburgh Inst.) ubicado en la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Cantabria, equipado con fotomultiplicadores para el rango
espectral 200 — 1100 nm y un detector de estado s6lido InGaAs (800-1700 nm),
una lampara continua de Xenén de 450 W y monocromadores dobles para
excitacion y emision. Para el caso de las muestras de NPs que contienen en su
recubrimiento el fluoréforo RBITC, las longitudes de onda para los espectros

de excitacion y emision fueron Aex = 550 nm, Aem = 585 nm, respectivamente.

1.5.6. Medidas magnéticas
Para estudiar las propiedades magnéticas de las NPs de FesO. y el efecto en
éstas del recubrimiento con silice, se realizaron las medidas de susceptibilidad
magnética y magnetizacion en muestras en polvo (10-15 mg) en un
magnetometro SQUID Quantum Design MPMS. Los ciclos de histéresis se
obtuvieron a temperatura ambiente (300 K) hasta un campo H = 50 kOe, para
evaluar los pardmetros magnéticos de campo coercitivo (Hc) y magnetizacion
de saturacion (Ms). También se midieron las curvas de susceptibilidad

magnética ZFC (zero field cooling) y FC (field cooling). Para ello, las muestras

73



Materiales y métodos

fueron primero enfriadas de RT a 4 K en ausencia de campo magnético (ZFC).
Tras enfriar, se aplico un campo magnético de H = 50 Oe, y la temperatura se
incrementd hasta 300 K mientras se media la magnetizacién en funcién de la
temperatura. Después, las muestras se volvieron a enfriar a 4 K con el campo
magnético aplicado (FC), y de nuevo se recogi6 la magnetizacion en funcion

de la temperatura mientras ésta se incrementaba hasta 300 K.

1.5.7. Calibrado de la emisién en funcion de la temperatura de las
NPs con Y,03:2% Er®*

Una muestra en polvo de las NPs sintetizadas de Fe;0.@SiO@Y203:2%mol
Er® se coloco sobre un sustrato metalico en la platina calefactora (Linkam
TS100) acoplada al microscopio confocal de un espectrometro T64000
(HORIBA Scientific) que emplea como fuente de excitacion un laser de Ar*-
Kr* sintonizado en la linea de 514.5 nm. Se midieron los espectros de emisién
cada 2.5 °C entre 22 y 70 °C, esperando un minimo de 2 min tras variar la

temperatura para asegurar la estabilidad térmica.

1.6. Soluciones empleadas en el estudio de la estabilidad del
recubrimiento de SiO2 en medios fisiologicos

Para tener idea de la estabilidad y posible degradacién de la capa de SiO; de
las NMs sintetizados en un entorno fisiol6gico, se incubaron NPs de
Fes04@SiO.-RBITC a una concentracion de 100 pg/ml en tres medios
diferentes: (a) PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPOQO,, 1.8
mM KH2PO,, pH 7.4), (b) medio de cultivo DMEM (Gibco, Thermo Fisher
Scientific) suplementado con 10% de suero, y (c) un medio lisosomal sintético
(25 mM MES-NaOH pH 4.5 que contiene 0.5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, and
200 mM KCI) (H. Mdiller et al., 2010). Todas las sales utilizadas para la
preparacion de los medios se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Las muestras se
incubaron a 37 °C en agitacion suave con noria, y se tomaron alicuotas de 200
ul de cada medio de incubacion cada 24 h hasta un periodo total de una semana.

Estas alicuotas se centrifugaron durante 20 min a 10000 rpm y se lavaron tres
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veces con agua destilada. Finalmente, las muestras se resuspendieron y
montaron en rejillas de TEM (ver seccion 1.4.1) para analizar la morfologia de

las NPs resultantes.

2. Proteinas recombinantes

2.1. Disefio de la construccion de la proteina fluorescente verde
(6xHis:GFP)

La proteina fluorescente verde (GFP, del inglés green fluorescent protein) es
una proteina con estructura de B-barril de ~27 kDa en cuyo interior se
encuentra protegido el cromo6foro que le da su caracteristica fluorescencia
verde enddgena. Fue descubierta en la medusa Aequorea victoria hace mas de
50 afios, valiéndole a sus descubridores el Premio Nobel de Quimica en 2008
(Shimomura, 2005; Shimomura et al., 1962). Desde entonces se ha utilizado
en innumerables aplicaciones en biologia molecular y celular como proteina
reportera para marcar proteinas, compartimentos subcelulares, células y
regiones de tejido especificas. Se han desarrollado diversas variantes de la
misma mediante mutaciones genéticas, dando lugar a proteinas optimizadas
que presentan emision a diferentes longitudes de onda. Un caso de estas
variantes es EGFP (enhanced green fluorescent protein), version de la proteina
original desarrollada inicialmente por Clontech Laboratories, con una
estabilidad y emisién fluorescente mejoradas (G. Zhang et al., 1996). En esta
memoria, se ha trabajado con esta version (aunque para simplificar la
nomenclatura se refiera a ella como GFP) fusionada a una secuencia de 6
residuos de histidina en su extremo N-terminal, construccion denominada de
aqui en adelante 6xHis:GFP (ver Figura 17). Con esta construccion, como se
verd en los proximos apartados, se llevo a cabo el estudio de la utilidad de la
secuencia de histidinas como estructura de unién a la superficie de particulas
de SiO,, asi como las evaluaciones de la estabilidad de la unién ante diferentes

condiciones.
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La secuencia de ADN de esta proteina recombinante, recogida en la referencia
AA020041.1 de GenBank (NCBI), es la siguiente:

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC
CTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTG
TCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG
AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACC
CTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACC
CCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCG
AAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCA
ACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGG
TGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGC
AACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAAC
GTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAAC
TTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCC
GACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTG
CTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAA
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
ACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA

Para nuestro estudio se gener6 una proteina de fusion con 6 residuos de
histidina en el extremo amino terminal de la GFP. A continuacién, se muestra
la secuencia de la proteina completa, con los residuos de histidina resaltados

en azul y los de la GFP en verde:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGTLELKLRKILQSTVPRARDPPVATM
VSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFI
CTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYYV
QERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKL
EYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPI
GDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMD
ELYK
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Construccion proteica 6xHis:GFP

6xHis GFP

Cola cationica de union Proteina fluorescente verde

Figura 17. Estructura de la proteina recombinante 6xHis:GFP. Se ha fusionado una
secuencia de 6 residuos de histidina en el extremo amino-terminal de la GFP.

La secuencia génica indicada se sintetizé y clond por la compafia General
Biosystems (Morrisville, USA). La construccién génica resultante fue

secuenciada para su comprobacion.

La secuencia genética esta clonada en el vector pET-15b (Novagen). En dicho
vector, los genes clonados estan bajo el control de la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7, una polimerasa altamente especifica por la accién de su
promotor lac, de manera que la transcripcion de los genes de interés sélo va a
tener lugar tras la adicion del correspondiente inductor. En el caso del promotor
lac, se puede inducir por el isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), un
analogo no hidrolizable de la alolactosa. En ausencia de inductor, gracias a la
presencia de la secuencia lacl que codifica la proteina represora Lacl, ésta
impide que la ARN polimerasa transcriba los genes, de manera que el sistema
permanece inactivo para el ahorro energético de la bacteria. El vector pET-15b
también presenta un gen de resistencia a ampicilina, permitiendo una posterior
seleccion de las bacterias que hayan sido transformadas con el plasmido de

interés.

Con este plasmido que contiene la secuencia, se transformaron bacterias

quimicamente competentes One Shot™ BL21(DE3)pLysS E. coli (Thermo
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Fisher). El plasmido pLysS se caracteriza por la produccion de la lisozima T7
para reducir la expresion basal del gen de interés, y ademas confiere resistencia
al antibidtico cloranfenicol. Siguiendo el protocolo de transformacién
proporcionado por la citada compafiia, se descongel6 en hielo un vial de 50 pl
de bacterias competentes a las que se afiadié 1 pl de DNA de 6xHis:GFP (10
ng), y tras mezclar suavemente, se dejo incubando en hielo durante 30 min. Se
calent6 entonces en bafio a 42 °C durante 30 segundos, volviéndolo a poner
rapidamente en hielo. Se afiadié al tubo 250 pl de medio SOC (Super Optimal
Broth) precalentado y se dejé crecer a 37 °C en agitacion a unas 225 rpm
durante 1 hora. A continuacion, se sembraron dos volumenes distintos del
cultivo (20 ul y 200 ul) en dos placas con LB agar (Labkem) con ampicilina
(100 pg/ml; Scharlau) y cloranfenicol (34 pg/ml; Fisher Scientific), y se
dejaron incubando a 37 °C durante toda la noche para el crecimiento de las

colonias bacterianas.

2.2. Sintesis, clonacion y transformacion de STxB:6His
Para la produccién de una proteina recombinante consistente en la subunidad
B de la toxina Shiga con una secuencia de 6 histidinas, construccion
denominada STxB:6xHis, se disefid una construccion de ADN partiendo de la
secuencia de la subunidad B de la toxina Shiga 2 recogida en la referencia
NC_002695.1 de GenBank (NCBI). A esta secuencia se le afiadié otra
codificante para seis residuos de histidinas en su extremo 3’, resultando en la

siguiente construccion genética:

ATGAAGAAGATGTTTATGGCGGTTTTATTTGCATTAGCTTCTGTTA
ATGCAATGGCGGCGGATTGTGCTAAAGGTAAAATTGAGTTTTCCA
AGTATAATGAGGATGACACATTTACAGTGAAGGTTGACGGGAAAG
AATACTGGACCAGTCGCTGGAATCTGCAACCGTTACTGCAAAGTG
CTCAGTTGACAGGAATGACTGTCACAATCAAATCCAGTACCTGTG
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AATCAGGCTCCGGATTTGCTGAAGTGCAGTTTAATAATGACCATC
ATCACCATCACCATTGA

La secuencia de aminodcidos resultado de la transcripcién y traduccién del

ADN seria asi la siguiente:

MKKMFMAVLFALASVNAMAADCAKGKIEFSKYNEDDTFTVKVDGK
EYWTSRWNLQPLLQSAQLTGMTVTIKSSTCESGSGFAEVQFNNDHH
HHHH

Esta construccion fue sintetizada y clonada en el vector pET-15b (Novagen)
por la empresa General Biosystems. Al igual que en el caso de la 6xHis:GFP,
al tratarse del mismo vector, la expresion de STxB:6xHis va a producirse tras
la induccidén por IPTG, y la seleccion de bacterias transformadas se puede
realizar mediante la adicién de ampicilina gracias al correspondiente gen de
resistencia. El liofilizado proporcionado por General Biosystems, 5 ug, fue
reconstituido en 50 pl de H,O destilada desionizada para poder proceder a su
transformacion en las células quimicamente competentes One Shot™
BL21(DE3)pLysS E. coli, siguiendo el mismo protocolo descrito en el anterior

apartado para 6xHis:GFP.

2.3. Sobreexpresion de 6xHis:GFP y STxB:6xHis
Para llevar a cabo la sobreexpresion de las proteinas recombinantes, se inocul6
una colonia aislada de las placas con las bacterias BL21(DE3)plySs
transformadas con los plasmidos correspondientes, bien a la construccion de
6xHis:GFP o de STxB:6xHis, en 20 ml de medio de cultivo nutritivo LB
(Labkem) suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y cloranfenicol (34
ug/ml). Tras dejar el preindculo creciendo toda la noche, se realizé una
dilucién 1:100 del preindculo a un volumen mayor de LB con ampicilina (100
pg/ml) para la posterior induccion de la expresion de la proteina de interés.
Una vez hecha esta dilucion, se dejé crecer el cultivo a 37 °C hasta que su

densidad 6ptica a 600 nm (ODsego) alcanzase un valor entre 0.5-0.6, dato
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indicativo de que las bacterias estan en su fase exponencial de crecimiento y
es, por tanto, el momento éptimo para inducir la expresion de la proteina. Para
la induccién, en el caso de la 6xHis:GFP, se afiadi6 al cultivo bacteriano IPTG
(PanReac AppliChem) a una concentracion de 0.7 mM y se dejo incubando a
37 °C durante 4 h. Para la STxB:6xHis, se afiadiéo IPTG a una concentracion
de 0.1 mM y se incub6 15 h a temperatura ambiente. Pasado el tiempo
correspondiente de induccion, se centrifugd el cultivo bacteriano a 4200 rpm
durante 30 min, se descartdé el sobrenadante y los pellets bacterianos se
guardaron a -80 °C hasta su uso, 0 en hielo si se procedi6 inmediatamente

después a la lisis.

2.4. Lisis bacteriana y extraccion de proteinas
Para lisar las bacterias y obtener la fraccion soluble de proteinas, entre las que
estara la proteina 6xHis:GFP o STxB:6xHis sobreexpresada, se realiz6 una
digestion enzimatica de la pared bacteriana con lisozima, seguida de una lisis
mecanica por ultrasonidos para complementar la rotura. Asi, los pellets de
bacterias se resuspendieron en tampén de lisis LEW (tampdn de lisis-
equilibrado-lavado) (50mM NaH2PO., 300mM NaCl, pH 8) suplementado con
1 mg/ml de lisozima (PanReac AppliChem, 22500 U/mg) e inhibidor de
proteasas [1 tableta por cada 10 ml de tampon; Pierce Protease Inhibitor
(Mini)Tablets (EDTA-free), Thermo Fisher Scientific] para prevenir la
degradacion de la proteina de interés por accion de proteasas enddgenas de las
bacterias. De manera aproximada, para los pellets bacterianos
correspondientes a 250 ml de cultivo, se utilizaron 3 ml de tampon LEW
suplementado. Se incub6 con este tampon 30 min en frio para que actuase la
lisozima y después se sonicd con punta a 65% de amplitud con ciclos de
sonicacion de 15 segundos con 15 segundos de reposo entre ciclos, hasta un
tiempo total de 5 min. A continuacion, se centrifug6 a 10000 rpm durante 30
min a 4°C, y se separ0 y filtro el sobrenadante por una membrana de tamafio

de poro de 0.45 pm para eliminar posibles bacterias o agregados que quedasen
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presentes. En este sobrenadante se encuentra la fraccion total de proteinas
solubles de las bacterias, entre las cuales estd la proteina de interés

sobreexpresada que ha de purificarse en un paso posterior.

2.5. Purificacion de las proteinas recombinantes
Para la purificacion de la STxB:6xHis, se utilizaron columnas de Niquel
Protino Ni-TED 1000 (Machery-Nagel). Esta purificacion se basa en la
cromatografia de afinidad de iones metélicos inmovilizados (IMAC); los
residuos de histidina de la proteina se unen a los iones Ni%* de la resina de la
columnay después, gracias a un tampdn con imidazol, éste se coordina con los

iones Ni?* y desplaza a la proteina unida.

Siguiendo el protocolo indicado por el fabricante, primero se equilibré la
columna con 2 ml de tamp6n LEW 1X (50 mM NaH;PQO,4, 300 mM NacCl, pH
8), y a continuacion se afiadid el sobrenadante de la lisis bacteriana filtrado,
momento en el que queda unida la proteina con las histidinas a la resina de la
columna. Después de lavar con 4 ml de tampon LEW para eliminar el exceso
de proteinas que no se hubiesen unido a la columna, finalmente se eluy6 la
proteina unida afiadiendo 4.5 ml de buffer de elucion con imidazol (50 mM
NaH,PQO4, 300 mM NacCl, 250 mM imizadol, pH 8).

Para eliminar el imizadol de la soluciény que asi no interfieriese en la posterior
funcionalizacion de los NMs, se utiliz6 una columna de desalinizacion PD-10
con resina de Sephadex® G-25 (GE Healthcare Life Sciences™) para
transferir la proteina a PBS 1X. Para ello, siguiendo el protocolo, se equilibré
la columna con unos 24 ml de PBS 1X filtrado. A continuacion, se cargaron
2.5 ml de la proteina purificada y, finalmente, se eluy6 en 3.5 ml de PBS 1X.
Para conservar a corto-medio plazo la proteina a 4 °C, se afiadi6 azida sédica
al 0.1% (p/v).
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2.6. Conjugacion de STxB-6xHis con FITC
A diferencia de la GFP, que tiene fluorescencia enddgena, la proteina quimera
STxB:6xHis no muestra fluorescencia. Por ello, para poder realizar un
seguimiento de la proteina cuando se funcionalizase con ella las NPs en
determinados experimentos, se procedi6 a conjugarla con un fluoréforo, en
este caso el isotiocianato de fluoresceina (FITC, isomero I, Sigma-Aldrich). A
través del grupo isotiocianato, y en condiciones de pH ligeramente bésico,
dicho fluoréforo es capaz de unirse a los grupos amino no protonados de la
proteina, principalmente el amino-terminal y también a los de residuos de

lisina, formando un enlace tiourea.

Para la conjugacion de la proteina con FITC, por cada ml de proteina en PBS
1X se afiadieron 100 ul de tampon bicarbonato sodico 1 M a pH 8.8.
Manteniendo la proteina en agitacion constante, se afiadieron 50 ul de una
solucion de FITC a 5 mg/ml en DMSO muy lentamente, y manteniendo la
agitacion se dejé reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente
protegiéndola de la luz. Para eliminar el exceso de FITC no conjugado, la
mezcla de reaccion se pasé por una columna PD-10 de desalinizacion. Tras el
equilibrado con PBS 1X, se carg6 la mezcla de reaccion, observandose una
primera fraccion conteniendo la proteina conjugada al fluoréforo, que se eluy6
con 3.5 ml de PBS 1X, quedando en la parte superior de la columna, claramente
separada y diferenciada una segunda fraccion que correspondia con el exceso

de fluordforo no conjugado.

