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RESUMEN

El tratamiento del cancer sigue siendo hoy en dia un gran desafio a nivel mundial.
La aparicion de terapias innovadoras, como las terapias moleculares dirigidas al
microambiente tumoral (TME), han representado un avance significativo en este
campo, ya que abordan en gran medida, el problema de la heterogeneidad
intratumoral. Actualmente las dianas del TME mas exploradas son aquellas que
van dirigidas hacia la neovasculatura tumoral (como por ejemplo, la via
VEGF/VEGFR). Sin embargo, debido a la falta de exclusividad de estas dianas
en los tumores, estas terapias pueden presentar efectos adversos y comprometer
el desarrollo de la vasculatura fisiologica. En la busqueda de dianas mas
especificas en el TME, destaca el Marcador Tumoral Endotelial 8 (TEMS). Se
trata de una proteina de membrana que se encuentra sobreexpresada en la
neovasculatura tumoral frente a la vasculatura fisiologica en tumores soélidos,
ademas de en células sostén del TME, como los fibroblastos asociados a tumores.
La posibilidad de dirigir agentes antitumorales hacia este receptor a través de su
ligando natural, la toxina del antrax (Atx), le convierten en una diana interesante
en las terapias contra el cancer.

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en disefiar una proteina ligando
inspirada en la Atx para dirigir nanomedicinas al TME a través del receptor
TEMS. Se ha evaluado la capacidad de union de la proteina ligando al receptor
tanto in vitro como in cellulo, y se ha estudiado su actividad antitumoral intrinseca
en modelos de melanoma murino subcutdneo. Esta proteina ligando se ha
empleado para una conjugacion electrostatica estable y orientada de un
nanosistema quimioterapico, basado en nanoparticulas de silice mesoporosa con
doxorrubicina encapsulada. El tratamiento tanto intratumoral como intravenoso
de modelos de melanoma murino subcutineo con la quimioterapia
nanoencapsulada y dirigida a TEMS8, ha mostrado una reduccion significativa en
el crecimiento tumoral con respecto al nanosistema sin dirigir y al farmaco libre.
Resultados similares se obtuvieron tras el direccionamiento de otra quimioterapia
basada en un oligonucleétido formado por 10 unidades de 5-fluorouracilo,
nanoencapsulada en nanoparticulas de silice compacta. Se trata, por tanto, de una
terapia prometedora para el tratamiento del cancer, que resulta mas eficiente y
podria disminuir los efectos secundarios de los tratamientos convencionales.
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INTRODUCCION

1.1. Cancer y microambiente tumoral

El cancer es un conjunto de enfermedades que supone la principal causa de muerte
a nivel global. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, solamente en 2020 se
atribuyeron 10 millones de muertes a esta causa, es decir, 1 de cada 6 de las que
se registraron. Una deteccion temprana del cdncer y una mejora en los
tratamientos actuales son necesarias para disminuir estas cifras. La caracteristica
que mejor define al cancer es el crecimiento rapido, anormal y descontrolado de
células que no tienen un proposito funcional y su capacidad de extension y
colonizacion de otras partes del organismo [1,2]. Las células cancerosas crecen
en una masa celular aberrante llamada tumor, excepto en el caso de los canceres
hematoldgicos, donde las células crecen y se distribuyen por la sangre, el sistema
linfatico y la médula 6sea [1]. Tradicionalmente, el cancer ha sido clasificado
como una enfermedad genética causada por la acumulacion de mutaciones en las
células cancerosas [3]. Estos procesos se originan principalmente por dafios o
mutaciones en protooncogenes que codifican proteinas implicadas en la
induccion de la proliferacion celular y la diferenciacion, y en genes supresores de
tumores, que codifican proteinas que producen sefales de inhibicion del
crecimiento celular o estimulan la apoptosis. Alteraciones en oncogenes y genes
supresores de tumores son necesarias para el desarrollo tumoral [1]. Sin embargo,
solamente entre un 5 y 10% de los casos de cancer pueden ser atribuidos a
defectos genéticos, y hoy en dia se sabe que el ambiente y el estilo de vida juegan
un papel esencial en el desarrollo de esta condicion [4].

El concepto y compresion del cancer ha ido cambiando a lo largo de las décadas.
Actualmente el cancer es reconocido como un proceso que evoluciona y que
requiere interacciones constantes, dinamicas y reciprocas entre las células
tumorales y el microambiente tumoral (TME, del inglés, Tumoral
Microenvironment) [4].

1.1.1. Microambiente tumoral

El TME es el ambiente celular en el que se desarrolla un tumor dentro del
organismo. Se trata de un ecosistema altamente estructurado, donde las células
tumorales rodeadas de células no malignas interaccionan constantemente. Todas
estas células estan integradas en una matriz extracelular (ECM, del inglés,
Extracellular Matrix) alterada y vascularizada. El TME tiene un gran impacto en
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todos los aspectos de la biologia del cancer incluyendo la progresion del tumor,
la metéstasis y la respuesta a un determinado tratamiento [2,3,5,6].