2.7. Electroforesis SDS-PAGE
La electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
es uno de los métodos mas usados para el analisis de mezclas de proteinas en
funcion de sus pesos moleculares. Se trata de un tipo de electroforesis
desnaturalizante en la que las muestras de proteina se desnaturalizan por calor

y por tratamiento con agentes reductores como el 2-mercaptoetanol, que rompe
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los puentes disulfuro de las proteinas, y el dodecilsulfato sédico (SDS), que
ayuda a desnaturalizar y, ademas, confiere a las proteinas una carga neta
negativa. Asi, todas viajan hacia el anodo, separandose en funcién inicamente
de su peso molecular. Se puede entonces determinar el peso molecular de
cualquier proteina comparando con un patrén de proteinas de pesos

moleculares conocidos que también se cargan en el gel.

Esta técnica se utilizo para verificar las diferentes fracciones del proceso de
sobreexpresion en bacterias, asi como la posterior extraccion y purificacion de
las proteinas recombinantes. También se empled en los posteriores estudios de
funcionalizacion de NMs para analizar la proteina unida en superficie. En el
caso de los cultivos bacterianos, se tomaron antes y después de la induccion
muestras de 500 pl, centrifugadas a 13000 rpm durante 10 min y
resuspendiendo el pellet en 50 ul de tampon de carga 1X (stock 4X: Tris-Cl
200 mM (pH 6.8), 8% SDS, 40% (v/v) glicerol, 2-mercaptoetanol 400 mM,
0.4% (p/v) azul de bromofenol). Se tomaron también muestras de todos los
pasos en el proceso de lisis y purificacion de la proteina para evaluar su
eficiencia y localizar en qué fracciones aparece la proteina de interés; en este
caso, se tomaron 37 ul de cada fraccién a los que se afiadieron 13 ul de tampén
de carga 4X. Todas las muestras se calentaron a 95 °C durante 10 minutos para

la desnaturalizacion de las proteinas previa a la carga en el gel.

Se utilizaron geles de poliacrilamida en gradiente del 4 al 12% (Bio-Rad) y en
otras ocasiones del 12% (TruPAGE Precast Gels, Sigma-Aldrich). Estos
altimos permiten una mejor separacion de proteinas de bajo peso molecular,
como es el caso de STxB:6xHis (<11 kDa). Las electroforesis se llevaron a
cabo en cubetas Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad) a un voltaje constante
de 180 V hasta que el frente de migracion alcanzase la linea marcada en el
cassette del gel. En cada gel se cargaron 2.5 ul del patron de pesos moleculares

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad), que contiene una
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mezcla de 10 proteinas recombinantes de pesos moleculares conocidos entre
10y 250 kDa.

La técnica utilizada para detectar las proteinas separadas en los geles de
poliacrilamida fue la tincion con azul de Coomassie, un colorante con elevada
afinidad por las proteinas y que permite tefiirlas de manera sencilla en
presencia de un medio acido. Para la fijacion y tincién de las proteinas, se
sumergio el gel en una solucion de azul de Coomassie (Fisher Bioreagents) al
2.5% (p/v), 10% (v/v) de acido acético (99%, Cofarcas) y 45% (v/v) de metanol
(extrapuro, Scharlau). Pasada 1 h, se retir6 la tincion y se procedio a destefiir
el gel en una solucién con 10% (v/v) de acido acético y 40% (v/v) metanol,
renovando varias veces la solucién hasta que se apreciasen bien contrastadas
las bandas de proteina. Para su conservacion y documentado, los geles se
mantuvieron en agua destilada. Los geles se documentaron en el sistema
automatizado de imagen Doc™ EZ System (Bio-Rad) equipado con una
camara CCD, para ser posteriormente analizados con el programa Image Lab
(Bio-Rad).

2.7.1. Cuantificacién de proteinas a partir de geles SDS-PAGE
En determinados experimentos, se requirié una cuantificacién de proteina a
partir de los geles tras su tincion con Coomassie. Para ello, llevé a cabo una
cuantificacion de los mismos utilizando el programa ImageJ y su herramienta
“Geles”; esta herramienta analiza cada banda del gel y las representa en forma
de grafica con picos de area proporcional a la intensidad de la banda. De esta
forma, tomando una banda de proteina como referencia, se puede llevar a cabo
una determinacion, de carécter semi-cuantitativo, de la cantidad de proteina en

una determinada banda del gel.

2.8. Funcionalizacion de NMs con las proteinas recombinantes
Para la funcionalizacién de los NMs, bien de SiO; o recubiertos de SiO., con

las proteinas recombinantes, en primer lugar, se lavaron las NPs con agua
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destilada para eliminar el etanol en el que se conservan y evitar que afectase a
la proteina y a su union. Tras estos lavados, se afiadié a los NMs una solucion
de proteina purificada en exceso en PBS 1X y se sonic6 con punta para la
funcionalizacién (Sonics Vibracell VCX 130W; amplitud 30%, 3 pulsos de 2
segundos con 2 segundos de descanso entre pulsos). Para retirar el exceso de
proteina sin unir, se centrifugdé un minimo de 3 veces (10 min aprox. a 8000
rpm, en funcién del NM), resuspendiendo en cada lavado con PBS 1X. Con
estos lavados se consiguio retirar la denominada soft corona, es decir, aquellas
proteinas que se habian unido de manera mas débil e inespecifica, manteniendo
las proteinas en contacto directo con la superficie con gran afinidad, la hard
corona (Figura 18) (Monopoli et al., 2013).

L
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Figura 18. Proceso de tratamiento de las NPs funcionalizadas para el analisis de la proteina
unida en superficie mediante SDS-PAGE. Tras la funcionalizacion con la proteina de interés
y el primer lavado de exceso de proteina, sobre las NPs quedan adsorbidas tanto las proteinas
con mayor afinidad sobre la superficie (hard corona) como otras con menor afinidad e
interaccionando con la hard corona (soft corona). Tras 3 lavados, sobre las NPs quedan unidas
Unicamente las NPs de la hard corona. Mediante un tratamiento con tampén de carga y
calentando a 95 °C, seguido de centrifugacion, se obtiene un sobrenadante que contiene las
proteinas de la hard corona despegadas y desnaturalizadas, listas para cargarlas en los geles de
SDS-PAGE.

Para verificar la funcionalizacion, se recogieron muestras para SDS-PAGE;
para ello, las NPs funcionalizadas y lavadas se trataron con tampon de carga

para desnaturalizar y despegar la proteina de la superficie de las NPs. Tras este
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tratamiento, se centrifugaron las particulas (10 min a 8000 rpm) y se carg6 en
los geles el sobrenadante correspondiente a la proteina unida a

aproximadamente 50 pg de NPs.

2.9. Ensayos de la estabilidad de la funcionalizacion
Con el fin estudiar la estabilidad de la biofuncionalizacion basada en proteinas
recombinantes que contengan una secuencia de varias histidinas como soporte
de union, se utilizaron como modelo la construccion de 6xHis:GFP y particulas
de SiO, de 500 nm. El elevado tamafio de particula, junto con la fluorescencia
propia de la proteina, facilitaron la visualizacion de las particulas y el estado

de la cobertura proteica mediante microscopia confocal de fluorescencia.

2.9.1. Digestion enzimatica de la secuencia 6xHis
Para demostrar que la orientacion de la proteina en la superficie de las
particulas viene dada mayoritariamente por la secuencia de histidinas, se
realiz6 un experimento comparando la conjugacion de la proteina completa
frente a su version sin histidinas. Para ello, se realizd una digestion enzimética
de la secuencia 6xHis con tripsina. Tras comprobar con la herramienta
PeptideCutter de ExXPASy que la proteina presentaba sitios de corte con tripsina
(Figura 19A), se incubd una solucion de 6xHis:GFP purificada con tripsina
(tripsina 0.5%-EDTA 10X, Thermo Fisher) al 0.025% en PBS 1X (pH 7.4) a
37 °C durante 10 min, siguiendo protocolos ya descritos (Hubbard, 1998). Para
detener la reaccién de protedlisis, se afiadié tampdn de carga desnaturalizante.
La proteina resultante tiene un tamafio de ~27 kDa (Figura 19B), de acuerdo
con el andlisis de los sitios de corte. Posteriormente, se funcionalizaron
particulas de SiO-, tanto con la proteina digerida, GFP, como con 6xHis:GFP.
Se analizaron mediante SDS-PAGE, tanto la proteina unida a las particulas en
cada caso, como el sobrenadante de los lavados tras la conjugacion (proteina

no unida a las particulas).
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGTLELKLRKILQSTVPRARD
PPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEG
DATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDH
MKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGD
TLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQK
NGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNH
YLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

= 31 sitios de corte con tripsina

= 6 sitios de corte no afectan a GFP y cortan 6xHis

= Tamafios resultantes = 7: 30 kDa, 2: 29 kDa, 3: 28.7 kDa, 4: 28.6 kDa,
5:27.7 kDa; 6: 27.5 kDa
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Figura 19. Digestion enzimatica de 6xHis:GFP con tripsina. (A) Secuencia aminoacidica de
la proteina 6xHis:GFP, con los sitios de corte por la proteasa tripsina marcados en rojo. Se han
marcado Unicamente los sitios que eliminarian la secuencia 6xHis (en azul) sin afectar a la
estructura de la GFP (marcada en verde). (B) Comprobaciéon mediante SDS-PAGE de la
protedlisis de 6xHis:GFP tras diferentes tiempos de incubacidon con ftripsina a 37 °C,
obteniéndose mayoritariamente una proteina de ~25 kDa.

2.9.2. Estudio de la estabilidad de la union de 6xHis:GFP en
diferentes condiciones de pH y concentracién de sal

Se llevod a cabo un estudio de la estabilidad de la unién de la proteina a la
superficie de las particulas en diferentes condiciones de pH vy sal, tanto las
fisiologicas que podrian encontrarse en distintos compartimentos de la célula
0 tejidos, como condiciones mas extremas. En el caso de los ensayos a
diferente pH, se prepararon tampones a diferente pH, seleccionados para

mantener la misma fuerza idnica en todos ellos: pH 5.2, MES 250 mM; pH 6.0,
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MES 100 mM; pH 6.5, 20mM NaH2POs; pH 7.0, 20mM NaH:PO.; pH 8.0,
50mM Tris-HCI; pH 9.0, 150mM Tris-HCI (todos los reactivos usados se
obtuvieron de Sigma-Aldrich). Para estudiar la influencia de la concentracién
de sal (NaCl), se prepararon dos tampones, uno de composicién 10 mM
Na;HPOQO4, 1.8 mM KH2PO4, 2.7 mM KCI (PanReac AppliChem), pH 7.4,y
otro exactamente igual con NaCl 1M. Estas dos soluciones se mezclaron en las
correspondientes proporciones para obtener las soluciones finales con
concentraciones de NaCl de 0, 0.15, 0.3, 0.5, 0.75 y 1 M. Tras la conjugacion
de una solucién de particulas de SiO2-500 nm con 6xHis:GFP, ésta se repartid
en alicuotas idénticas y se afladieron a cada una las correspondientes
soluciones de diferente pH y concentracion de NaCl. Se incubaron a 37 °C
durante 2 h en agitacion suave en noria, posteriormente se hicieron 3 ciclos de
centrifugacion y lavado con PBS 1X, para finalmente resuspender tras el
altimo lavado en tampon de carga, para su analisis mediante SDS-PAGE. Se
hizo una cuantificacion relativa a la cantidad de proteina adsorbida tras las
incubaciones en condiciones de pH 7 y NaCl 150 mM, tomadas como
referencia al ser las condiciones fisiologicas en las que se funcionalizan las
particulas. El experimento completo se realizé por triplicado y se realiz6 una

media de las tres cuantificaciones.

2.9.3. Estudio de la estabilidad de la unién en condiciones
fisiologicas

Para evaluar la estabilidad de la unién de la proteina quimera modelo
6xHis:GFP en la superficie de particulas de SiO, tras la exposicion a
condiciones bioldgicas, en primer lugar se incub6 una solucién de particulas
de SiO; biofuncionalizadas en una solucion 137 mM NaCl, pH 7.4 con un 30%
de FBS a 37 °C, y se tomaron alicuotas a 1, 4, 24, 48 y 72 h tras la incubacién.
Las muestras a los diferentes tiempos se lavaron 3 veces con PBS 1X
(centrifugacion a 7000 rpm, 10 min), y finalmente se resuspendieron en 50 ul

de tampdn de carga 1X para su analisis mediante SDS-PAGE. El experimento
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se realizd por triplicado, y las cuantificaciones de los geles se realizaron con el

programa ImageJ, tal y como se ha descrito anteriormente (Apartado 2.7.1.).

3. Ensayos en cultivos celulares
3.1. Lineas celulares empleadas y condiciones de cultivo
Las lineas celulares con las que se trabaj6 a lo largo de esta Tesis aparecen
recogidas en la Tabla 1. 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 manipulacion de las lineas celulares se realizé

en condiciones estériles en campana de flujo laminar.

Tabla 1. Lineas celulares empleadas

Medio de Identificacién de
cultivo ATCC

Linea celular

Células humanas de MEM
Detroit 562 carcinoma ATCC® CCL-138™

. 10% FBS
escamoso de faringe
Células humanas de MEM
A O)T™M
HelLa cancer de cuello de 10% EBS ATCC® CCL-2

Utero

3.2. Viabilidad celular
Tanto las NPs de Fe3;0.@SiO-RBITC como los AuNRs@SiO,-RBITC
sintetizadas fueron incubadas en cultivos de células Detroit 562 para testar su
posible citotoxicidad. Las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos, y
tras 24 h se afiadieron los dos tipos de NMs a concentraciones de 5y 15 pg/ml.
Para el andlisis de la viabilidad celular tras 24, 48, 72 'y 96 h de incubacion, se
utilizé el método de tincidn por exclusion con azul de tripan. Con este método,
las celulas vivas, con su membrana intacta, excluyen el colorante y quedan sin
tefiir, mientras que las células necréticas, cuyas membranas se encuentran

dafiadas y permeabilizadas, se tifien de color azul. Para su evaluacion, se diluy6
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el azul de tripan (solucién al 0.4%, Sigma-Aldrich) con las células en medio
de cultivo 1:1 (v/v) y se contaron con el equipo TC20™ Automated Cell
Counter (Bio-Rad). Cada incubacion se realizé por triplicado en experimentos
independientes, poniendo siempre en paralelo los correspondientes controles
de células sin tratamiento con NMs. Para evaluar el crecimiento de las células,
asi como su morfologia respecto a las células control, también se tomaron
imégenes de las células vivas a los diferentes tiempos de incubacion con un
microscopio de contraste de fases Nikon eclipse TS100F invertido con una
camara digital Progress CT5 (Jenoptik).

3.3. Inmunofluorescencia
Los NMs funcionalizados con STxB:6xHis se afiadieron a los cultivos de
células que presentan el receptor Gb3 para analizar la interaccion entre ambos
Yy, por tanto, la entrada especifica de las NMs via dicho receptor. Para ello, se
cultivaron las células sobre cubreobjetos de borosilicato redondos de 10 mm
de didmetro (Thermo Fisher) un minimo de 24 h antes de realizar la

inmunofluorescencia.

Se recogieron muestras a diferentes tiempos tras la adicién de los distintos
NMs funcionalizados (a una concentracion de ~5 ug/ml), se lavaron con PBS
1Xy se fijaron incubando durante 20 min con paraformaldehido (Alfa Aesar)
al 4% en PBS 1X. Para estudiar la co-localizacion de las NMs con el receptor
Gb3, se tifieron las muestras con el anticuerpo primario rata anti-Gb3
conjugado con Alexa647 (clon 5B5, BD Biosciences) a una dilucion de 1:100.
La muestra se incub6 durante 1 h a temperatura ambiente con dicho anticuerpo
Yy, posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 min cada uno con PBS-T
(Triton X-100) al 0.1 %. Para la visualizacion de la actina en determinadas
muestras, se utiliz6 Faloidina conjugada con TRITC (lsotiocianato de
Tetrametilrodamina B; Sigma Aldrich). Para visualizar los nicleos se utilizo
Hoechst 1:4000 (Hoechst 33258, Sigma-Aldrich). Para su almacenamiento, los
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cubreobjetos fijados se dejaron en una solucion de PBS + 0.1 % de azida sodica
(NaNs) a 4 °C. Las muestras se montaron en medio Inmu-Mount (Thermo
Fisher) sobre portamuestras (CellPath). Para la visualizacion de las muestras
se utiliz6 un microscopio confocal Nikon ALR equipado con varios laseres de
longitudes de onda: 405, 488, 514, 561, 633 nm, y con dos sistemas de
deteccidn: por filtros en cuatro canales y espectral de 32 canales con tres
rejillas de difraccion diferentes. Se emplearon los objetivos con las aperturas
numeéricas (NA) correspondientes: 10X (0.45 NA), 20X (0.75 NA), 60X (1.3
NA), y 100X (1.49 NA).

3.4. Analisis de localizacién subcelular de las NPs mediante
TEM

Para analizar la internalizacion y la localizacion de las NPs funcionalizadas
con STxB:6xHis en las células Detroit 562 a diferentes tiempos (30 min, 2 hy
24 h), se tomaron iméagenes de microscopia electronica. Las células a analizar
se lavaron dos veces con PBS 1X, y se fijaron durante 1 hora con
glutaraldehido al 3% en tampon fosfato 0.12 M (pH 7.4). Para aumentar el
contraste de las membranas celulares, se realizd una post-fijacion durante 1
hora y media en tetradxido de osmio al 2% a temperatura ambiente. Después
de varias etapas de lavado con tampon fosfato 0.1 M, la muestra se deshidraté

en una serie gradual de acetona (99.6%, Labkem):

o Acetona 30%, 15 minutos

o Acetona 50%, 15 minutos

o Acetona 70% + acetato de uranilo 1%, 30 minutos
o Acetona 80%, 30 minutos

o Acetona 90%, 30 minutos

o Acetona anhidra, 30 minutos (dos pasos)

o Oxido de propileno, 30 minutos (dos pasos)
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Posteriormente la muestra se integrd en una resina tipo Durcupan (Fluka,
Sigma- Aldrich) y la polimerizacion se llevd a cabo en una estufa a 60 °C
durante 48 h. Finalmente, los bloques se cortaron con un ultramicrotomo
(Leica, Ultracut UCT). Se realizaron cortes semifinos de 1 um de espesor que
se tifieron con azul de toluidina al 1% para valorar la correcta preservacion del
material. Los cortes ultrafinos de 60 nm se montaron en rejillas de niquel y se
tifieron con acetato de uranilo antes de su visualizacién. Todo el proceso de
fijacion y tratamiento para la inclusion en resina fue llevado a cabo por Débora
Mufioz, técnica de laboratorio del grupo de Nanomedicina. Los cortes se
realizaron en el ultramicrotomo Leika® del Departamento de Anatomia y
Biologia Celular de la Facultad de Medicina (UC). El microscopio electrénico
utilizado para el andlisis de las muestras fue un JEOL JEM 1011 equipado con
una cdmara digital Gatan de alta resolucion (ubicado en IDIVAL).

4. Hipertermia fotoinducida
4.1. Calentamiento de los nanomateriales en suspension
Para conocer la capacidad de transformar la potencia de un laser en calor y,
por tanto, la capacidad que tienen las NMs utilizados para su aplicacion en un
tratamiento por hipertermia en células tumorales, se hicieron estudios previos

con los NMs en suspension.

Un volumen conocido de NMs en suspension coloidal (2 ml) se afiadi6 a una
cubeta de cuarzo, la cual se cubrié con papel de aluminio dejando en éste
Gnicamente un pequefio orificio de entrada y salida del l&ser para determinar
la potencia transmitida. Se colocd el laser a una distancia aproximada de 30
cm de la cubeta, con un tamafio del spot laser de unos 3 mm de diametro. Para
registrar el calentamiento de las NPs en funcién del tiempo, se sumergio en la
muestra un termOmetro tipo termistor y se recogieron los valores de

temperatura en funcion del tiempo. Como laser se emple6 un diodo laser de
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808 nm de 1W de potencia maxima (regulable) el tiempo necesario hasta que
el sistema alcanzd una temperatura estacionaria (equilibrio termodinamico),
momento en el que se apagd el laser y se procedio a analizar el enfriamiento
de la suspension coloidal recogiendo la temperatura en funcion del tiempo

hasta temperatura ambiente.

4.2. Fotoactivacion de las NPs en cultivos celulares
Para evaluar el efecto citotdxico de los diferentes NMs sintetizados tras su
fotoactivacion con laseres NIR, se cultivaron células Detroit 562 en placas de
35 mm (u-Dish, Polymer Coverslip Bottom, Ibidi). Tras 24 horas, se afiadieron
tanto NPs de Fes0s@SiO-RBITC como AuNRs@SiO,-RBITC
funcionalizados con STxB:6xHis al medio de cultivo de células Detroit562, a
concentraciones de 5 y 15 pg/ml. Se dejaron incubar durante 2 h, y se afiadid
al medio de cultivo ioduro de propidio (Sigma-Aldrich) a una concentracién
de 0.25 pg/ml para visualizar las células necroticas. Este se emple6 ya que, al
dafarse la membrana celular, las células captan el colorante y se tifien de color
rojo. Se irradiaron las células vivas en cultivo con los NMs con el laser de
diodo de 808 nm a 1W de potencia, situdndolo a ~15 cm sobre la placa de
cultivo en divergencia, de modo que se irradié la mayor area posible, durante
diferentes tiempos. Tras el apagado del laser, se monitorizé la zona de cultivo
irradiada (previamente marcada), tomando imégenes secuencialmente con el
equipo de imagen fluorescente ZOE Cell Imager (Bio-Rad), hasta varias horas

después de la exposicion.
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1. Sintesis y caracterizacion de los nanomateriales

1.1. Anélisis mediante TEM de la morfologia, recubrimiento y
distribucién de tamarios de los NMs sintetizados

En esta Tesis, se ha escogido trabajar con nanorods de oro (AuNRSs) y con NPs
de 6xido de hierro (FesO4) por su biocompatibilidad y por sus mdltiples
propiedades aplicables en la nanomedicina del cancer, destacando entre otras
su capacidad de calentarse tras absorber luz infrarroja, pudiendo ejercer una
terapia antitumoral mediante hipertermia fotoinducida. También se ha
trabajado en la modificacion de la superficie para adecuarlos a sus aplicaciones
en CCC. En concreto, para el recubrimiento de estos NMs se ha utilizado silice
(SiO2), un material biocompatible, de espesor y porosidad controlables, estable
y con transparencia dptica. Por sus grupos funcionales, permite la conjugacion
de multitud de moléculas; en este trabajo, se ha incorporado de manera
covalente en la capa de SiO. un fluoréforo, el RBITC, que va a permitir
determinar la localizacion de los NMs en células y tejidos tras su
administracion. Ademas, a pH fisiologico, la silice esta cargada negativamente,
lo que va a servir, por un lado, para favorecer su dispersion y, por otro, para
tener una plataforma para la biofuncionalizacién de los NMs para su

direccionamiento (ver Resultados, Apartado 2).

La morfologia y dimensiones de todos los NMs sintetizados, asi como el grosor
de la capa de SiO; que los recubre, se evalué mediante Microscopia Electronica
de Transmision (TEM).

La Figura 20A muestra las imagenes de FesO. previas al recubrimiento, con
forma esférica y con un didmetro promedio de 9.9 + 2.5 nm, donde se han
contabilizado més de 300 particulas. Gracias al recubrimiento con grupos
oleato en la misma reaccion de sintesis hidrotermal, se previene la agregacion
de las NPs, manteniéndolas dispersas y facilitando asi su posterior
recubrimiento, en este caso con SiO». Con las cantidades de reactivos utilizada

en la reaccion, se obtuvo un grosor de capa de 15 nm, estimado a partir de las
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iméagenes obtenidas por TEM (Figura 20B). Se puede apreciar cémo la gran
mayoria de las NPs de Fe;O. se han recubierto de manera individual y, aunque
aparecen algunas con varios nucleos o por el contrario sin ellos (esferas
compuestas Unicamente de SiO2) en ambos casos, la contribucion es minima.
Ademas, el hecho de incluir el fluor6foro RBITC conjugado covalentemente
en la capa de SiO;, no parece influir en la formacion y en la morfologia final
de la capa. El cardcter magnético de las NPs permite ademas seleccionar
Unicamente aquellas que incluyen un ndcleo de FesO4 y desechar las de SiO..
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Figura 20. Imagenes de TEM y analisis de distribucion de tamafios de las NPs de FesOa.
(A) Iméagenes de las NPs de FesOus sintetizadas por método hidrotermal previo recubrimiento,
con unas dimensiones de 9.9 + 2.5 nm de diametro (N = 318). (B) Iméagenes a diferentes
magnificaciones de las NPs de Fe3O1s@SiO2-RBITC, con un didmetro promedio total de 25 nm
y, por tanto, un grosor de capa de ~15 nm (N = 210). A la derecha se muestran las graficas con
las distribuciones de tamarfio correspondientes.

En la Figura 21A se muestran los AuNRs sintetizados, con un tamafio
promedio de 52.0 = 4.7 nm de largo y 14.0 £ 1.4 nm de ancho, y una relacion
de aspecto de 3.7 + 0.4. Se puede apreciar la formacion de otras NPs con
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diferente morfologia, como esferas o cubos, ya que es complicado evitar su
crecimiento en la reaccion. Sin embargo, la proporciéon de estas formas es
minima en comparacion con la cantidad de AuNRs obtenida, y no va a afectar

a las propiedades globales de cara a su aplicacién posterior.

En cuando a su recubrimiento con SiO, la estrategia es diferente a la seguida
con el FesO4 por la naturaleza de las NPs. Con los métodos de sintesis
utilizados, las NPs son Unicamente dispersables y estables en agua. Para evitar
su agregacion al transferirse a un medio con alcohol para el recubrimiento de
SiO;, es necesario el uso de algun tipo de molécula que sustituya al CTAB de
la superficie de los AuNRs, y que permita la transferencia a un medio distinto
del agua. Otra de las limitaciones que ofrece el oro es su reducida afinidad por
la mayoria de los grupos funcionales, reduciéndose casi exclusivamente a los
grupos tioles, por los que presenta una elevada afinidad. Asi, una de las
estrategias mas efectivas y utilizadas es el recubrimiento con PEG modificado
por uno de sus extremos con un grupo tiol (PEG-SH) (Fernandez-L6pez et al.,
2009). En la Figura 21B se puede ver el resultado final del recubrimiento de
los AuNRs con SiO; dopada con RBITC, con un grosor de capa de 34.6 £ 1.3
nm. El recubrimiento es homogéneo en todas los AuNRs, recubriéndose
practicamente en su totalidad de manera individual y sin la formacién de
particulas de SiO; independientes. El grosor de la capa puede regularse en

funcidn de las adiciones sucesivas de TEOS que se realicen (ver Figura 21C).
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Figura 21. Imagenes de TEM vy analisis de distribucién de tamafios de los AuNRs
sintetizados. (A) Imagenes a diferentes magnificaciones de los AuNRs sintetizados previo
recubrimiento, con unas dimensiones de 52 nm de largo, 14 nm de ancho y una relacién de
aspecto de 3.7. Debajo de las imagenes se muestran las distribuciones de tamafio
correspondientes. (B) Imagenes a diferentes magnificaciones de los AuNRs tras su
recubrimiento con una capa de SiO2 de 34.6 nm de grosor promedio. En todos los casos, el
recuento y promedio se hicieron con N = 150. (C) Ejemplo de un crecimiento secuencial de la
capa de SiO2 (1=18 nm, 2=24 nm, 3=54 nm) tras sucesivas adiciones de TEOS.
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Ademas, como ya se ha mencionado, para determinados experimentos se
emplearon particulas de SiO; de 500 nm de didmetro como nanomaterial
modelo. Este tamafio se emple6 con el fin de facilitar su visualizacién por
medio de técnicas de microscopia de fluorescencia confocal. En la Figura 22
se muestra una imagen de dichas particulas, con un tamafio promedio de 516

+29 nm.

Figura 22. Imagen de TEM de las particulas de SiO2 empleadas para pruebas de concepto
en microscopio de fluorescencia confocal. El tamafio promedio de las mismas es de 516+29
nm.

1.2. Caracterizacion estructural por difraccion de rayos X
Las muestras de Fes;O, sintetizadas con y sin recubrimiento de SiO, fueron
analizadas mediante difraccion de rayos X (XRD) para conocer méas detalles
estructurales. Los patrones de difraccién de ambas muestras, refinados por el
método de Rietveld, se muestran en la Figura 23. Los picos de difraccion que
aparecen en estos patrones son consistentes con la estructura cubica de la
magnetita; no obstante, no se descarta la presencia de trazas de maghemita
(Fe20s) ni de otras fases de impurezas, pero se encontrarian por debajo de la
sensibilidad de la técnica. En el caso de las NPs recubiertas de SiO», aparece
un pico ancho en torno a 26 = 23° (d = 3.87 A), tipico de un ordenamiento
amorfo, correspondiente a la capa de silice. A través de un analisis con el
programa TOPAS, se pudo realizar una estimacion del tamafio cristalino de las

NPs de FesOs, obteniéndose 13.2(3) nmy 8.9(3) nm en funcién del modelo de
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analisis escogido. En el caso de las NPs recubiertas de SiO2, los tamafios
estimados son de 17.6(6) nm y 9.1(5). Estos tamafios son consistentes con los

analizados a partir de las imagenes de TEM (Figura 20).
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Figura 23. Patrones de difraccion de rayos X de las NPs de Fe3Oa. Se analizaron las muestras
de FesOa sin recubrir (A) y recubiertas de SiO2 (B). Los picos corresponden con la estructura
cUbica de la magnetita. El pico ancho a 20 = 23° en (B) corresponde a la contribucion de la silice
amorfa. Los pardmetros estructurales estandar, asi como la microestructura, se refinaron por el
método de Rietveld.

1.3. Potencial
La determinacion del potencial { es una herramienta importante para
caracterizar la carga superficial de los NMs y obtener una idea de la estabilidad
a largo plazo de la suspension coloidal. Generalmente, se considera que un
valor de potencial { a partir de -30 mV o +30 mV es suficiente para que las
fuerzas de repulsion superen a las de atraccion y, por tanto, el sistema coloidal

sea estable. Por el contrario, valores inferiores del potencial pueden resultar en
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una inestabilidad y, consecuentemente, en la agregacion de los NMs debido a
fuerzas atractivas tipo van der Waals (Selvamani, 2019). De cara a una
aplicacién en un sistema bioldgico, esta agregacion puede suponer que el
sistema reticuloendotelial reconozca antes este cumulo e intente eliminarlo del
organismo, disminuyendo asi el tiempo de circulacion y su capacidad de
accion.

La Figura 24 muestra los valores de potencial { en agua de los NMs
sintetizadas, siendo de -52.1 £ 1.5 mV para las NPs de Fe;0.@SiO.-RBITC y
de -48.8 £ 0.1 mV para los AUNRs@SiO,-RBITC. En ambos casos, se trata de
valores negativos y proximos a los -50 mV, suficientemente altos como para
que la suspension sea estable y los NMs no se agreguen. Asi, los stocks de
NMs sintetizadas, permanecen en suspension varios meses. En el caso de las
particulas de SiO, de 500 nm de diametro, el valor de potencial es de -28.1 +
0.4 nm, algo menor que en el caso de los otros NMs, probablemente debido al
incremento del tamafio de particula; sin embargo, sigue siendo un valor
proximo a los -30 mV, limite a partir del cual se considera que el sistema va a
ser estable.
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Figura 24. Medidas de potencial { de los NMs sintetizados. En todos los casos, los valores
son negativos y proximos o inferiores a -30 mV, considerado como valor limite de estabilidad
coloidal.
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Ademas de dar informacién sobre la estabilidad de los NMs, el valor de
potencial ¢ sirve para determinar las posibles funcionalizaciones,
fundamentalmente de caracter electrostatico, que se pueden realizar en la
superficie de los NMs aprovechando la carga intrinseca de diferentes
aminoéacidos. Como se desarrollara en méas detalle en el Apartado 2, en esta
Tesis se ha trabajado en la biofuncionalizacién con una construccién proteica
consistente en el dominio de direccionamiento de interés (STxB), fusionado a
una secuencia policationica de histidinas que se empleara como dominio de
union a la silice y otros NMs de potencial ¢ negativo. Es por ello primordial
gue los NMs a biofuncionalizar tengan una carga superficial negativa, como es
el caso tanto de las NPs de Fe30,@SiO.-RBITC como las de AUNRs@SiO»-
RBITC que se han sintetizado, asi como las particulas de SiOque se han usado

como modelo.

1.4. Absorcion UV-vis-NIR

Uno de los objetivos de esta Tesis es conseguir NMs que puedan servir como
agentes para terapia fototérmica contra el cancer. Esto va a depender en gran
medida de la capacidad de los NMs escogidos para absorber luz y
transformarla en calor. Por ello, es esencial analizar el espectro de absorcion
UV-vis-NIR para determinar en qué rango de longitud de onda absorben de
manera mas eficiente. Esto es especialmente importante en el caso de los NMs
de oro, ya que como se ha descrito, la longitud de onda de SPR es dependiente
de diversos factores, entre ellos la morfologia y el tamafio, y va a determinar
la longitud de onda del laser que se puede utilizar para realizar el
calentamiento. Ademas, el espectro de absorcion ha permitido obtener
informacién sobre la calidad de las muestras sintetizadas; atendiendo a la
anchura de la banda de absorcion y a la aparicion de bandas secundarias, asi
como tener una estimacion de la monodispersidad de la muestra, de la
presencia de NPs de diferente morfologia o de una posible agregacion de las
NPs.
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Figura 25. Espectros de absorcion UV-visible de las diferentes NMs sintetizados. (A)
Espectro correspondiente a los AuNRs, con una banda de SPR longitudinal en 797 nm. (B)
Espectro de las NPs de Fe3Oa. En este caso, a pesar de haber absorcion, no hay ninguna banda
caracteristica.