El TME es complejo y heterogéneo, y su composicion concreta varia en funcion
del tipo de tumor. En general, estd formado por distintos tipos de células,
incluyendo células del sistema inmune (linfocitos T, linfocitos B, macréfagos,
asociados a tumor (TAMs, del inglés, Tumor Associated Macrophages),
neutréfilos, células dendriticas, etc...), células estromales (células endoteliales,
fibroblastos asociados a tumor (CAFs, del inglés, Cancer Associated
Fibroblasts), adipocitos, etc...) y componentes no celulares (ECM, exosomas
etc...) [7,8]. Las células tumorales son el corazén del TME y controlan la funcion
del resto de componentes, tanto celulares como acelulares. Esto se consigue a
través de redes de sefalizacion complejas, que moldean y entrenan al TME. En
ultima instancia esto se refleja en la formacién y mantenimiento del tumor y de
sus sefales distintivas (Hallmarks), en una respuesta deficiente a las terapias y la
resistencia a los farmacos, en la respuesta al estrés extrinseco o intrinseco y en la
supervivencia de las células tumorales y su migracion dentro del organismo, es
decir, la metastasis [9,10]. La fuente de la comunicacion intracelular es una red
compleja de citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, mediadores
inflamatorios y enzimas remodeladoras de la ECM. Sin embargo, nuevos
mecanismos de interaccion, incluyendo las células tumorales circulantes,
exosomas, ADN en células libres y cuerpos apoptdticos, han surgido como
novedosas fuentes de comunicacion [10].

El TME es acido (presenta un pH bajo debido al metabolismo anaerobico de las
células tumorales), hipoxico (tiene poca presencia de oxigeno), inmunosupresor
(capaz de atraer o desarrollar células inmunes inmunosupresoras y reducir la
eficiencia de los linfocitos T) y presenta una presion de liquido intersticial y una
rigidez de la ECM elevadas. Estas condiciones limitan la entrega y eficiencia de
las terapias, como los farmacos quimioterapicos, la radioterapia o la
inmunoterapia [11].

1.1.2. Senales distintivas del cancer: induccion de la
angiogenesis y metastasis

Como se comentd anteriormente, los tumores tienen una serie de sefiales
distintivas, cuyo desarrollo depende de la sinergia entre las células tumorales y el
resto de las células del TME. Entre ellas, encontramos la activacion de cascadas
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de sefializacion de proliferacion celular, la evasion de los supresores de
crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la inmortalidad, la induccién de la
angiogénesis y la activacion de la invasion y metastasis [12]. Estas dos ultimas
suponen un gran reto de cara a los tratamientos contra el cancer, limitando la
aplicacion de los tratamientos convencionales, y siguen siendo la primera causa
de muerte en mas del 90% de pacientes con cancer [13].

1.1.2.1.  Angiogénesis tumoral

Las células tumorales malignas requieren oxigeno y nutrientes para sobrevivir y
proliferar. Por ello, el desarrollo de una vasculatura tumoral es esencial para el
establecimiento del tumor primario y el desarrollo de la metéstasis. Este hecho se
puso de manifiesto con la observacion temprana de que los tumores que
proliferaban rapido estaban altamente vascularizados, mientras que los tumores
latentes no, y llevd a Judah Folkman a hipotetizar que la angiogénesis era
necesaria para la progresion tumoral [14].

La formacion de una neovasculatura en los tumores puede ocurrir mediante el
desarrollo de nuevos vasos a partir de otros ya existentes o por la induccion de la
formacion de nuevos vasos. Entre los procesos principales en la formacion de una
neovasculatura destacan la formacion de vasos por brotes, la angiogénesis
intususceptiva, la vasculogénesis, el mimetismo vasculogénico y la
transdiferenciacion de células madre cancerigenas [14—18]. Para que se de
cualquiera de estos mecanismos, debe producirse un proceso conocido como
cambio angiogénico (en inglés, angiogenic switch), que implica una sefializacion
dominante de factores pro angiogénicos. De forma fisiologica, existe un balance
entre los factores pro angiogénicos y anti angiogénicos, que regulan de forma
estricta la angiogénesis. Sin embargo, los tumores promueven la sobreexpresion
de factores pro angiogénicos. Este cambio angiogénico libera a un tumor de su
estado latente para inducir un rapido crecimiento de las células tumorales
acompaiiado de la formacion de una neovasculatura tumoral [14,15] (Figura I.1).