En la Figura 25 se muestran los espectros de absorcién de las diferentes
muestras de AuNRs y FezO4. En ambos casos se llevaron a cabo medidas en
transmision y empleando una esfera integradora en cubeta delgada con el
objeto de cuantificar, por una parte, la luz absorbida y, por otra, la contribucion
del scattering. En el caso de los AuNRs (Fig. 24A), se pueden distinguir dos
bandas; la primera, en torno a 510 nm, corresponde a la banda SPR transversal
(eje corto del NR) que es independiente del tamafio del AUNR, mientras que la

segunda, en 797 nm, corresponde a la SPR longitudinal, que si depende del
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tamafo. El hombro que aparece en el pico de la zona de 550 nm viene dado
por la contribucion de las formas secundarias generadas en la sintesis como
esferas o cubos (Scarabelli et al., 2015), pero tal y como se ha visto también
en las iméagenes de TEM (Figura 21), esta proporcion es minima y no debe
afectar significativamente a las propiedades opticas. En cuanto al resto del
espectro, la banda de la region NIR en torno a 800 nm es simétrica y

relativamente estrecha, indicativo de la homogeneidad de la muestra.

En el caso de la magnetita (Fig. 25B), presenta absorcion en la region UV-vis-
NIR, pero a diferencia de los AuNRs, su espectro no tiene una forma definida
con ningln pico caracteristico. El patron de este espectro ha sido documentado
previamente, y se asocia principalmente a transferencias de carga para
longitudes de onda menores a 600 nm y transiciones intraconfiguracionales d-
d del hierro por encima de 600 nm (Espinosa et al., 2016; Gémez-Salces et al.,
2012; Y. P. He et al., 2005; J. Tang et al., 2003). A pesar de la disminucion de
la absorcién en la zona NIR, como se vera en el Apartado 4, las suspensiones
de NPs de FesOs son capaces de calentarse de manera eficiente tras la
irradiacién con el laser de 808 nm, permitiendo asi su utilizacién en terapia por

hipertermia fotoinducida.

1.5. Fluorescencia

Identificar la localizacion de los NMs tras su administracién en células o
modelos animales puede suponer todo un reto, especialmente en
nanomateriales que no son fluorescentes de por si. En este trabajo se muestra
cémo la incorporacion de un fluoréforo orgénico en la capa de SiO supone
una estrategia Util para solventar este problema, manteniendo la capacidad de
poder realizar posteriores funcionalizaciones de superficie siguiendo
diferentes estrategias (Bae et al., 2012; Biju, 2014; Goel et al., 2014;
Nallathamby et al., 2016; Yin et al., 2015).
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Figura 26. Espectros de excitacion y emision normalizados de los NMs sintetizados.
Espectros correspondientes a las NPs de FesO4@SiO2-RBITC (A) y de AUNRs@SiO2-RBITC
(B) en suspension en etanol, cada uno en comparacion con la solucién del fluoréforo RBITC
libre. En ambos casos, las longitudes de onda a las que se recogieron los espectros fueron Aex =
550 nm, Aem = 585 nm.

Las propiedades Opticas de los AuNRs y de las NPs de FesO. recubiertos con
una capa de SiO, dopada con el fluor6foro RBITC se muestran en la Figura
26. En ella se comparan los espectros de excitacion y emision del fluoréforo
libre en disolucion con los espectros de las NPs con el fluoréforo incorporado
en la capa. Los m&ximos de las longitudes de onda de excitacién y emision son
muy similares en ambos casos; sin embargo, se producen
desplazamientos de estos m&ximos que se pueden atribuir al diferente entorno

de las moléculas de fluoréforo dentro de la matriz de SiO, frente al etanol en
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disolucion, asi como a la diferente concentracion respecto a la solucion de
partida (Tu et al., 2009; Zehentbauer et al., 2014). El gran nimero de
moléculas de fluoréforo en la capa de SiO; permiten obtener NMs que van a
poder ser facilmente detectados mediante la microscopia confocal de
fluorescencia o la citometria de flujo, permitiendo asi el seguimiento de estos
NMs no sélo en células en cultivo, sino también las vias de entrada y

acumulacion en células o tejidos tras experimentos in vivo.

Este sistema de incorporacion de fluor6foros es ademas versatil, permitiendo
la incorporacion de otros con distinta longitud de onda de excitacion/emision
(Navarro-Palomares et al., 2019) que, en funcién de los requisitos de un
determinado ensayo o experimento, permitan elucidar diferentes estructuras o
componentes celulares mediante técnicas de tincion (ej, ADN con Hoescht o
DAPI), marcaje por afinidad (citoesqueleto de actina con faloidina
rodaminada, o microtibulos con taxol fluorescente) o mediante
inmmunocitoquimica con anticuerpos fluorescentes, evitando asi solapamiento
de los espectros de fluorescencia (un ejemplo de ello puede encontrarse en las
Figuras 42, 43 0 45).

1.6. Medidas magnéticas
Las curvas de histéresis M-H (T = 300 K) tomadas a temperatura ambiente
correspondientes a las muestras de Fes0s y FesO.@SiO, se muestran en la
Figura 27A. La reduccidn de la magnetizacion en la muestra de Fe;0.@SiO.
respecto a la de FesO4 confirma de nuevo la formacion de la capa de silice. Los
valores de la magnetizacion de saturacion (Ms) son de 65 emu/g para la
magnetita de partida, y de 12 emu/g para las NPs una vez recubiertas. La
magnetita bulk tiene valores de Ms en torno a 90 emu/g, pero existe una
reduccion significativa cuando el tamafio de particula se reduce a escala
nanomeétrica debido al aumento de la relacion superficie/volumen, asi como a

la frustracién magnética que se produce en los &tomos de la superficie. A partir
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de estas curvas de histéresis, también se ha podido hacer una estimacién del
tamafo de particula y del grosor de la capa. De acuerdo con la literatura, los
valores de Ms arriba mencionados corresponden con un tamafio de
nanoparticula de aproximadamente 10 nm (Goya et al., 2003), confirmado con
los valores obtenidos en el analisis de las imagenes de TEM. Asumiendo que
el nacleo de magnetita es de 10 nm para todas las NPs de la muestra, se puede
obtener el porcentaje de masa que supone el FesO., que es de un 19.4%,
mientras que el 80.6% restante corresponderia al recubrimiento de silice. Esto
permite estimar un volumen de Fe;Os de V = 3.423-10* cm?. Si ademas se
asume que las NPs son perfectamente esféricas, el nimero de nucleos
magnéticos en las NPs seria de 6.54-10%, y si la capa de SiO, es homogénea y
del mismo grosor para todas las NPs, el V (SiO;) = 5.208-10%% cm?, que
corresponderia a un grosor de capa de 10.9 nm. Este valor obtenido parece
razonable comparandolo con el obtenido a partir de las imagenes de TEM
(Figura 20).

Con las curvas de histéresis se obtienen también los valores de coercitividad
(Hc) a temperatura ambiente; para las dos muestras, Hc < 16 Oe (ver inset en
la Figura 27A), lo cual indica que la mayoria de las NPs tienen un
comportamiento  superparamagnético (Morup et al.,, 1995). Este
comportamiento es de gran relevancia e imprescindible de cara a la aplicacién
de NPs magnéticas en clinica tanto como terapia (hipertermia magnética) como
en diagndstico (contraste de imagen), pues supone que, una vez retirado el
campo magnético correspondiente, las NPs van a permanecer inactivas. En el
caso del recubrimiento con SiO», a pesar de mantenerse este comportamiento
superparamagnético, la reduccion del valor de Ms es muy notable. Esto va a
comprometer su aplicacién en terapia mediante hipertermia magnética, ya que
va a disminuir en gran medida su capacidad de calentamiento tras la aplicacion
de campos magnéticos, tal y como ya se ha demostrado en diversos estudios

(Gonzélez-Fernandez et al., 2009; Rivas et al., 2012). Ya que el mecanismo de
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calentamiento se debe fundamentalmente a pérdidas por histéresis, éste va a
verse afectado por la disminucion de la rotacion de las NPs recubiertas de
silice, ademas de la disminucién de la interaccion entre NPs. Esta disminucion
de la interaccion entre NPs se ve reflejada también en las curvas de los ciclos
ZFC-FC (Figura 27B). A partir de ellas se puede obtener la temperatura de
bloqueo, que indica la temperatura por debajo de la cual los momentos
magnéticos estan blogueados; es decir, a temperaturas superiores a dicha
temperatura, el material se va a comportar como superparamagnético. La
notable disminucion de la temperatura de bloqueo tras el recubrimiento con
SiO; esta relacionada principalmente con el aislamiento de las NPs y la
consecuente disminucion de la interaccion entre ellas, al haberse recubierto

mayoritariamente de manera individual.

Todos estos datos sobre las propiedades magnéticas de las NPs sintetizadas
indican que probablemente no serian las candidatas ideales para aplicar en
terapia mediante hipertermia magnética. Dado que el grosor de la capa de SiO-
influye en la capacidad de calentamiento, si se opta por este tipo de
recubrimiento, seria necesario modificarlo para reducir la capa al minimo
necesario para obtener NPs dispersables en agua. Como alternativa, si se
modificase el disefio de la particula para que la capa fuese de silice mesoporosa
y se introdujese un cargo (por ejemplo, un farmaco) en sus poros, el calor
generado podria ser suficiente para estimular la liberacion a demanda del
farmaco. En este trabajo, sin embargo, se ha optado por realizar un
calentamiento de las NPs mediante la aplicacion de laseres NIR (ver Apartado
4), ya que para este tipo de hipertermia la silice no disminuye en el mismo
grado la capacidad de calentamiento, al ser 6pticamente transparente y ser el

mecanismo de calentamiento totalmente distinto.
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Figura 27. Propiedades magnéticas de las NPs de FesOs recubiertas con SiO2. (A) Las
curvas de histéresis muestran el comportamiento superparamagnético de las NPs recubiertas y
sin recubrir. La capa de SiO2 provoca una disminucién notable del valor de Ms. mientras que Hc
(mostrado en el inset) permanece constante. (B) Curvas FC-ZFC donde se muestra una
disminucidn de la temperatura de bloqueo por el aislamiento de las NPs tras el recubrimiento
con SiOz.

1.7. Biocompatibilidad
La evaluacion de la bioseguridad de los nanomateriales es un aspecto crucial
de cara a su utilizacion en practicamente cualquier area, especialmente si se
trata de aplicaciones biomédicas. Por ello, es necesario analizar
exhaustivamente la toxicidad de los nanomateriales en todos los casos, ya que

cada disefio particular puede tener respuestas diferentes al influir factores
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como el tamarfio, la forma, la carga y quimica superficial, la dosis y el
recubrimiento de los NMs. Ademas, en el caso de los NMs empleados en este
trabajo, el objetivo es poder utilizarlos como agente diagndstico o ejercer un
efecto citotoxico a demanda, Unicamente cuando se irradie la zona de interés
con un laser NIR para ejercer terapia fototérmica. De esta manera se evitarian
efectos secundarios indeseados resultado de la interaccion inespecifica de estas

NPs con células que no son diana del tratamiento.

Para evaluar si los NMs sintetizados producen algin efecto citotdxico, se
incubaron células Detroit 562, el modelo empleado de CCC (células humanas
derivadas de tumor faringeo), con diferentes dosis (5 y 15 pg/ml) de las NPs
de Fes0.@SiO.-RBITC y AUNRs@SiO2-RBITC. Se incubaron durante 24,
48, 72 y 96 h. En la Figura 28 se muestran imagenes de microscopia de
contraste de fases representativas del cultivo celular al tiempo més corto (24
h) y el més largo (96 h) de incubacion con ambos tipos de NMs. En todos los
casos, se aprecia que independientemente de la dosis testada y el tiempo de
tratamiento, las células mantienen su capacidad proliferativa y su morfologia
respecto a las células sin tratar. También se llevd a cabo un ensayo de
viabilidad a los diferentes tiempos de incubacion mediante tincién de las
células necréticas con azul de tripano. Como queda reflejado en la Figura 29,
de nuevo ni en las dosis ni en los diferentes tiempos de tratamiento se aprecia

muerte celular.

Se escogieron dosis de tratamiento relativamente bajas para estos ensayos, ya
que se busca aplicar estos NMs como agentes tdpicos para diagnostico y
terapia de CCC, requiriéndose menores dosis que si se tratase, por ejemplo, de
una inyeccidn intravenosa. De hecho, como se vera en el Apartado 4.2., estas
dosis de 5 y 15 pg/ml son suficientes para provocar muerte celular por
hipertermia fotoinducida. No obstante, estd documentado en la literatura que

NPs similares, recubiertas también de SiO,, presentan una alta
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biocompatibilidad, con una viabilidad celular mayor al 80% incluso a dosis 10

veces mayores que las aqui testadas (Singh et al., 2012).

A Fe;0,@SiO,-RBITC Fe;0,@Si0,-RBITC
Control S pg/ml 15 pg/ml

B AuNRs@SiO,-RBITC AuNRs@SiO,-RBITC
Control S pg/ml 15 pg/ml

96h

Figura 28. Imagenes de microscopio de contraste de fases de células humanas de cancer de
cabeza y cuello expuestas a los NMs sintetizados. Imagenes correspondientes al cultivo de
células Detroit 562 incubado con 5y 15 pg/ml de FesOs@SiO2-RBITC (A) y AUNRs@SiO2-
RBITC (B) durante 24 y 96 h, asi como de las células sin tratar. No se aprecian alteraciones en
la morfologia de las células ni en su capacidad proliferativa en ninguno de los casos. Barras de
escala: 100 nm.
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Figura 29. Cuantificacion de la viabilidad de células Detroit 562 incubadas con los
nanomateriales recubiertos de silice fluorescente. (A) Las NPs de Fes04@SiO2-RBITC se
afiadieron a concentraciones de 5 y 15 pg/ml, con ningin efecto citotoxico importante en
ninguno de los casos a lo largo de los distintos tiempos de incubacion. (B) Se observaron los
mismos resultados en el caso de los AUNRs@SiO2-RBITC, incubados a las mismas dosis y
tiempos. La viabilidad esta expresada relativa a células control no tratadas, que representan el
100% de viabilidad. Los datos se muestran como la media de tres réplicas experimentales
independientes.

Ademas, la capa de SiO; que recubre al nicleo de magnetita le proporciona un

cardcter hidrofilo, ya que las NPs recién sintetizadas son dispersables

Gnicamente en medios orgénicos, por lo que es necesaria una modificacion
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posterior para poder utilizarse como agentes de terapia o diagnéstico in vivo.
En el caso de los AuNRs, aunque el oro de por si no parece ser toxico, si que
lo es el CTAB, el surfactante con el que quedan recubiertos tras su sintesis,
cuando esta en su forma libre en las células (Alkilany et al., 2012). Se ha visto
gue es capaz de provocar dafios mitocondriales y produccion de ROS,
desembocando en muerte celular por apoptosis y autofagia (Wan et al., 2015).
Asi, tras su sustitucion por PEG y el consecuente recubrimiento de SiO», se
evitan efectos toxicos para las células, proporcionando ademés todas las

ventajas que ofrece la silice como recubrimiento.

Por tanto, se puede concluir que los NMs que se han sintetizado, son
biocompatibles a las dosis a las que podrian ser empleados su uso como agentes
diagndsticos o terapéuticos.

1.8. Estabilidad del recubrimiento de SiO2 en medios fisiol6gicos
Se conoce que la silice es inestable en medios acuosos y que con el tiempo se
hidroliza en &cido silicico (Si(OH)., pKa 9.6), forma soluble en agua, por un
proceso secuencial de hidratacidn, hidrdlisis e intercambio de iones (Figura 30)
(Croissant et al., 2017). La velocidad de degradacién va a depender del medio
en el que se encuentre, asi como del grado de saturacion del sistema, es decir,
de la concentracion, ya que la acumulacion de acido silicico hara que en un
determinado momento la reaccion de degradacion no se vea favorecida y, por
tanto, ésta se ralentice. Ademas de estos factores, también van a ser cruciales
las propiedades fisicoquimicas de las NPs como tamarfio, forma, porosidad y
grupos funcionales en superficie. Es por ello que, a pesar de la cantidad de
publicaciones que estudian la degradacion de NPs de SiO, en medios
fisioldgicos, no se pueden extraer conclusiones sistematicas a partir de ellos
debido a la gran variabilidad en las condiciones de estudio (Croissant et al.,
2017). Sin embargo, si que estd establecido que al contrario que la silice

mesoporosa, la silice amorfa, como la utilizada en esta Tesis para el
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recubrimiento de los distintos nanomateriales, se mantiene estable sin
degradarse por periodos de tiempo mas largos en condiciones fisiologicas.
Mientras la silice mesoporosa puede degradarse completamente en cuestion de
pocas horas, la version amorfa puede aguantar semanas o incluso no llegar a
degradarse por completo, siempre en funcién del medio y la concentracién en
los que se realice el ensayo (Braun et al., 2016; Hao et al., 2012; Q. He et al.,
2010).

HO

+Si(OH
g, SHOHN

lon
Exchange H

i=OH

Figura 30. Secuencia del proceso de hidrolisis de la silice en medios acuosos. Proceso
secuencial en el que tiene lugar una hidratacion (1), seguida de una hidrélisis (2) y un
intercambio i6nico (3) para finalmente dar lugar a la formacién del &cido silicico (Si(OH)a4).
Imagen tomada de la ref. (Croissant et al., 2017).

En este contexto, se decidid realizar un estudio con las NPs de Fe;04@SiO»-
RBITC sintetizadas para conocer la estabilidad de su recubrimiento de silice
en diferentes medios considerados como fisioldgicos. Se eligié6 como medio
maés simple una solucién salina como es el tampon fosfato salino (PBS) a pH
fisioldgico de 7.4. Se utilizé también un medio enriquecido utilizado para el
crecimiento de cultivos celulares, DMEM, suplementado con suero (FBS),
para simular las condiciones en las que se encontrarian las NPs en un cultivo
celular. Por ultimo, se prepard un medio lisosomal artificial con pH 4.5 (H.
Mdller et al., 2010) para simular el entorno salino &cido en el que se
encontrarian las NPs internalizadas en las células una vez entrasen mediadas
por receptores en la ruta endo-lisosomal. En todos los casos, se incub6 una
solucién de NPs a una concentracion de 100 pg/ml, considerada adecuada al
haber sido utilizada en otros estudios similares (Braun et al., 2016) y en
ensayos previos en nuestro grupo de investigacion (lturrioz-Rodriguez et al.,

2019). Se incubaron a 37 °C en agitacion suave y se tomaron alicuotas cada 24
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h hasta un tiempo total de una semana, para finalmente ser lavadas y evaluar
el estado de las NPs mediante TEM.

En la Figura 31 quedan reflejados los resultados de la estabilidad de la capa de
silice amorfa. Se puede apreciar como en PBS, tras 24 h, de incubacién se
aprecian los primeros indicios de degradacidn, con claras irregularidades en la
superficie de la capa. Estos efectos se van haciendo méas notorios a medida que
aumenta el tiempo de incubacion, siendo tras 96 h y una semana muy
evidentes, donde la capa de SiO; estd muy dafiada y es complicado encontrar

NPs que conserven su morfologia esférica inicial.

Algo similar ocurre con el medio de cultivo DMEM suplementado con suero;
en este caso, la degradacion tiene lugar de manera mas rapida todavia, gracias
a la presencia de otras sales y compuestos que enriquecen el medio, asi como
por accién de las proteinas séricas (Hao et al., 2012; S. A. Yang et al., 2018).
Practicamente desde las 24 h se ve como la cubierta de SiO; se ha degradado y
deformado, haciendo que algunas NPs incluso se fusionen. Se ha estudiado
como la presencia de iones Mg?*y Ca?" aumentan la velocidad de disolucién
de la silice y silicatos, lo que también explicaria que la degradacién sea mas
rapida en DMEM que en PBS, al no contener éste los mencionados iones.
Ademas, los iones Na* contribuyen también a la desprotonacién de la silice
(Braun et al., 2016).

En el caso del medio lisosomal, el proceso de degradacién es radicalmente
distinto al producido por los dos medios anteriores. Hasta las 48 h la capa de
SiO; permanece préacticamente inalterada; es a partir de las 72 h de incubacion
cuando empieza a apreciarse degradacion, pero a diferencia de los otros
medios, en este caso tiene lugar desde el interior de la capa hacia el exterior.
Se puede advertir el hueco que queda alrededor del ndcleo de FesO, por la
degradacion de lasilice en la zona en contacto con dicho nicleo, desplazandose
incluso la particula de su posicion central. Sin embargo, la superficie de la NP

gueda intacta incluso a tiempos largos como una semana, manteniendo la
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esfericidad y homogeneidad de la superficie de silice. Estos resultados pueden
explicarse debido a que la solubilidad de la silice en medios acuosos es
altamente dependiente del pH, aumentando drasticamente en condiciones
alcalinas debido al aumento de la deprotonacion de los grupos silanol y la
hidrolisis de los enlaces Si-O-Si catalizada por ataques nucleofilicos de los
iones OH~ (Braun et al., 2016). Por el contrario, la disolucién en condiciones
acidas es mucho maés baja, como ha quedado reflejado en los resultados tras la
incubacion de las NPs con medio lisosomal. El hecho de que a tiempos largos
comience una degradacion en el interior de la NP, podria deberse a que el
medio hubiese alcanzado la interfase entre el nucleo y la capa de SiO, al no
ser ésta totalmente maciza y tener, aunque minimos, canales porosos. Esta
elevada estabilidad en medios acidos supondria una ventaja afiadida si se
contempla, por ejemplo, una administracion oral de las NPs y, por
consiguiente, la exposicion de las NPs a un ambiente &cido como el del tracto
gastrointestinal.

De cara a su aplicacién en terapia o diagnéstico, se puede concluir que este
recubrimiento tiene la estabilidad suficiente como para permitir la llegada de
las NPs a las células o tejidos diana, puesto que lo esperable y deseable es que
lo haga en tiempos cortos de menos de 24 h para ejercer su efecto. Por otra
parte, va a tener a la vez la capacidad de ser degradada progresivamente en un
producto no téxico como es el acido silicico, que favorezca finalmente la
eliminacion de las NPs por el organismo (Croissant et al., 2017). Como se ha
visto en el Apartado 1.7 donde se analizaba la viabilidad de las células tras la
exposicion a este tipo de NPs, a tiempos largos en los que se asume que parte
de la capa se haya degradado y haya cierta exposicion del nicleo de algunas

NPs al medio celular, la tasa de muerte celular es minima.

118



Resultados y discusion

PBS 1X DMEM+FBS Medio lisosomal

24 h

e toonm .

48 h

o
100 nm.
o
.

< L
[

T
=
b
(=)
]
=
]
£
£
w
v

Figura 31. Estudio de la estabilidad del recubrimiento de SiO2 mediante TEM. Imégenes
de las NPs de FesO4@SiO2-RBITC tras las incubaciones a 37 °C en diferentes medios y a
diferentes tiempos.
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2. Biofuncionalizacion de NMs con proteinas
recombinantes

2.1. Bioconjugacion con 6xHis:GFP como prueba de concepto
Como se vio en la Introduccion (Apartado 2.5.2.), existen diferentes estrategias
para conjugar proteinas o anticuerpos a la superficie de las NPs. Sin embargo,
la mayoria presenta diferentes inconvenientes, que pueden ir desde la
insuficiente saturacién de la superficie con las moléculas de interés, el
posicionamiento incorrecto de la molécula quedando poco expuesto el dominio
de interaccion, la pérdida de la estructura original de la proteina, la pérdida de
la proteina ligada, la desnaturalizacion de ésta y la consecuente activacién de

la respuesta inmune, etc.

Como parte de los estudios que se han llevado a cabo en esta Tesis, se ha
desarrollado un sistema basado en la conjugacion de NMs de carga superficial
negativa con proteinas a través de una secuencia aminoacidica con carga
positiva, demostrando ser un meétodo sencillo a la vez que robusto para
solventar los problemas que ofrecen otras estrategias. Como primera prueba de
concepto, se utilizé la proteina fluorescente verde (GFP) unida a una secuencia
de 6 residuos de histidina (6xHis) en su extremo amino terminal (Figura 32A).
Como modelo de nanomaterial se utilizaron particulas de SiO, de ~500 nm,
con potencial { negativo gracias a los grupos hidroxilo que presenta en
superficie (Figura 32B). Estas particulas se bioconjugaron mediante
sonicacion suave (3 ciclos de 2 s) con una solucion salina (PBS 1X) de la
proteina recombinante en exceso. Gracias a la fluorescencia inherente de la
GFP, se puede comprobar a simple vista y con microscopia de fluorescencia la
conjugacion de 6xHis:GFP con las particulas (Figura 32C-D). La fluorescencia
también permite controlar el estado del plegamiento de la proteina para
comprobar que no se desnaturalice; en el transcurso de los diferentes

experimentos (hasta 72 h) no se observd atenuacion o alteracion de la
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fluorescencia, indicativo de que la proteina mantenia su estado nativo de

plegamiento.

\¢
N
6xHis 7%/

SiO, + 6xHis:GFP

Figura 32. Modelo de conjugacion con 6xHis:GFP. (A) Estructura de la proteina
recombinante 6xHis:GFP, con una secuencia polipeptidica fusionada de 6 residuos de histidina.
Rodeados en rojo aparecen los a&tomos de N que se van a protonar a pH fisioldgico y que van a
aportar una carga positiva para la conjugacion. (B) Grupos funcionales presentes en la superficie
de las particulas de SiO2. Gracias a los grupos hidroxilo, la superficie tiene una carga superficial
negativa. (C) Prediccidn de la orientacion de la proteina recombinante sobre la superficie de las
particulas, gracias a la conjugacion electrostatica entre la carga negativa de la superficie y la
secuencia 6xHis positiva de la proteina. (D) Imagen de microscopia confocal de particulas de
SiO2 funcionalizadas con 6xHis:GFP. El halo fluorescente en la superficie de las particulas
indica la cobertura con 6xHis:GFP en su forma nativa (no desnaturalizada).

Para demostrar la orientacion de la construccion proteica 6xHis:GFP en la
superficie de las particulas, es decir, si se cumplia la hip6tesis de que la
interaccion de la proteina con la superficie de la particula viene mediada
principalmente por los residuos de la secuencia de poli-histidina, se llevé a
cabo una digestion enzimatica (protedlisis) de esta regioén con la proteasa
tripsina (Figura 33A), para la cual esta secuencia de la proteina quimera
presentaba varios sitios de corte (ver Materiales y Métodos, Apartado 2.9.1. y
Figura 19). En la Figura 33B puede apreciarse como la version de la proteina

GFP tras el procesamiento proteolitico (sin la secuencia de unién a los
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nanomateriales), no consigue conjugarse a la superficie de las particulas de
SiO,, al no apreciarse fluorescencia cuando se analizan con microscopia
confocal. Para corroborar estos resultados, se realizO también una
determinacion de la proteina sobre las particulas empleando SDS-PAGE
(Figura 33C). A diferencia de la proteina quimera 6xHis:GFP, que se une
eficientemente a las particulas (calle 4), la GFP sin la secuencia policationica
no se une a las particulas (calle 6) y aparece toda la proteina GFP sin conjugar
en la banda correspondiente al sobrenadante (calle 5).

Para estudiar la estabilidad de esta unién, se expusieron las particulas de SiO;
funcionalizadas con 6xHis:GFP a medios con diferentes condiciones de pH
entre 5.2y 9, y diferentes concentraciones de NaCl entre 0 y 1M. Tras 2 h de
incubacion de las particulas bioconjugadas en dichos medios, se evalud
semicuantitativamente la proteina que seguia unida a las particulas mediante
SDS-PAGE. La Figura 34 muestra la elevada estabilidad de la unién de la
proteina conjugada a las particulas, incluso durante la exposicion de las
particulas bioconjugadas a condiciones extremas de pH y sal. EIl hecho de que
a pH mayores que el pK, de las histidinas (cercano al pH fisiolégico), en los
gue el nitrégeno del anillo de imidazol no estaria protonado y, por tanto, podria
perderse la carga que contribuye a la interaccion electrostatica, indica que
existen otro tipo de enlaces y coordinaciones que favorecen la estabilidad de
la unién. En el estudio llevado a cabo por Mudunkotuwa, se demuestra que a
pH fisioldgico, la interaccion de histidinas con la superficie de NPs de 6xido
de titanio, material comparable con el SiO,, viene dada, ademéas de por
interacciones electrostaticas, por enlaces de puente de hidrégeno del grupo
amino del anillo imidazol y por interacciones de orbitales @ con la superficie
de las NPs (Mudunkotuwa & Grassian, 2014).
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Figura 33. Uni6n de la proteina quimera a la superficie de las particulas mediada por la
secuencia de histidinas. (A) Diagrama del proceso de digestion de la secuencia de 6xHis. (B)
Iméagenes de microscopia confocal/contraste de fases de particulas de SiO2 incubadas con
6xHis:GFP (izquierda) y con GFP digerida con tripsina (derecha). No se observa fluorescencia
en las particulas incubadas con la version sin His. (C) Andlisis semicuantitativo de proteinas
mediante electroforesis SDS-PAGE. Las calles 1 y 2 muestran las proteinas purificadas
6xHis:GFP y GFP, respectivamente, previamente al proceso de conjugacion. Las calles 3y 5
muestran el exceso de proteina no unida tras el proceso de bioconjugacion. Las calles 4y 6
muestran la proteina unida a 50 ug de particulas de SiO: tras la incubacion. No se detecta

proteina sin His en la superficie de las particulas (calle 6), en contraste a la proteina quimera
6xHis:GFP.
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Figura 34. Estabilidad de la biofuncionalizacion. Anélisis mediante SDS-PAGE de la
estabilidad de la union de 6xHis:GFP a la superficie de las particulas tras la exposicion durante
2 h a diferentes (A) pHs (5.2, 6, 6.5, 7, 8, 9) o (B) concentraciones de sal (0, 0.15, 0.3, 0.5, 0.7,
1M NaCl). Los datos semicuantitativos de 3 réplicas experimentales independientes aparecen
en las correspondientes graficas de debajo, expresados en relacion a las condiciones fisioldgicas
(pH 7y NaCl 0.15 M).

La estabilidad de la unién también se estudié en términos de exposicion a un
entorno fisioldgico, ya que al incubar las particulas biofuncionalizadas en un
medio salino con proteinas séricas (FBS) a 37 °C, el intercambio de la
6xHis:GFP conjugada con proteinas del suero era minima, especialmente a
tiempos cortos de incubacion (Figura 35A). Después de 24 h, mas del 90% de
la proteina unida en la superficie de las particulas era todavia 6xHis:GFP, e
incluso a tiempos mas largos como 72 h, solo un 20% de proteinas séricas se
habia intercambiado con 6xHis:GFP. Esto resulta de suma importancia para

que las NPs mantengan su cubierta proteica de direccionamiento el tiempo
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suficiente para que puedan llegar a las células de interés, a la vez que no se
incorporen otras proteinas que puedan hacer que se unan a receptores mas
promiscuos presentes en todas las células. En esta linea, se procedio a realizar
una prueba en cultivos celulares para comparar la interaccion de particulas de
SiO; funcionalizadas con 6xHis:GFP con la interaccion de particulas
funcionalizadas de manera espontanea con las proteinas del suero presentes en
el medio de cultivo. Tras 2 h de exposicion, en el caso de la cubierta de
proteinas séricas, ésta provoca la entrada de las particulas en las células HeLa
al poseer receptores para dichas proteinas (Figura 35B), mientras que la
funcionalizacion con 6xHis:GFP previene la internalizacion al no presentar las
células receptores especificos para la GFP (Figura 35C). Esto apoya de nuevo
la elevada estabilidad de la cobertura proteica basada en la estrategia disefiada,
ya que previene o retarda muy significativamente el “biofouling”, resultado del
intercambio con otras proteinas que podrian desencadenar una endocitosis no

especifica.

Este modelo, ademas de estable, es de gran versatilidad, ya que la secuencia
de histidinas puede en principio fusionarse a cualquier proteina o dominio de

interés que permita dirigir selectivamente a determinados tipos celulares.
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Figura 35. Estabilidad de la cubierta proteica ante la exposicién a condiciones fisioldgicas.
(A) Andlisis mediante SDS-PAGE del recubrimiento proteico de 50 pg de particulas de SiO2
conjugadas con 6xHis:GFP tras ser expuestas a condiciones fisioldgicas simuladas durante 0, 1,
4,24,48y 72 ha 37 °C. (B) Cuantificacion del porcentaje de 6xHis:GFP (barras verdes) frente
a las proteinas del suero (barras amarillas) que hay unidas a la superficie de las particulas a cada
tiempo de incubacion. Los valores se muestran como la media y las barras de error hacen
referencia a la desviacion estdndar (DE) de 3 réplicas experimentales. (C) Imagen de
microscopia confocal de células HelLa incubadas durante 2 h con particulas de SiO2
funcionalizadas con proteinas séricas conjugadas a FITC (canal verde). Al existir receptores para
estas proteinas, las células internalizan las particulas. Por el contrario, al carecer de receptores
para GFP, la mayoria de particulas funcionalizadas con 6xHis:GFP se localizan en el exterior
celular (D), sin haber interaccionado con éstas. El cortex celular (actina) se tifié con Faloidina-
TRITC (canal rojo) y los ntcleos con Hoechst (canal azul).

126



Resultados y discusion

2.2. Biofuncionalizacion con STxB:6xHis

Los resultados obtenidos a partir de la prueba de concepto con la construccion
6xHis:GFP dieron paso a la aplicacion del sistema de conjugacion para el
desarrollo de una proteina quimera que sirviese para poder biofuncionalizar
NMs vy dirigirlos especificamente a células tumorales, en este caso de CCC.
Como alternativa a los ligandos convencionales, las toxinas resultan de interés
al haber sido seleccionadas evolutivamente para unirse con gran afinidad a sus
receptores diana. Este es el caso de la toxina Shiga bacteriana, capaz de unirse
a su receptor, Gb3, y entrar en las células por una via no-candnica evitando los
lisosomas, lo que la hace todavia méas interesante. Como se verd a
continuacion, en este trabajo se ha disefiado una proteina quimera constituida
por el dominio de interaccion de la toxina Shiga fusionado a una secuencia de
6 histidinas, como ligando para dirigir al receptor Gb3, sobreexpresado en
tumores de CCC.

2.2.1. Sobreexpresion y purificacion de STxB:6xHis
Para la obtencién del ligando de interés, primero se selecciond la secuencia de
ADN correspondiente a uno de los mondmeros que comprenden el
homopentamero de la subunidad B de la toxina Shiga (STxB), encargado de
mediar la unién con el receptor Gb3 (Figura 36A). Asi, se descartd la secuencia
correspondiente a la subunidad catalitica de la toxina. A esta secuencia
seleccionada se afiadi6 otra codificante para 6 residuos de histidinas,
obteniendo asi una secuencia final para poder obtener la proteina de fusién
denominada como STxB:6xHis. Esta secuencia de ADN fue sintetizada y
clonada en el vector pET-15b; en la Figura 36B se muestra la secuencia
proporcionada por la empresa encargada del proceso de clonacion, que
demuestra la correcta insercién de la secuencia de STxB en el vector para su
correcta lectura y posterior traduccion en la proteina final, que queda reflejada

en la Figura 36C. Se transformaron bacterias BL21(DE3)pLysS competentes
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con la construccién clonada para sobreexpresar en ellas la proteina quimera y

posteriormente purificarla.