Entre los factores pro angiogénicos destaca el factor de crecimiento endotelial
vascular A (VEGF-A, del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor A), el
regulador principal de la angiogénesis fisiologica y patoldgica. Se trata de un
miembro de una familia de genes que incluye el factor de crecimiento placentario
(PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. Todos ellos se unen a los
receptores VEGFR-1, 2 y 3 (del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor
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Receptor). En concreto, VEGF-A se une preferencialmente a VEGFR-2 en las
células endoteliales de los vasos y promueve la angiogénesis. La expresion de los
factores pro angiogénicos es inducida por el estrés ambiental como la hipoxia, la
deprivacion en glucosa, la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del
inglés, Reactive Oxygen Species), la acidosis celular, la deficiencia en hierro, la
activacion de oncogenes o la inhibicion de genes supresores de tumores [16].

Independientemente del proceso a través del cual se formen nuevos vasos, estos
tienen una serie de caracteristicas funcionales distintas de los vasos fisiologicos
(Figura I.1). Mientras que la formacion de nuevos vasos de forma fisiologica
(embriogénesis, ciclo menstrual, curaciéon de heridas, etc...) es un proceso
altamente regulado y controlado, la angiogénesis tumoral es un proceso
desregulado debido a la presencia constante de factores pro angiogénicos
presentes en el TME. Esto conlleva a que muchos de esos nuevos vasos no lleguen
a madurar por completo, resultando en una red de vasos caotica, que tienen un
diametro muy heterogéneo y un flujo sanguineo deficiente y en ocasiones, que
fluye en sentido contrario, creando areas intratumorales de hipoxia. Ademas, las
uniones entre las células endoteliales en la vasculatura tumoral se encuentran
debilitadas, presentando una permeabilidad vascular aumentada y una presion
intersticial mayor [14]. Este aumento de permeabilidad tiene como efecto una
acumulacion tumoral de farmacos y otros agentes terapéuticos sin
direccionamiento, proceso conocido como efecto de permeabilidad y retencion
aumentado (EPR, del inglés, Enhanced Permeability and Retention effect)
[19-21]. Finalmente, los pericitos se encuentran parcialmente despegados de las
células endoteliales y la membrana basal estd desigualmente distribuida, por lo
que existe mayor riesgo de rotura y hemorragia. Todo esto hace que, en muchas
ocasiones, se reduzca la eficiencia de las terapias administradas de forma
sistémica [14,17].
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Figura 1. 1. Esquema del cambio angiogénico y desarrollo de la vasculatura tumoral.
El aumento de factores pro angiogénicos conlleva a la formacion de una neovasculatura
tumoral desorganizada, con aspecto y funcionalidad que difieren de la vasculatura
fisiologica.

La vasculatura tumoral se diferencia de la vasculatura fisioldgica, no solo en su
aspecto, organizacion y funcionalidad, sino también en el tipo de marcadores que
expresa. Estos suelen ser proteinas de superficie o proteinas de la ECM que, o
bien son diferentes de los expresados por la vasculatura fisioldgica, o se expresan
a niveles mucho mas altos. La expresion de muchas de estas proteinas se asocia
con la angiogénesis y son importantes para este proceso. Estas dianas distintivas
resultan clave para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas contra el cancer [22].

1.1.2.2.  Transicion epitelio-mesénquima y metdstasis

La metastasis es un proceso complejo que consiste en la diseminacion de las
células tumorales del tumor primario a érganos distantes a través de la sangre o
lalinfa [13]. En un primer paso, las células tumorales malignas tienen que invadir
los tejidos sanos vecinos, ya sea en grupos de células o como células individuales.
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Esta invasion esta facilitada por la pérdida de adhesion célula-célula, que tiene
lugar a través de un proceso conocido como transicion epitelio-mesénquima
(EMT, del inglés, Epithelial-to-Mesenchymal Transition). Durante el proceso de
EMT, las células tumorales pierden sus propiedades epiteliales (disminuye la
expresion de E-cadherina) y adquieren un fenotipo mesenquimal, lo que resulta
en una adhesion celular reducida, cambios en la estructura del citoesqueleto y un
aumento en la motilidad. Por ello, la EMT es un proceso esencial para la
progresion tumoral y estd asociado con un potencial metastdsico mayor
[13,23,24].

Ademaés, durante el proceso de invasion, la ECM sufre un proceso de
remodelacion mediante la degradacion por proteasas secretadas. Una vez se ha
producido la invasion de tejidos vecinos y se ha formado una nueva red de vasos
sanguineos, las células tumorales entran en contacto con pequefios vasos
sanguineos o linfaticos a través de los cuales pueden entrar en la circulacion
atravesando el lumen de la vasculatura de forma activa o pasiva, en un proceso
conocido como intravasacion. Este proceso esta facilitado por varias citoquinas
que son secretadas por las células tumorales y por los TAMs y CAFs. En su viaje
a través de la sangre o la linfa hacia un nuevo nicho, las células tumorales
circulantes o agregados celulares tienen que protegerse de las condiciones hostiles
y de la respuesta del sistema inmune, por lo que unen plaquetas en su superficie.
De esta manera pueden interaccionar con neutrofilos circulantes que facilitan el
siguiente paso de la diseminacion, denominado extravasacion. Durante este
proceso, las células tumorales pasan de los vasos hacia los nichos secundarios,
llamados nichos pre metastasicos. Reciben este nombre ya que son preparados
por el tumor primario incluso antes de que comience la metastasis. El desarrollo
de un nicho pre metastasico es un proceso complejo que requiere la secrecion de
moléculas implicadas en inducir permeabilidad vascular, remodelacion de la
ECM e inmunosupresion. Finalmente, las células tumorales colonizan el nuevo
nicho, superviviendo al nuevo ambiente, donde proliferan gracias a la formacion
de nuevos vasos sanguineos y establecen la metastasis [6,12,13,25]. Todo el
proceso de EMT y metéstasis se encuentra resumido en la Figura 1.2.
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Figura 1. 2. Esquema general del proceso de metdstasis. Este proceso incluye los pasos
de (1) invasion, (2) intravasacion, (3) circulacion, (4) extravasacion y (5) colonizacion.

1.1.3. Melanoma maligno

Los modelos tumorales de estudio desarrollados durante esta tesis consisten en
modelos de melanoma maligno murino, tanto sélidos como metastasicos. El
melanoma se origina por la transformacién maligna de los melanocitos, es decir,
las células de la piel que producen melanina [26—-29]. Aunque solamente un 4%
del cancer de piel es melanoma, se trata del cancer de piel mas agresivo
(capacidad de metastatizar) y que mas muertes produce en todo el mundo.
Actualmente, la incidencia del melanoma se encuentra alrededor de un 1,7% de
los canceres primarios diagnosticados y los pacientes que mueren de melanoma
se estiman en un 0,7% del total de muertes asociadas al cancer [27]. La exposicion
a la radiacion solar representa el mayor factor de riesgo medioambiental para el
desarrollo de melanoma, aunque caracteristicas del individuo como el color de
piel, ojos y pelo, asi como el historial familiar, también se consideran factores de
riesgo. Ademas, existe una amplia lista de mutaciones conductoras, que se
clasifican segun el tipo de melanoma. L.a mas conocida es la mutacion V60OE en
el gen BRAF, mutacion conductora del melanoma cutaneo [30].

Los melanocitos son células especializadas, productoras de pigmento que
protegen a la piel del dafio UV y le dan color. Su funcién esta relacionada con la
sintesis de melanina, un pigmento que tiene 2 importantes funciones biologicas:
la capacidad de actuar como eliminador de oxidantes y la de actuar como un
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sistema para absorber la luz UV y proteger a las células vecinas contra el dafio en
el ADN producido por esta radiacion [29]. Los melanocitos derivan de la cresta
neural y migran a través de la dermis y epidermis para localizarse, en humanos,
en los foliculos pilosos y en la epidermis interfolicular. Aunque el melanoma
cutaneo es el mas comun diagnosticado, esta enfermedad también puede surgir
en otros lugares donde residen melanocitos, como el ojo (melanoma uveal) o las
mucosas (oral y respiratoria). Ademas, el melanoma es una enfermedad con una
alta tasa de metastasis, que generalmente se desarrollan en ganglios centinela de
los nodos linfaticos (enfermedad estadio III), pulmoén, higado, tracto
gastrointestinal, huesos y el cerebro (enfermedad estadio IV) [30]. Durante el
proceso de metastasis, las células de melanoma abandonan su nicho primario y
migran a través de la sangre o la linfa para adaptarse a las condiciones ambientales
de los nichos secundarios en 6rganos distantes (Figura 1.3).
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Figura I. 3. Melanoma maligno. Esquema general de los tipos de tumores primarios de
melanoma en humanos (izquierda), asi como del proceso de metdstasis a organos
distantes (panel superior). Estudio y posibles aplicaciones de los modelos desarrollados
en el laboratorio para esta enfermedad (panel inferior). CDS: chronically sun-damaged.