La Figura 36D recoge un gel de electroforesis SDS-PAGE con las fracciones
del proceso de sobreexpresidn en bacterias, asi como la posterior extraccion y
purificacion de la proteina recombinante. Se puede apreciar que tras la
induccidn de la expresién de proteina con IPTG durante un periodo de unas 12
horas a temperatura ambiente (calle 2), aparece la banda correspondiente a
STxB:6xHis, de un tamafio de 10.7 kDa, que en el control de bacterias sin
inducir no aparece. Una vez sobreexpresada, se realizé una lisis de la pared
bacteriana, tanto enzimatica como fisica, para recoger en la fraccion soluble la
proteina de interés (calle 5) y asi proceder a su purificacion. En las calles 6 a
la 8, aparecen las diferentes fracciones del proceso de purificacion en columna
de cromatografia, gracias a que la construccion proteica contiene una secuencia
de 6 histidinas con gran afinidad por el niquel. Se observa como en las
fracciones de proteina no unida a la columna (calle 6) y del lavado de la
columna (calle 7) aparecen todas las proteinas bacterianas que se descartan al
no tener afinidad por la resina; aparece una pequefia cantidad de la proteina de
interés por saturacion de la columna. Finalmente, en la fraccidn que se recoge
tras la adicion del tampdn con imidazol (calle 8), aparece Unicamente la
proteina de interés, purificada. Se cargd también para su chequeo una muestra
tras el paso de la proteina purificada por una columna de desalinizacion PD-

10, empleada para eliminar el imidazol de la solucién de la proteina (calle 9).

Gracias a este método, se puede obtener gran cantidad de proteina purificada
de forma sencilla y reproducible para la posterior funcionalizacion de los NMs,
ademas de ser una estrategia mas econémica si se compara por ejemplo con el

uso de anticuerpos u otros péptidos comerciales.
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Figura 36. Construccion STxB:6xHis. (A) Esquema del disefio, basado en la seleccion de la
secuencia de uno de los mondmeros de la subunidad STxB, a la que se fusiond la secuencia de
6xHis. (B) La construccion STxB:6xHis fue sintetizada y clonada en el vector pET-15b. La
secuencia correspondiente a STxB:6xHis (en rojo) se encuentra bajo la induccién del promotor
T7 y el operador lac. Se muestran también otras secuencias caracteristicas del vector, como el
gen de resistencia a ampicilina (en azul) o en gen del represor lacl para evitar la produccién de
proteina en ausencia de IPTG. Figura del vector generada con el programa SnapGene. (C)
Esquema de la proteina resultante, con su correspondiente secuencia aminoacidica. (D) Analisis
mediante SDS-PAGE del proceso de sobreexpresion y purificacion de la proteina STxB:6xHis.
A la derecha se enumera el contenido cargado en cada calle del gel.
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2.2.2. Conjugacion de diferentes NMs con STxB:6xHis
Siguiendo el mismo protocolo que en la funcionalizacion de NPs de SiO; con
6xHis:GFP (Apartado 2.1.), se bioconjugaron particulas de SiO, de ~500 nm,
asi como las sintetizadas de Fe30.@SiO2-RBITC y AuNRs@SiO.-RBITC
(esquema en Figura 37A), con el complejo proteico STxB:6xHis mediante
sonicacidn suave (3 ciclos de 2 s) en un tampon fisiol6gico, PBS 1X. La Figura
37B muestra los resultados de la electroforesis SDS-PAGE donde se
comprueba que el complejo proteico STxB:6xHis purificado (calle 1) se une a
todos los NMs testados (calles 2 a 4). Mediante microscopia confocal y
fusionando el fluor6foro FITC al complejo proteico STxB:6xHis, se
obtuvieron imagenes de fluorescencia donde se comprobd el recubrimiento
proteico de la superficie de las particulas de SiO; (Figura 37C), confirmando
de nuevo la bioconjugacién y la saturacion de la superficie con las proteinas.
Se ha elegido mostrar las imagenes en este tipo de particulas al tener un mayor
tamafo y poder apreciarse la cubierta en particulas individualmente, algo que
la resolucién del microscopio confocal no permite para el resto de NMs
utilizados. Con estos resultados, consistentes con lo visto con la conjugacion
del modelo 6xHis:GFP, se confirma de nuevo la eficacia del método basado en
la funcionalizacion de NMs con superficie negativa a través de una cola
aminoacidica cationica, consiguiendo saturar la superficie de las NPs con la

proteina de interés.
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SiO,+StxB:6xHis-FITC

Figura 37. Funcionalizacién de nanomateriales con STxB:6xHis. (A) Modelo de la
orientacion y unién de la proteina sobre la superficie de los diferentes NMs empleados. (B)
Anélisis por SDS-PAGE de la proteina unida a la superficie de las diferentes NPs con SiO2: SiO2
de 500 nm (calle 2), Fes04@SiO2-RBITC (calle 3) y AUNRs@SiO2-RBITC (calle 4). En la calle
1 se muestra la proteina STxB:6xHlis purificada con la que se han funcionado los distintos NMs.
(C) Imagen de microscopia confocal de particulas de SiO2-500 nm funcionalizadas con
STxB:6xHis previamente conjugada al fluoréforo FITC. Se aprecian un halo fluorescente verde
en la superficie de las particulas demostrando su recubrimiento con la proteina.

131



Resultados y discusion

3. Especificidad de los NMs biofuncionalizados con
STxB:6xHis por el receptor Gb3

3.1. Anélisis de la expresion del receptor Gb3 en células Detroit
562

La globiotriosilceramida (Gb3), el receptor de la toxina Shiga, estd
sobreexpresado en numerosos tumores, especialmente del tracto
gastrointestinal (Falguieres et al., 2008; Geyer et al., 2016; Johansson et al.,
2009; Kovbasnjuk et al., 2005; Stimmer et al., 2014). Se trata de un
glucoesfingolipido, una molécula anfipatica compuesta por una parte
hidr6foba formada por ceramida, embebida en la bicapa lipidica de la
membrana celular, y por un oligosacérido, cadena de caracter hidrofilo y
expuesta a la superficie celular para la interaccion con su ligando, la toxina
Shiga. Se ha descrito también una sobreexpresién de este receptor y otros
glicoesfingolipidos de la familia en tumores de cabeza y cuello (Bolot et al.,
1998; Filho et al., 2015), si bien los estudios son méas reducidos y
desactualizados. Por ello, resulta de interés ampliar los datos de expresion tanto
en lineas celulares como en muestras de pacientes, ya que puede suponer una

diana terapéutica de gran atractivo para este tipo de tumores.

En este trabajo, se ha decidido trabajar como modelo con la linea celular
Detroit 562, linea inmortalizada derivada de un tumor faringeo humano, para
conocer el patron de expresion de Gb3 y la aplicabilidad de nanoterapias
dirigidas a dicho receptor. La Figura 38 recoge imagenes de microscopia
confocal de fluorescencia de células Detroit 562 tefiidas con un anticuerpo
especifico anti-Gb3. Para visualizar mejor la distribucion del receptor Gb3 en
la membrana celular, se realizé una inmunotincién de las células vivas a 4 °C,
ya que una tincién en células fijadas y permeabilizadas permitiria observar
ademas los receptores presentes en el interior de la célula al alterarse la
estructura de las membranas con el procesado. En la Figura 38 puede
apreciarse que la expresion de Gb3 no es homogénea en todas las células; si

bien la gran mayoria parecen tener cierta expresion del receptor (canal rojo),
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claramente hay determinadas células que presentan unos niveles mayores de
expresion. Tampoco presenta una distribucion homogénea en toda la
membrana de la célula. Este patrdén puede asociarse a la distribucion de Gb3
en forma de cimulos en regiones de la membrana plasmética conocidas como
lipid rafts o balsas lipidicas, dominios conformados por el ensamblaje de
esfingolipidos, colesterol y glicosilfosfatidilinositol (C. A. Lingwood et al.,
2010). Esta asociacion de Gb3 en balsas lipidicas es determinante para la
posterior ruta intracelular de STx, ya que van a ser la organizacion y
clasificacion de los lipidos de membrana los que determinen la ruta
intracelular, y no una secuencia que porte la toxina, a diferencia de la mayoria
de proteinas (Devenica et al., 2011; Lencer & Saslowsky, 2005). También va
a influir en la union de STx, asi como en su destino final, la longitud de la
cadena de acidos grasos del receptor, asi como de su estado de saturacion
(Melton-Celsa, 2014).
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3 / Nucleos

Figura 38. Iméagenes de microscopia de fluorescencia confocal de una inmunotincion del
receptor de membrana Gb3 realizada en células Detroit 562 vivas. El receptor Gb3 se tifi6
con un anticuerpo especifico (canal verde) y los ndcleos fueron tefiidos con Hoechst (canal azul).

3.2. Analisis de la interaccién de los NMs funcionalizados con el
receptor Gb3

La toxina Shiga, o en su defecto la subunidad B de ésta, en células que expresan
el receptor Gb3, desencadenan una interaccion STxB-Gb3 que promueve un
reclutamiento de més receptores a las balsas lipidicas (clustering de receptores)
para promover una mayor interaccion y/o aumentar la cantidad de subunidades

STxB que se unen. Tras la union, se produce la endocitosis de STXB via ruta
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retrégrada, es decir, de la membrana plasméatica a Golgi y reticulo
endoplasmico (RE) (Johannes & Popoff, 2008; Sandvig et al., 2010). Este
mecanismo de entrada a las células mediado por receptores es no canonico,
pues no sigue la ruta endo-lisosomal tipica para casi todas las
moléculas/particulas capturadas a través de receptores. Esta nueva ruta de
entrada de NMs en las células ofrece muchas ventajas ya que es en los
lisosomas donde se suelen inactivar muchas terapias y destruir los

nanomateriales.

Sin embargo, no se conoce si la funcionalizacion de un nanomaterial con STxB
provoca el mismo efecto que la toxina, ni si el método de conjugacion en la
superficie del NM mediante la secuencia 6xHis influye de alguna forma en la
interaccion proteina-receptor. Por ello, se procedié a analizar mediante
técnicas de microscopia confocal de alta resolucion y espectroscopia confocal
lainteraccion de las particulas recubiertas con la proteina quimera STxB:6xHis
con los receptores Gb3 en células Detroit 562 vivas. Como primera prueba de
concepto, las células Detroit 562 se mantuvieron en condiciones estandar y se
incubaron durante 24 horas con 10 pg/ml de las particulas de SiO:
funcionalizadas, para ser posteriormente fijadas y tefiidas. En la Figura 39 se
puede comprobar como todas las particulas bioconjugadas (en verde), tras 24
h de incubacién, se localizan en el interior de las células en las regiones tefiidas
del receptor Gb3 (rojo). Analizando el espectrograma de fluorescencia de una
particula (marcada con flecha blanca), se comprueba de nuevo la coincidencia
de los dos espectros, quedando patente la co-localizacion de las particulas
funcionalizadas con el receptor. Se puede afirmar por tanto que las NPs han
entrado a las células a través de la interaccion especifica con el receptor de
STxB.
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Figura 39. Especificidad de las particulas funcionalizadas con STxB:6xHis por el receptor
Gb3. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de células Detroit 562 incubadas con
particulas de SiO2 funcionalizadas con STxB:6xHis (canal verde) durante 24 h. Se realiz6 la
inmunotincion para el receptor Gb3 (canal rojo). La ampliacion muestra la co-localizacion de
las particulas en receptores que han formado clusters. El espectrograma (derecha)
correspondiente a la flecha blanca incluida en la ampliacion demuestra la co-localizacion de la
fluorescencia correspondiente al receptor Gb3 (rojo) y una particula funcionalizada (verde).
Abajo se muestra una proyeccion en Z de las mismas células, donde también se puede apreciar
la interaccidn particulas-receptor y su distribucion alrededor y sobre el nlcleo de la célula.

Este efecto también fue observable cuando se hizo una comparativa de la
distribucion de particulas recubiertas, por un lado, con proteinas séricas
conjugadas con FITC (Figura 40A), frente a particulas con STxB:6xHis
también conjugada con FITC (Figura 40B). Tras 1 h de incubacién, las

particulas recubiertas de proteinas séricas aparecen en el medio extracelular o
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se distribuyen aleatoriamente en las células, pero no coinciden con los
receptores Gb3, indicando que el mecanismo de entrada es distinto (Figura
40A). Por el contrario, las particulas recubiertas con STxB:6xHis se
observaron de nuevo interaccionando con los receptores Gb3 (Figura 40B).
Ademas, se pueden distinguir células en division que expresan el receptor
(flecha roja), pero sin embargo no contienen particulas, debido a que durante
la mitosis la célula no puede realizar endocitosis (Fielding et al., 2012),

teniendo asi un ejemplo de control negativo.

Tras esta primera prueba de concepto con particulas de SiO, de 500 nm que
permitieron una mejor visualizacion de la interaccion con el receptor en
células, se realizaron estudios similares con los principales NMs desarrollados
en este trabajo. En la Figura 41, se muestra la distribucion de NPs de
Fe;0.@SiO,-RBITC biofuncionalizadas con STxB:6xHis en células Detroit
562 tras diferentes tiempos de exposicidn. Desde tiempos cortos como 30 min,
ya se aprecia como las NPs se tienden a ir localizando en las regiones
periféricas de los caracteristicos islotes o colonias en los que crece la linea
celular, indicando una posible interaccién en las zonas con los receptores mas
expuestos. A tiempos mas largos (4 h), ya se aprecian mas NPs en el interior

de las células.

Tras comprobar la entrada en las células, se procedio a estudiar si, como en el
caso de las particulas de SiO, esta entrada se debia a interacciones especificas
con el receptor Gb3. En la Figura 42 puede verse cdmo practicamente la
totalidad de las NPs co-localizan perfectamente con Gb3 en las células tras una
exposicion de 24 horas. También puede advertirse que en aquellas células que
no presentan expresion del receptor, no hay internalizadas NPs, sirviendo
como un control negativo que indica la selectividad de las NPs funcionalizadas

por el receptor Gb3.
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Figura 40. Los NMs funcionalizados con STxB:6xHis interaccionan con los receptores
Gb3. Iméagenes de microscopia de fluorescencia confocal y contraste de fase de cultivos
celulares de Detroit 562 incubados durante 1 h con particulas de SiO2 funcionalizadas bien con
proteinas séricas (A) o con STxB:6xHis (B), en ambos casos conjugadas las proteinas a FITC
para su visualizacion. Los receptores Gb3 se tifieron con un anticuerpo especifico (rojo), los
nucleos con Hoechst (azul), y el contorno celular se observa en contraste de fases. Las particulas
funcionalizadas con proteinas séricas (A) aparecen en su mayoria en el espacio extracelular
(flechas verdes vacias) o distribuidas aleatoriamente en las células (flechas verdes rellenas),
independientes de Gb3 (flechas rojas). Por el contrario, las particulas con STxB:6xHis (B)
interaccionan claramente con Gb3 (flechas verdes con contorno rojo). Como control negativo,
puede verse una célula con expresion de Gb3 en division que, al no poder endocitar durante la
mitosis, no contiene particulas (flecha roja).
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Cuando se funcionalizaron AUNRs@SiO2-RBITC y se afiadieron a las células
se obtuvieron los mismos resultados. En la Figura 43 puede verse de nuevo una
perfecta co-localizacion con el receptor, apreciandose muy bien en este caso la
interaccién en la zona de membrana con el caracteristico clustering del
receptor en torno a los AuNRs, indicativo de un reconocimiento de superficie
y reclutamiento de mas receptores para la posterior invaginacion de membrana

y endocitosis.

Todos estos resultados ponen de manifiesto que la proteina recombinante
STxB:6xHis se une a la superficie de los distintos NMs de manera orientada y
accesible para una interaccion correcta con el receptor Gb3 en células, dando
lugar a un sistema especifico y activo para dirigir selectivamente a células
tumorales con expresion de Gb3. Una vez internalizados, por la
multifuncionalidad del nanosistema, podria utilizarse como agente dual para

terapia y diagnostico (teragnostico).

STxB:6xHis / nucleos

=)
S
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Figura 41. Interaccion de las NPs de FesO4@SiO2-RBITC funcionalizadas con STxB:6xHis
con células Detroit 562. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de células Detroit
562 incubadas durante 30 min (izquierda) o 4 h (derecha) con 5 ug/ml de las NPs sintetizadas
Fes04@SiO2-RBITC (canal rojo). Tras la exposicion, las células fueron fijadas y tefiidas con
Hoechst para visualizar los ndcleos (canal azul).
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Figura 42. Estudio de la co-localizacion de NPs de Fes04@SiO2-RBITC funcionalizadas
con STxB:6xHis con el receptor Gh3. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal de
células Detroit 562 incubadas durante 24 h con particulas de Fe304@SiO2-RBITC
funcionalizadas con STxB:6xHis (canal rojo). Se realizd la inmunotincion para el receptor Gb3
(canal verde), y los nicleos se tifieron con Hoechst (canal azul). En estas proyecciones Z se
aprecia una clara co-localizacion entre NPs y receptor (color amarillo/naranja).
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Figura 43. Co-localizacién de AUNRs@SiO2-RBITC funcionalizados con STxB:6xHis con
el receptor Gb3 en la superficie celular. Imagenes de microscopia de fluorescencia confocal
de células Detroit 562 incubadas durante 1 h con AUNRs@SiO2-RBITC funcionalizadas (canal
rojo). Se realizé la inmunotincidn para el receptor Gb3 (canal verde), y los nicleos se tifieron
con Hoechst (canal azul). La colocalizacién entre AuNRs y receptor aparece en color
amarillo/naranja.

Por un lado, podria emplearse para el diagnéstico de precision in situ, ya que
la fluorescencia de los NMs va a permitir su deteccion tras unirse a células que
sobreexpresen Gb3 al ser iluminadas con luz azul o verde. En el caso de
tumores de cabeza y cuello, anatdbmicamente accesibles, podria utilizarse una
técnica como la fibra ptica de tipo endoscopia. Gracias a esta técnica, Janssen
et al. consiguieron detectar en ratones in vivo STxB conjugada con
fluoresceina que, tras su inyeccion intravenosa o administracion oral, se
acumulaba de manera espontanea y especifica en adenocarcinomas digestivos
con sobreexpresion de Gb3, mientras que el tejido no tumoral permanecia sin
teflir (Janssen et al., 2006). En CCC podria utilizarse una técnica similar para
la visualizacién directa de las regiones tefiidas. Con un estudio de cribado
previo de muestras de pacientes que permitiesen hacer una evaluacion de la
expresion de Gb3 en funcidn del estadio y del grado de diferenciacion de las
células tumorales, el direccionamiento de este tipo de nanosistemas
funcionalizados con STxB, supondria una ayuda en el diagnéstico temprano
(imprescindible en este tipo de tumores) a modo de cribado, e incluso en la

delimitacion de la region a diseccionar (limites quirdrgicos), un problema
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actual en la cirugia de reseccién de este tipo de tumores. Con las propiedades
afiadidas que aportan los NMs empleados en este trabajo, el diagnéstico podria
complementarse también con técnicas como la imagen por resonancia
magnética (MRI).

Por otra parte, los NMs disefiados en este trabajo, ofrecen la posibilidad de
realizar un tratamiento simultaneo de la zona de interés; en este caso, al haberse
escogido NMs con la capacidad de calentarse ante la irradiacion con un laser
NIR (ver Resultados, Apartado 4), se podria tratar mediante hipertermia la
zona afectada, de nuevo tdpicamente gracias a la accesibilidad de los tumores
de CCC.

3.3. Analisis del mecanismo de entrada y la localizacién
subcelular de los NMs funcionalizados con STxB

Como ya se ha introducido previamente, la toxina Shiga tiene la particularidad
de que, tras interaccionar en la membrana con el receptor Gb3, desencadena
una gran actividad de membrana que acaba englobando a la toxina alcanzando
el reticulo endoplasmico (RE) por una ruta de transporte retrogrado via
endosomas tempranos y de reciclaje, y aparato de Golgi. Gracias a esta via
retrograda no candnica, evita la ruta lisosomal y el correspondiente ambiente
degradativo de los lisosomas (Johannes & Popoff, 2008; Melton-Celsa, 2014;
Sandvig et al., 2010). En la Figura 44 se muestra un esquema con la ruta de
entrada propuesta para los NMs funcionalizados con STxB. Esta descrito en la
literatura que la subunidad B por si sola también sigue la misma ruta

intracelular no-canonica (Luginbuehl et al., 2018).

Tras haber demostrado en el anterior apartado la interaccion de los diferentes
NMs funcionalizados con STxB con el receptor Gb3, se procedi6 a analizar si
también seguian la ruta no-canonica intracelular. En primer lugar, se llevé a
cabo un ensayo en ceélulas vivas Detroit 562 incubadas con NPs de

Fes0.@SiO.-RBITC funcionalizadas, empleando microscopia confocal de
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fluorescencia y una tincion con una sonda LysoTracker®, altamente selectiva
por orgéanulos acidicos como son los lisosomas. En la Figura 45 se compara la
co-localizacion de las NPs (canal rojo), bien funcionalizadas con proteinas
séricas 0 con STxB, con la de los lisosomas (canal verde). Mientras que
practicamente todas las NPs funcionalizadas con proteinas séricas co-localizan
con lisosomas (Figura 45A), las NPs con STxB:6xHis se distribuyen en
compartimentos celulares diferentes (Figura 45B). En este mismo
experimento, se pudo apreciar un peculiar comportamiento de la membrana

celular en la captacion de estas NPs, formando estructuras tubulares.
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Figura 44. Esquema comparativo del mecanismo de entrada via retrograda frente al
mecanismo candnico por la ruta endo-lisosomal. La mayoria de NPs funcionalizadas con
proteinas entran en las células por una ruta canénica mediada por receptor, en el que las NPs
van a ir via-endolisosomal hasta los lisosomas. En el caso de la toxina Shiga o de STxB, y por
tanto las NPs funcionalizadas con dicha toxina, siguen una ruta no-canodnica, al viajar via
retrograda desde los endosomas al Golgi y RE, evitando los lisosomas.

A partir de estos resultados, se llevo a cabo un estudio mas exhaustivo de la
localizacion subcelular de los NMs. Para ello, se incubaron células Detroit 562
tanto con Fez04@SiO2-RBITC como con AuNRs@SiO,-RBITC previamente

funcionalizadas con la proteina STxB:6xHis, recogiendo muestras tras 30 min,
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2 h'y 24 h de la incubacion, que se fijaron y procesaron para ultra-microtomia
e imagen TEM (Figura 46).

A NPs@FBS / LysoTracker

B NPs@STxB:6xHis/ LysoTracker

Figura 45. Localizacion intracelular y vesicular de las NPs funcionalizadas. (A) Imagenes
de microscopia de fluorescencia confocal de células Detroit 562 incubadas con NPs de
Fes04@SiO2RBITC funcionalizadas con proteinas séricas. La co-localizacién con lisosomas
(tefiidos con LysoTracker, canal verde) se indica con las flechas amarillas. (B) Las mismas NPs
funcionalizadas con STxB:6xHis no co-localizan con lisosomas (flechas rojas). En la ampliacién
de la derecha, se muestran estas NPs interaccionando con la membrana celular formando
estructuras tubulares (flechas blancas). Las estructuras celulares se tifieron con naranja de
acridina (canal azul).
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Tras 30 min de incubacién, se encuentran numerosas NPs interaccionando
directamente con la membrana celular (Figura 46, pasos 1 y 2). Puede
apreciarse cdmo esta captacion de NPs se ve favorecida gracias a extensiones
de membrana de tipo filopodios (Figura 46, paso 1). Esta descrito que, tras la
unién de STxB al receptor Gb3, se produce una sefializacion intracelular que
provoca la remodelacion del citoesqueleto. En los margenes de la membrana
plasmatica tiene lugar una concentracion transitoria de actina y de otras
proteinas que promueven la remodelacion de la membrana para la formacion
de filopodios y lamelipodios (Takenouchi, 2004). Ademas, se conoce que en
estas curvaturas de membrana y filopodios se acumulan las balsas lipidicas
(Larive et al., 2010), en las que se concentran entre otras moléculas los
receptores Gb3. La toxina Shiga también es capaz de promover una curvatura
e invaginacion de la membrana en forma tubular para su entrada en la célula
(Bassereau et al., 2018; Romer et al., 2007). En la Figura 46, paso 3, se puede
distinguir una estructura de este tipo extendida desde la superficie de una célula
expuesta a las NPs recubiertas con la toxina, captando las NPs de Fe3Oq;
también parece distinguirse una membrana en forma tubular similar rodeando
a los AuNRs recubiertos con la toxina. Estos cambios morfoldgicos
desencadenados por la presencia de la toxina sobre las NPs apoyarian la
hipétesis de la interaccion especifica de la proteina STxB unida a la superficie
de los NMs funcionalizados con el receptor Gb3, promoviendo la entrada de
dichos NMs en la célula siguiendo una ruta de entrada alternativa a la endo-

lisosomal mediada por receptores.
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Figura 46. Mecanismo de entrada de los NMs funcionalizadas con STxB. Imégenes de TEM
de secciones de células Detroit 562 expuestas a FesOsNPs@SiO2-RBITC (flechas azules) o
AuNRs@SiO2-RBITC (flechas verdes), ambas funcionalizadas con STxB:6xHis. Ambos tipos
de NM siguen la misma ruta; los nimeros en cada imagen se corresponden con los diferentes
pasos de la ruta retrégrada indicados en la Figura 44. En (1) los NMs interaccionan con los
receptores en la superficie, presentes en muchos casos en las balsas lipidicas de filopodios, para
posteriormente, ser aproximados a la superficie para su invaginacion (2). La internalizacion se
produce bien en estructuras tubulares que induce STxB (3) o en vesiculas tipo endosomas (4).
(5) A continuacién, los NMs son transportados de endosomas tempranos y de reciclaje
retrdgradamente a Golgi y RE (marcados en asterisco). Finalmente, son capaces de escapar al
citosol (6).
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A tiempos cortos se aprecian también NPs en vesiculas intracelulares,
indicando que el proceso de interaccion e internalizacion es rapido y eficiente.
Se pueden encontrar NPs en lo que serian endosomas tempranos y de reciclaje
(Figura 46, paso 4), las primeras vesiculas de la ruta de entrada, para pasar a
continuacion a vesiculas asociadas a la red del trans-Golgi y RE (Figura 46,
paso 5). Esto indicaria que las células tienen ademas una elevada sensibilidad
por STxB, ya que esté descrito que aquellas células con sensibilidad moderada
no transportan mas alla del Golgi, mientras que, si la sensibilidad es mayor,
pueden llegar a vesiculas y organulos mas distales en la ruta retrégrada (RE o
incluso citosol). Este hecho parece estar influenciado por el tipo de isoformas
de Gb3 que se encuentren en la célula y la longitud de su cadena de acidos
grasos (Clifford A. Lingwood, 2003). Diferentes estudios en los que se ha
afladido STxB, bien conjugada a un fluoréforo o a farmacos, a células
tumorales positivas para Gb3, muestran una clara co-localizacion de la
subunidad con marcadores de Golgi en tiempos de exposicién tan cortos como
15 min (Geyer et al., 2016; Janssen et al., 2006; Maak et al., 2011), consistente
con el réapido transporte visto en el caso de los NMs y su localizacion en este
tipo de orgéanulos. Finalmente, también es posible encontrar NMs que estan
escapando o ya lo han hecho de estas vesiculas para ser liberados al citosol

(Figura 46, paso 6).

A la vista de todos estos resultados, se puede concluir que la proteina quimera
STxB:6xHis es capaz de unirse a la superficie de diferentes NMs a través del
dominio predisefiado de manera orientada, permitiendo la interaccion
especifica de su sitio ligando con el receptor Gb3. Esta interaccion
desencadena una serie de mecanismos que activan la entrada de las NPs
recubiertas con esta proteina quimera siguiendo la via de transporte retrograda,
de igual manera que lo haria la toxina o la subunidad B en su forma libre, es
decir, de forma biomimética. El hecho de haber obtenido los mismos resultados
tanto con Fe;0.@SiO-RBITC como con AuNRs@SiO.-RBITC, pone de
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manifiesto que el mecanismo de entrada y transporte es independiente del
material utilizado, de su forma o su tamafio, ya que va a ser la cubierta proteica
con STxB:6xHis la que marca la identidad biol6gica del NM y la que, por tanto,
va determinar su interaccion y destino en la célula. Ademas, este tipo de
funcionalizaciéon supone una buena estrategia para dirigir selectivamente
diferentes nanoterapias a células tumorales que sobreexpresen Gbh3, como es
el caso de CCC, evitando el ambiente acido y degradativo de los lisosomas que
podria dafiar determinados nanomateriales y desactivar las terapias,
perjudicando por tanto la aplicacion final del disefio.

4. Terapia mediante hipertermia fotoinducida
La hipertermia es una modalidad de tratamiento contra el cancer en el que el
tumor es expuesto a altas temperaturas para destruir las células tumorales, o
bien para hacerlas mas susceptibles a otras modalidades de tratamiento. En el
caso de la hipertemia fotoinducida, el calentamiento se produce irradiando la
zona de interés con un laser cuya longitud de onda se encuentre en las
conocidas como ventanas bioldgicas, de manera que pueda penetrar lo
suficiente la piel y los tejidos. Por tanto, los NMs escogidos van a tener que
absorber luz en estas franjas del espectro NIR para transformarla en calor.
Como se ha visto en el Apartado 1.4. de los Resultados, donde se analizaban
los espectros de absorcion UV-vis-NIR, los materiales sintetizados en este

trabajo, tanto los AUNRs como las NPs de Fe3;O4, cumplen estos requisitos.

En este apartado, se muestran resultados preliminares para el objetivo
planteado de evaluar la hipertermia fotoinducida por estos NMs como

potencial terapia en células tumorales de CCC.

4.1. Capacidad de calentamiento de los NMs sintetizados
En primer lugar, para comprobar la capacidad de calentamiento de dichos

NMs, se hicieron estudios previos con los NMs en suspension coloidal, los
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cuales se irradiaron con un laser de 808 nm a una potencia de 750 mW. En la
Figura 47 se muestran las curvas de calentamiento (arriba) y de enfriamiento
(abajo) en funcion del tiempo, de una suspensién de NPs de FesO4 a una
concentracion de 7 mg/ml (Figura 47A) o bien de AuNRs a una concentracion
de Au de 0.3 mM (Figura 47B). Puede verse como, en menos de 10 min, la
temperatura se incrementa hasta 10 °C de manera exponencial, para finalmente,
aproximadamente tras 20 min de irradiacion, establecerse un equilibrio en el
que la temperatura deja de aumentar. En ambos tipos de NM, se consigue
superar los 45 °C, llegando incluso a los 55 °C en el caso de la magnetita,
temperaturas a partir de las cuales comienzan a producirse dafios irreversibles
en las células (Jaque et al., 2014; Roti, 2008). No obstante, hay que tener en
cuenta que en este ensayo se mide la temperatura de calentamiento del medio
en el que se encuentran suspendidos los NMs; es decir, se obtiene una buena
idea de la capacidad y eficiencia de calentamiento de los NMs y su potencial
aplicabilidad en terapia, pero extrapolar a lo que ocurriria en las células o
tejidos resulta complejo. En la Figura 47C se muestra un control en el que se
irradi6 el mismo volumen de agua que en el caso de las suspensiones de NMs,
con la misma potencia de laser. En este caso, hay una pequefia absorcion de la
luz por parte del agua, que se traduce en un ligero aumento de la temperatura,

pero que no supera los 35 °C.

Tras apagar el laser, la suspension coloidal comienza a enfriarse hasta
recuperar la temperatura ambiente inicial, siguiendo un decaimiento
exponencial, importante de cara a no prolongar efectos dafiinos en las células

y tejidos una vez cesa la irradiacion.

Estas curvas de calentamiento y enfriamiento se han ajustado (curvas rojas en
Figura 47) a un modelo basado en estudios previos (Jiang et al., 2013; Roper
et al., 2007).
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Figura 47. Calentamiento de las suspensiones de NMs.
suspensiones de FesO4 (7 mg/ml) (A) y de AuNRs (JAu]=0.3 mM) (B), con sus correspondientes
curvas de enfriamiento (graficas de abajo), en funcion del tiempo. (C) Control del calentamiento
del agua tras ser irradiado a la misma potencia. En todos los casos, se irradié un volumen de 2
ml con un laser de 808 nm a una potencia de 750 m\W.

El balance energético de una suspension coloidal de NPs en una cubeta cuando
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se irradia con un laser, viene dado por la ecuacion:
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zmy cpld—f=§j— (1)

donde m; y CP,; son la masa y el calor especifico del sistema a presién
constante (en este caso, las NPs, la cubeta y el termopar), respectivamente. T
es la temperatura del sistema, y t es el tiempo. Q; es un término que incluye Q,
la energia del laser que las NPs transforman en calor; Qu, el equivalente en
agua de la cubeta; Qc, las pérdidas de energia por conductividad térmica entre
liquido-aire, liquido-cubeta y liquido-sensor de temperatura; y finalmente Qs,
que es la radiacion emitida por las NPs por el hecho de estar a una temperatura
distinta de cero.

El término Q., la disipacion de calor por las NPs inducida por la irradiacion

con un laser a la longitud de onda de absorcion, viene dado por:
QL = (Py — Per)tn = Po(1 — 104ty (2)

Donde Py es la potencia de salida del laser, Py la potencia transmitida tras el
paso del laser por la cubeta llena con la suspensién de NPs (con los espectros
de absorcion obtenidos, valores de absorbancia proximos a 2 indican que
menos del 1% de la luz se esta transmitiendo).  es un parametro que representa
la eficiencia de conversion de la potencia del laser en calor. A; es la
absorbancia a la longitud de onda del laser. Q,, el equivalente en agua de la

cubeta, se evalué midiendo el mismo volumen de liquido, pero sin NPs.