El melanoma maligno avanzado tiene un mal prondstico y en la mayoria de los
casos, la quimioterapia (decarbacina, temozolomida, cisplatino, tamoxifeno
etc...) no es efectiva debido a la resistencia intrinseca que presentan las células
tumorales. Actualmente se emplean terapias alternativas, aprobadas por la FDA,
como la inmunoterapia (Ipilimumab, IL-2, IFN-a) y algunas terapias dirigidas
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(inhibidores de las vias BRAF o MEK). Aunque estas terapias han mejorado el
resultado de los pacientes en general, algunos pacientes con melanoma
metastasico no responden a la terapia, debido, principalmente, a las vias de
resistencia que se generan durante los diferentes estadios del desarrollo de la
metastasis [28]. El fenotipo de las células de melanoma en los diferentes estadios
de la metastasis no esta bien caracterizado. Por ello, es esencial desarrollar
modelos apropiados para estudiar estos procesos y comprender los mecanismos
subyacentes y asi poder desarrollar nuevas terapias dirigidas contra dianas
especificas en cada caso. Los modelos desarrollados en el laboratorio para el
estudio del melanoma pueden ser in vitro, ex vivo o in vivo [26] (Figura 1.3).
Durante esta tesis doctoral, se han empleado modelos in vitro 2D para estudiar el
efecto terapéutico del nanosistema desarrollado sobre las células de melanoma
maligno murino (B16F10), y modelos ex vivo e in vivo para evaluar la presencia
de dianas terapéuticas especificas del TME. Ademas, mediante los modelos in
vivo, que han consistido en el desarrollo de tumores de melanoma murino
subcutaneo y metastasico, se ha evaluado la capacidad de desarrollar nuevas
terapias dirigidas frente a dianas especificas.

1.2. Terapias convencionales en el tratamiento del
cancer

El fin ultimo de cualquier tratamiento contra el cancer debe ser eliminar el mayor
numero de células tumorales posibles y minimizar los efectos sobre las células
sanas. Entre los tratamientos convencionales contra el cancer, se incluyen la
radioterapia, la cirugia y la quimioterapia. Sin embargo, para solventar la falta de
especificidad y los efectos adversos, han ido surgiendo terapias mas innovadoras,
como lo son la inmunoterapia, las terapias moleculares dirigidas, y en ultima
instancia, la nanomedicina.

1.2.1. Cirugia, radioterapia y quimioterapia

La cirugia y la radioterapia son la opcion mas efectiva para casos en los que se
trate de tumores solidos bien delimitados que no presentan metastasis. Por otro
lado, la quimioterapia suele ser la primera opcion cuando se trata de un cancer
metastasico, ya que, los farmacos pueden llegar a cualquier 6rgano mediante una
administracion sistémica. Este tipo de terapia se basa en el uso de farmacos
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quimioterapicos, que son compuestos toxicos que inhiben la division de células
que crecen de forma muy rapida, caracteristica de las células tumorales. Estos
farmacos tienen como diana las diferentes fases del ciclo celular, y dependiendo
de su mecanismo de accion, se clasifican en diferentes grupos. La quimioterapia
no es un tratamiento dirigido, por lo que también afecta a células normales que
proliferan mas rapido, como puede ser el caso de los foliculos pilosos, la médula
O0sea y las células del tracto gastrointestinal. Esto genera la destruccion
indiscriminada de las células sanas, provocando una gran cantidad de efectos
adversos en el organismo tras su administracion intravenosa [1,31,32]. Sin
embargo, este no es el tnico problema que presenta la quimioterapia. Ademas,
los tumores pueden desarrollar resistencia a este tipo de farmacos, que sigue
siendo uno de los mayores problemas en el tratamiento de pacientes con cancer.
Esta resistencia puede existir antes de comenzar el tratamiento (resistencia
primaria o innata) o puede desarrollarse tras una exposicion prolongada
(resistencia adquirida), y una vez se ha desarrollado, quedan pocas opciones. Los
mecanismos moleculares a través de los cuales tiene lugar este proceso incluyen,
entre otros: la alteracion en la farmacocinética y metabolismo del farmaco, la
modificacion en la expresion o funcion de la diana del farmaco, la
compartimentalizacion del farmaco en organulos celulares, una reparacion
alterada del dafio al ADN inducido por el farmaco, cambios en las vias de
sefalizacion de la apoptosis y/o expresion de proteinas que afectan al transporte
celular del farmaco (bombas de eflujo). La gran heterogeneidad de las células
tumorales, sumado a su alta tasa de mutacion, contribuyen a la rapida seleccion
de clones resistentes a farmacos [31-34].

Uno de los farmacos quimioterapicos mas empleados a lo largo de los afios ha
sido la Doxorrubicina (DOX). Se trata de un pigmento rojo producido por
Streptomyces peucetius y pertenece a la familia de antibidticos antraciclinas. La
DOX ejerce un efecto antineoplasico mediante diferentes mecanismos
(Figura 1.4). Por un lado, induce dafios en el ADN debido a, (i) la formacion de
aductos de ADN-DOX e intercalacion en la doble hélice a través de puentes de
hidrégeno con guaninas y (ii) la induccion de roturas de hebra simple y de doble
hebra, donde la topoisomerasa I queda atrapada sin poder llevar a cabo su
funcion. Esto resulta en la inhibicion de la replicacion y transcripcion del ADN y
en el arresto del ciclo celular en fase G1 o G2, con la eventual induccion de la
apoptosis celular. Para que esto tenga lugar, la DOX, entra por difusion en el
interior celular formando un complejo con el proteasoma, que se transloca al
nucleo, donde la DOX se disocia del proteasoma ya que tiene mas afinidad por el
ADN [35,36]. Por otro lado, la DOX ejerce un efecto citotoxico sobre las
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mitocondrias, ya que se une directamente a la cardiolipina en la membrana interna
de este organulo, donde se origina un proceso de producciéon de ROS. Grandes
cantidades de DOX en la mitocondria conllevan a un gran dafio en su estructura,
que resulta en la induccion de la apoptosis celular. Ademas, la DOX sufre una
reduccidn por oxidorreductasas como la NADH deshidrogenasa, formando un
radical semiquinona, que puede llevar a la formacion de ROS en el citoplasma
celular. Finalmente, la DOX puede inducir la senescencia celular y otros tipos de
muerte como ferroptosis y la piroptosis [35,37,38].

Ademas de su efecto directo sobre las células, la DOX es capaz de modular el
sistema inmune para matar a las células tumorales a través de respuestas activadas
por linfocitos T CD8" ¢ inducir la sobreexpresion de genes como PD-1 y PD-L1
y vias de sefializacion citotdxicas relacionadas con linfocitos T [35].
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Figura I. 4. Esquema general de los efectos citotoxicos inducidos en las células por la
DOX. Ademas de intercalarse en la doble hélice del ADN, provoca rupturas de hebra
simple y doble e induce la acumulacion de ROS en la mitocondria y en el citoplasma.
Todo esto conlleva el arresto del ciclo celular y en ultima instancia, la apoptosis celular.

La DOX es el farmaco mas empleado en el tratamiento de cancer de vejiga,
mama, estomago, pulmon, ovarios, tiroides, mieloma multiple y linfoma de
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Hodgkin. Presenta una farmacocinética lineal, con una amplia distribucion a
tejidos periféricos, lo que le confiere un gran volumen de distribucion a pesar de
su elevada union a proteinas del suero, principalmente la albumina. Este farmaco
tiene un metabolismo principalmente hepatico, que da lugar a su metabolito
principal, el doxorrubicinol (DOXol), principal responsable de la toxicidad del
farmaco. Entre los efectos adversos mas comunes, se encuentran la
cardiotoxicidad y la toxicidad hematoldgica, aunque también se ha descrito
toxicidad renal y hepatica [38—41].

Desde la aprobacion por la FDA de los primeros farmacos quimioterapicos para
el tratamiento de canceres hematoldgicos y tumores solidos en los afios 40 y 50,
¢éstos han ido evolucionando para aumentar su efectividad. Aunque se han hecho
importantes progresos en el tratamiento del cancer empleando estos farmacos
aislados o en combinacion con adyuvantes, y se han descubierto y aprobado
nuevos farmacos que se emplean hoy en dia, como el cisplatino o el paclitaxel, la
destruccion indiscriminada de células y la gran cantidad de efectos adversos, han
llevado al desarrollo de terapias alternativas a lo largo de los afios [1].

1.2.2. Inmunoterapia y terapias moleculares dirigidas

Entre las terapias alternativas contra el cancer mas empleadas hoy en dia, destacan
la inmunoterapia y las terapias moleculares dirigidas. Por un lado, la
inmunoterapia consiste en aprovechar la respuesta natural del sistema inmune
para erradicar las células tumorales. Las células del sistema inmune innato
(células natural killer, eosin6filos, basofilos, neutrofilos, monocitos, macréfagos
y células dendriticas), participan en la supresion tumoral matando directamente a
las células tumorales o activando respuestas inmunes adaptativas. El sistema
inmune adaptativo funciona con linfocitos B (respuesta humoral) y T (respuestas
mediadas por células). Una respuesta efectiva del sistema inmune puede erradicar
las células malignas o desregular su fenotipo y funciones. Sin embargo, las células
tumorales han desarrollado mecanismos para escapar al control del sistema
inmune, lo que conlleva a la ausencia de respuestas inmunes antitumorales. Por
ello, la inmunoterapia intenta restablecer y/o aumentar la habilidad del sistema
inmune para prevenir y eliminar las células tumorales. La inmunoterapia se divide
en 5 categorias principales: virus oncoliticos, vacunas contra el cancer, terapias
con citoquinas, transferencia adoptiva de linfocitos T y el uso de inhibidores de
puntos de control [42,43].
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Por otro lado, las terapias moleculares dirigidas se basan en el uso de farmacos u
otras sustancias que tienen un efecto sobre dianas moleculares especificas,
bloqueando vias de sefializacion implicadas en el crecimiento y desarrollo de las
células tumorales. Este tipo de terapias pueden emplearse mediante dos tipos de
aproximaciones. Las aproximaciones directas consisten en el uso de anticuerpos
monoclonales o pequefias moléculas inhibitorias. Las aproximaciones indirectas
emplean dianas moleculares sobreexpresadas o expresadas de forma exclusiva en
la superficie de las células tumorales o de células del TME, para llevar al sitio
moléculas citotoxicas como agentes quimioterapicos, toxinas, etc...De esta
manera, se consigue la eliminacion de las células tumorales o del TME [1,44-46].
La identificacion de dianas especificas es esencial para un desarrollo exitoso de
las terapias moleculares dirigidas. Una de las principales bases del cancer es la
alteracion del perfil genético, que resulta en mutaciones o cambios en las
proteinas y receptores que promueven la supervivencia celular y la proliferacion.
Estas alteraciones especificas permiten diferenciar entre células tumorales y
células sanas, y pueden ser usadas como dianas moleculares para este tipo de
terapias [44]. La incorporacion de este tipo de terapias en la practica clinica ha
mejorado el prondstico de subgrupos de pacientes con tumores solidos. Su
eficacia refleja las vulnerabilidades terapéuticas que resultan de la dependencia
de las células tumorales en vias de sefializacion de crecimiento especificas [47].