Una vez las NPs se calientan por la absorcion de la radiacion del laser, tienen
lugar diferentes procesos, uno de ellos es el intercambio de calor por
conduccion, Qc, entre las NPs y el liquido que las rodea por un gradiente de
temperatura. Este proceso hace que la temperatura se homogenice en el liquido
de suspensidn. Asi, el intercambio de calor entre la suspension de NPs, el aire,

la cubeta y el termopar puede integrarse en un solo término:
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Qc = XhS(T —Ty) )

Donde h es el coeficiente de transferencia de calor por conveccion,
caracteristico de cada material e interfase, y que va a depender de la forma y
tamario del NM. S es la superficie total de las NPs, T es la temperatura en
funcion del tiempo y Ta la temperatura ambiente. Este término puede

. . hS . ..y
reemplazarse por una constante de enfriamiento k = — a partir de la variacion
de temperatura de un sistema que no estd a la misma temperatura que el
entorno, m hace referencia a la masa y c al calor especifico:

daT(t
O = k-8 @
donde k es la constante de enfriamiento. Si 8 = 1, a esta ecuacion se le conoce

como ley de Newton del enfriamiento.

P representa el balance de la potencia emitida/absorbida por radiacion

térmica, es decir, la transferencia de energia emitida por las NPs, dada por:
P = eSo(T*—T}) (5)

donde € es la emisividad de superficie (valor entre 0y 1), S la superficie total
de las NPs y ¢ la constante de Stefan-Boltzmann. Si (T — Ta) « Ta, la ecuacion

4 puede escribirse como:
Ps =~ €SoATR(T —Ty)  (6)

Estos dos términos, Psy Qc, son los responsables de la pérdida de energia del
sistema y, por tanto, del equilibrio que se alcanza a una temperatura maxima.
Asi, teniendo en cuenta todos estos términos (ecuaciones 2-4), la ecuacion del
balance de energia cuando una muestra de NPs se irradia con un laser puede

expresarse como:
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Smice,i gy = (Po = Per)) = TASIT(6) = Ta] = So4T[T(@0) = Ta - (7)

La solucion de esta ecuacion diferencial da la temperatura de la solucion de
NPs como una funcién del tiempo hasta que se alcanza el estado estacionario:

SaaT3
(k+E22 Ay

T(t) =T, + —e Pl g o™ e (8)

(myc;+eScAT})

Asumiendo que T(t = 0) = Ta y que la masa y calor especifico de las NPs es
despreciable en comparacion con los valores del agua (o ciclohexano) y, por

tanto, en la ec. (1), Ym;cp; = myc;.
i

Una vez apagado el léaser, el sistema se enfria hasta alcanzar un estado
estacionario, siguiendo la ley de Newton del enfriamiento. Integrando la ec.
(4) con g = 1, la temperatura de enfriamiento en funcion del tiempo sigue la

ecuacion:

T(t) = Ty + L2 11 _ gk ©)

mycik

Como se aprecia en la Figura 47, las curvas de calentamiento y enfriamiento
ajustan perfectamente con el modelo planteado. Es mas, a partir del ajuste de
los datos experimentales correspondientes a las curvas de enfriamiento de la
Figura 47, es posible obtener la constante de enfriamiento k para ambas
suspensiones coloidales, siendo k = 2.6-10 s para las NPs de FesOq y k =
1.3-10% s para los AuNRs. Este valor puede emplearse para reducir el niimero
de variables de las curvas de calentamiento y conocida la superficie total de
los AuNRs, S, la emisividad del oro en el NIR, € , la masa de liquido, m, y su
calor especifico, ¢, estimar la eficiencia de la conversion de ambas
suspensiones coloidales, n, de la radiacion laser en calor para las
concentraciones empleadas. Teniendo en cuenta todos estos parametros, se han
obtenido unas eficiencias de conversion de un 20% para los AUNRs y del 5%
para el Fe;0.. No obstante, cabe la posibilidad de que en el modelo planteado

no se haya tenido en cuenta otras formas de pérdida de energia.
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4.2. Efecto de la hipertermia fotoinducida con NMs en células
Tras comprobar la considerable capacidad de calentamiento de los NMs
sintetizados en este trabajo, se realizaron una serie de pruebas preliminares en
cultivos celulares de CCC para evaluar los dafios producidos tras la irradiacion
con un laser NIR. Para ello, se afadieron a células Detroit 562 NPs de
Fes0.@SiO.-RBITC, funcionalizadas con la proteina STxB:6xHis, a las
concentraciones con las que previamente se habia testado la viabilidad celular,
5y 15 pg/ml (ver Resultados, Apartado 1.7.). A dichas concentraciones, las
NPs no provocan ningun tipo de alteracién celular, por lo que cualquier efecto
va a venir dado por la hipertermia fotoinducida tras la irradiacion con laser.
Tras 2 h de incubacion con las NPs, se retird el medio de cultivo y se realizd
un lavado para minimizar el calentamiento del medio por NPs en suspension
gue pudiera enmascarar los resultados. Tras el lavado, se afiadi6 al medio
ioduro de propidio para tefiir aquellas células cuya membrana esté dafiada,

indicativo de muerte celular por necrosis.

Se probaron diferentes tiempos de irradiacion con el laser de 808 nm en
funcidn de la concentracién de NPs. En la Figura 48 puede verse que, con la
concentracién mas alta de 15 pg/ml, un solo minuto de irradiacion basta para
provocar la muerte de numerosas células en la zona irradiada. A menor dosis,
de 5 pg/ml, con un tiempo de irradiacion de 14 min, es posible obtener efectos
similares. Estos resultados indican que va a ser posible ejercer un efecto

terapéutico a demanda con dosis bajas de NPs.
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Contraste de fases Ioduro de propidio
— ey

1
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- laser
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+ laser 1W, 1 min
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+ laser 1W, 14 min

Figura 48. Efecto de la hipertermia fotoinducida con NPs en células Detroit 562. Imégenes
de contraste de fases y fluorescencia de las células con NPs de Fe3O4@SiO2-RBITC a diferentes
concentraciones, antes y después de irradiarse con un laser de 808 nm a una potencia de 1W
durante 1 0 14 min, en funcién de la concentracion de NPs. Las imagenes se tomaron 1 h después
de apagar el laser. Para visualizar la muerte celular, se afiadi6 al medio de cultivo ioduro de
propidio, que tifie las células de rojo cuando su membrana esta dafiada. Barras de escala: 100
nm.

No obstante, como se ha mencionado, el método de tincién empleado estd
indicando que la muerte celular se esta dando fundamentalmente por necrosis.
Tras 2 h de incubacién de las células con las NPs, muchas han entrado en las

células, pero puede haber otras todavia en proceso de entrada o de interaccién
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con los receptores de membrana, por lo que su calentamiento podria estar
dafando directamente la membrana citoplasmatica produciendo la muerte
celular por necrosis. Por ello, resultaria de interés realizar pruebas similares a
diferentes tiempos de incubacion hasta conseguir que las células desencadenen
la muerte de forma programada, por apoptosis, dado que la necrosis no seria el
tipo de muerte celular mas adecuada para un tratamiento, pues esta descrito
que puede desencadenar procesos pro-inflamatorios que podrian provocar
dafios a células y tejido sano circundantes (Rock & Kono, 2008). Por ello, son
necesarios estudios mas exhaustivos para poder controlar tanto la dosis de NPs
administradas, como la potencia del laser y el tiempo de exposicion iddneos.
En este sentido, como se explicara en el siguiente apartado y que da pie al
altimo objetivo de la tesis, es de vital importancia poder determinar la
temperatura de calentamiento, ya que ésta va a tener un efecto directo sobre
los efectos provocados en las células y el tipo de muerte celular.

5. Determinacion de la temperatura de calentamiento:
nanotermémetros basados en Y203:2%Er3*

Uno de las claves para optimizar los tratamientos basados en hipertermia
fotoinducida es conseguir determinar la temperatura de calentamiento para
poder controlar los efectos provocados sobre las células y tejidos. Conseguir
la combinacién de calentamiento y monitorizacion de la temperatura en el
mismo NM es un reto ambicioso, pero que facilitaria enormemente la
aplicacion de este tipo de tratamiento. Por ello, en este trabajo se ha optado por
aportar un material que actle como nanotermometro Optico a modo de
recubrimiento sobre las mismas NPs que se han trabajado a lo largo de la Tesis,
al tener controladas sus propiedades. En este apartado se muestran algunos de

los resultados preliminares que se han obtenido para este objetivo planteado.
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De todos los lantanidos, el ion méas empleado en termometria es el erbio (Er®*),
ya que sus dos multipletes “Ss;» y 2H11/2 estan separados por una diferencia de
energia suficientemente pequefia como para que estén acoplados
térmicamente, resultando en emisiones de luminiscencia en la region de 530 y
de 550 nm, cuya intensidad es sensible a la temperatura, como ya se ha

indicado.

Para obtener un método de determinacion de la temperatura no invasivo, se
suelen emplear nanotermdmetros Opticos, en los que mediante un andlisis
espectral es posible determinar la temperatura con resolucion espacial
submicromeétrica. Por sus propiedades, los iones de tierras raras son una opcion
muy destacada, siendo el Er®* probablemente el mas empleado al tener niveles
de emision termalizados y poco dependientes de la red cristalina, del entorno
o las condiciones ambientales a las que se incorporan (Brites et al., 2019; Jaque
& Vetrone, 2012; Quintanilla & Liz-Marzan, 2018).

Figura 49. Imégenes de TEM de las NPs de FesOs@SiO2 tras su recubrimiento con
Y203:2%Er3*. Puede apreciarse una capa mas electrodensa sobre la silice, de unos 7 nm de
grosor.

En este trabajo, se ha empleado el 6xido de ytrio (Y2Os) con impurezas de Er®*
como material para recubrir los NMs fotoactivables. Concretamente, como
primera prueba, se han recubierto las NPs de Fe;0.@SiO con una capa de

Y03 dopada con un valor optimizado del 2% mol de Er**, a través de un
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método de precipitacion homogénea utilizando urea y los nitratos de ytrio y
erbio, seguido de un tratamiento térmico a 700 °C (F. Zhang et al., 2010). En
la Figura 49 se muestran imagenes de TEM de las NPs tras el recubrimiento,
en las que se puede apreciar la formacion de una capa mas electrodensa de ~7
nm correspondiente al Y.Os:Er®* alrededor la capa de SiO. que recubre la

magnetita.
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Figura 50. Espectros de emision del Y203:2%Er*. La posicion de los picos de emision de las
NPs Fes04@SiO2@Y203:2%Er3* (A) coinciden con los de las NPs compuestas Ginicamente por
Y203:2%Er3* (B), confirmando la formacidon de la misma estructura cristalina.

En la Figura 50A se muestran los espectros de emision de estas NPs recubiertas
de la Figura 49 tras su excitacion con la linea de 514.5 nm del laser de Ar*-

Kr*, revelando una serie de picos en las regiones entre ~520-540 nm y entre
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~545-570 nm, correspondientes a las transiciones entre los niveles 2Hii, —
*l1sr2, Y “Sarz — *l1s12 del erbio, respectivamente. La posicion a la que aparecen
todos estos picos coincide perfectamente con los de la muestra de referencia
de Y203:2%Er®* (Figura 50B), confirmando que se ha formado el material con
la misma estructura cristalina. Se aprecia una sefial mas ruidosa en el caso del
recubrimiento, atribuible a la menor cantidad de material en comparacion a

NPs formadas Unicamente por Y203:2%Er*".

El estudio de la intensidad de estas emisiones, al venir de niveles termalizados,
va a permitir relacionar, mediante una recta de calibrado, la relacion de
intensidades de ambas transiciones con la temperatura, pudiendo emplearse
como nanotermometros. La principal ventaja de este tipo de termometria es
que la técnica ratiométrica es per se un método con referencia interna,
proporcionando medidas absolutas de la temperatura. Ademas, la relacion de
intensidades no depende de la longitud de onda de excitacién ni de la
concentracién de NPs, minimizando las fuentes de error a la hora de la

determinacion de la temperatura.

La calibracidn se realiz6 recogiendo la emision de una muestra en polvo de las
NPs de Fes0.@SiO.@Y203:2%Er®" sintetizadas, en funcion de la temperatura
tras calentarse con una platina calefactora. Para asegurar la precision de la
calibracion, se utiliz6 una potencia del laser de excitacion lo mas baja posible,
para descartar un potencial calentamiento por el laser en el entorno de la
muestra. La Figura 51A muestra la emision de las NPs (dada por el Er®*) en
funcion de la temperatura en el rango entre 22 y 70 °C (295-343 K). Como
puede observarse, las intensidades de las transiciones centradas en
aproximadamente 530 y 550 nm (correspondientes con I, e Iy,
respectivamente) tienen comportamientos contrarios, a medida que se
incrementa la temperatura: la emision desde el multiplete 2Hi12 @ 530 nm
aumenta, al aumentar la poblacion del nivel de mayor energia a expensas del

nivel de menor energia (*Ssr2), cuya intensidad disminuye con la temperatura.
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Teniendo en cuenta la relacion de intensidades de emision entre estos estados
termalizados y la temperatura, de acuerdo a la ecuacién:

FIR——IZ—C — —>1(FIR)—1— lC——
=== =
I exp(kB )= In n1 n kT

la dependencia de la emision en funcion de la temperatura se puede obtener
facilmente ajustando los valores experimentales de In(FIR) frente a 1/T a una
recta cuya pendiente esta relacionada con la diferencia de energia AE entre
ambos multipletes (Figura 51A, derecha). Puede apreciarse una dependencia
linear clara, confirmando asi la excelente capacidad del material de
recubrimiento como sensor de temperatura. Con este ajuste lineal, a partir de
la pendiente (AE/ks), se obtiene un valor de la diferencia de energia entre los
dos niveles de emision de AE = 767 cm™. Este valor es proximo al que se
estima experimentalmente a partir de los espectros de emision, de AE = 791
cm, a partir de las posiciones de 539 nm para la emision del nivel 2Hip, y
564 nm para el *Sz;,. También es consistente con los valores obtenidos tanto en
la muestra referencia de Y.03:2%Er®* (769.8 cm™?) (Figura 51B), como con
valores previamente reportados para otros materiales dopados con Er®*
(Debasu et al., 2013; Quintanilla et al., 2011; Vetrone et al., 2010; X. Yang et
al., 2015).

Un pardmetro importante en nanotermometria es el valor de sensibilidad
absoluta del NM, gue se define como el grado de cambio del FIR en respuesta

a la variacion de temperatura:

|dFIR AE
kBT2

Al haber trabajado en este estudio en un rango limitado de temperaturas

relativamente bajas por su interés bioldgico, la representacion de S en funcién

de T no arrojaria datos relevantes, puesto que otros trabajos indican que este

mismo material, Y03, con el mismo % mol de impurezas de Er®*, presenta una
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sensibilidad maxima en ~600 K, con S = 3.5-10% K (valores fuera del rango

de temperaturas aqui empleado) (Gutiérrez Cano, 2019).
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Figura 51. Calibrado de la relacion de intensidades de emision en funciéon de la
temperatura. (A) Espectros de emision de las NPs Fes0s@Si02@Y203:2%Er?* en funcién de
la temperatura. EI multiplete marcado en amarillo, correspondiente con la emision del nivel
2Hyyp (I2), aumenta a expensas del nivel de menor energia, “Ss» (azul, 1), cuya intensidad
disminuye con la temperatura. A la derecha se muestra la recta de calibrado resultado de
representar In(l2/11) en funcién de 1/T. (B) Emision de las NPs de Y203:2%Er®* de referencia,
con la correspondiente recta de ajuste. En ambos casos, se obtiene la misma tendencia con el
calentamiento, con un ajuste lineal de pendiente muy similar. La excitacion se realiz6 con un
laser de 514.5 nm.

Una vez obtenida la relacion entre intensidades de emision y la temperatura,

es posible realizar el experimento opuesto; es decir, determinar la temperatura
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a partir de los espectros de emision de las NPs. El Gltimo paso en esta serie de
experimentos seria poder determinar la temperatura en el interior de las células
una vez los NMs han sido internalizados y se ha aplicado la radiacion de un
laser NIR a tiempo real, con el fin de poder controlar el efecto inducido sobre

las mismas, y asi poder optimizar el tratamiento.
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Conclusiones

Los nanomateriales sintetizados presentan los requisitos buscados de
multifuncionalidad, al presentar un ndcleo fotoactivable y una cubierta de
silice fluorescente que permite tanto la deteccion del nanomaterial en
células y tejidos, como su posterior conjugacion con moléculas ligando

de direccionamiento.

Se ha conseguido disefiar y producir una proteina ligando de
direccionamiento conformada por la secuencia de la subunidad B de la
toxina Shiga fusionada a una secuencia aminoacidica policationica de 6
histidinas, que sirve para su conjugacion estable y orientada en la

superficie de los nanomateriales con carga superficial negativa.

Los nanomateriales biofuncionalizados con la proteina recombinante
STxB:6xHis son capaces de interaccionar especificamente con el receptor
Gb3 en células de cancer de cabeza y cuello, y entrar en estas células
siguiendo, de forma biomimética, la via retrgrada que sigue la toxina

libre. Esta ruta no canénica evita las vesiculas endo-lisosomales.

Los nanomateriales desarrollados tienen la capacidad de ejercer un efecto
terapéutico activable Unicamente a demanda mediante hipertermia

fotoinducida tras la aplicacién de un laser NIR de 808 nm.

Se ha conseguido recubrir NPs de Fes0.@SiO, con una capa de
Y203:2%Er* capaz de modificar la intensidad de sus bandas de emision
en funcion de la temperatura, pudiendo realizarse la correspondiente recta
de calibracion. A partir de este calibrado, se puede determinar in situ y de
forma no invasiva la temperatura que alcanzan las NPs en el interior de

las células tras la irradiacion con un laser NIR.
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