Las terapias moleculares dirigidas pueden ir dirigidas a las células tumorales o al
TME. En el primer caso, se produce una buena respuesta inicial al tratamiento.
Sin embargo, se suele producir un relapso entre el primer y segundo afio de
tratamiento [47]. Esta resistencia ocurre debido a lo que se conoce como
heterogeneidad intratumoral (ITH, del inglés, Intratumor Heterogeneity) y es un
factor clave en el prondstico letal del cancer [47—49]. El proceso de conversion
de una célula no maligna a una maligna ocurre a través de la adquisicién
secuencial de alteraciones que llevan a una proliferacion celular aumentada,
inhibicion de vias de sefalizacion de muerte, induccién de angiogénesis y
activacion de programas de sefializacidn que inducen la metastasis. Incluso
después de la transformacion maligna, un tumor contintia evolucionando de
forma dinamica. Esta evolucion genera una heterogeneidad molecular que
consiste en células cancerosas con patrones moleculares distintivos y con
diferente sensibilidad a las terapias antitumorales. Esta ITH ofrece material
genético y epigenético diverso sobre el cual la evolucion Darwiniana puede actuar
[48]. La ITH puede resultar de cambios genéticos, transcriptomicos, epigenéticos
y/o fenotipicos, y puede desarrollarse de manera espacial o temporal en un mismo
individuo. Los clones resistentes a la terapia surgen de la expansion selectiva de
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poblaciones preexistentes durante el tratamiento con agentes especificos. La
complejidad gendémica de un tumor generalmente aumenta con la exposicion
secuencial a las terapias sistémicas. Por ello es esencial una caracterizacion serial
de los tumores a diferentes tiempos para estudiar los cambios que se producen
durante la evolucion clonal [47]. Debido a este gran inconveniente, es mejor
dirigir las terapias moleculares hacia dianas del TME, mas que centrarse
exclusivamente en dianas de las células tumorales. En ese caso, el factor limitante
sera encontrar las dianas terapéuticas adecuadas.

Debido a que todas estas terapias por separado presentan varios inconvenientes y
limitaciones, en esta tesis nos hemos centrado en el uso de nanomateriales en el
tratamiento del cancer. La nanomedicina es una herramienta muy potente, ya que,
gracias a ella, se pueden combinar, en un mismo tratamiento, las terapias
convencionales como la quimioterapia, con las terapias moleculares dirigidas e
incluso, con la inmunoterapia.

1.3. Nanotecnologia y nanomedicina

La nanotecnologia es un campo de investigacion interdisciplinar que incluye,
entre otros, la quimica, la ingenieria, la biologia y la medicina, y que posee un
gran potencial como herramienta de deteccion temprana, diagndstico y
tratamiento personalizado de diversas enfermedades, incluyendo el cancer.
“Nano” hace referencia al prefijo griego que significa enano, y representa algo
tan pequefio como una milmillonésima de metro (10 m). Aunque el uso de
nanomateriales (NMs) ha estado presente desde la época de los romanos, el
término nanotecnologia fue introducido por Richard Feynman en 1959, cuando
en la reunion anual de la sociedad americana de fisica, presentd una charla titulada
Theres Plenty of Room at the Bottom. En ella desarrollaba la idea de usar
maquinas para construir otras mas pequefias hasta el nivel molecular. Esta idea
fue 15 afios mas tarde desarrollada por el japonés Norio Taniguchi, que definid
por primera vez el término nanotecnologia en 1974 como: nanotechnology mainly
consists of the processing of separation, consolidation, and deformation of
materials by one atom or one molecule. En su definicion mas estricta del National
Nanotechnology Initiative, 1a nanotecnologia hace 6referencia a estructuras cuyo
tamano oscila entre 1 y 100 nm en al menos una direcciéon. Como comparacion,
el cabello humano tiene unos 60.000 nm de grosor, mientras que la doble hélice
del ADN tiene un radio de 1 nm [50]. Sin embargo, hoy en dia, la nanotecnologia
también hace referencia a estructuras que puedan superar estas dimensiones. Esta
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disciplina incluye el estudio, disefio, creacion, manipulacion y aplicacion de
estructuras mediante el control de su forma y tamafio en estas dimensiones para
aprovechar sus propiedades [51]. Después de que Feynman descubriese este
nuevo campo de investigacion, se desarrollaron dos aproximaciones principales
en la sintesis de nanoestructuras. Por un lado, la aproximacion top-down consiste
en descomponer un material de partida para obtener particulas de tamafio
nanométrico. Por otro lado, la aproximacion bottom-up consiste en la
construccion de nanoestructuras atomo por dtomo o molécula a molécula,
mediante métodos fisicos y quimicos que se producen en la escala nanométrica.
Para ello se controla de forma precisa el autoensamblaje de los atomos y las
moléculas en la reaccion (sintesis quimica) [50,52].

Durante los ultimos 20 afios, los NMs se han empleado en diferentes campos
cientificos e industriales, como la agricultura, la industria textil o cosmética, pero,
sobre todo, en la industria farmacéutica con propdsitos de investigacion médica
[53]. Esta rama emergente de la nanotecnologia es la nanomedicina, la aplicacion
de la nanotecnologia a la medicina. La nanomedicina aprovecha las propiedades
de los NMs para el diagndstico, prevencion y tratamiento de enfermedades a nivel
molecular, para tener un mayor entendimiento de la fisiopatologia subyacente y
mejorar la calidad de vida de los pacientes [54]. Los NMs presentan unas
propiedades quimicas, fisicas y biologicas unicas en la nanoescala, en
comparacion con su respectivo material a escalas mayores. Esto les convierte en
candidatos idoneos para ser usados en aplicaciones biomédicas, destacando el
tamafio, la biocompatibilidad y las propiedades superficiales, y van a ser
parametros clave que van a afectar a como éstos interaccionan con las células en
el entorno fisioldgico [55].

Las principales aplicaciones de la nanomedicina se pueden agrupar en tres grupos
principales: herramientas analiticas y de diagnostico, tratamiento de
enfermedades y medicina regenerativa [56,57]. En el caso del tratamiento de
enfermedades, destaca en tratamiento del cancer. Los NMs pueden disefarse de
forma especifica para responder a los estimulos del TME (acidez, hipoxia, alta
presion vascular, etc...), mejorando asi la penetracion en los tumores y la
eficiencia de los tratamientos. La nanomedicina permite combinar tanto los
farmacos quimioterapicos, como la inmunoterapia y las terapias moleculares
dirigidas a través del uso de NMs [58].

33



1.3.1. Caracteristicas generales y clasificacion de los
nanomateriales

Los NMs segun la International Organization for Standarization, se definen
como materiales con alguna dimensién externa en la nanoescala. Lo mas
interesante acerca de ellos es que sus propiedades fisicoquimicas cambian cuando
se trabaja en esta escala reducida. Los NMs cuentan con una serie de propiedades
que les hacen ser unos candidatos excelentes para su uso en aplicaciones
biomédicas. Entre ellas destacan [52,59] (Figura L.5):

e Pequeilo tamafio. Al encontrarse en la nanoescala, les permite penetrar
las barreras biologicas y tener acceso a dianas intracelulares.

e Alta relacién superficie-volumen. Esta propiedad les permite
interaccionar con los sistemas biologicos a nivel molecular y transportar
grandes cantidades de farmacos o agentes de imagen. En muchos casos
se puede llevar a cabo la encapsulacion de moléculas, incluyendo
farmacos en el tratamiento del cancer, que presentan poca solubilidad.

e Quimica de superficie. La superficie de los NMs puede ser modificada
para controlar sus interacciones con los sistemas biolégicos, como el
recubrimiento con ligandos especificos o recubrimientos de proteccion.
Esto ofrece la opcion de emplearlos como agentes de tratamiento
dirigidos hacia receptores especificos.

e Propiedades magnéticas. Algunos NMs, como las nanoparticulas (NPs)
de 6xido de hierro, presentan propiedades magnéticas, pudiendo usarse
como agentes de imagen o terapéuticos.

e Propiedades opticas tuneables. Algunos NMs, como las NPs de oro o
plata, presentan propiedades dOpticas Unicas que pueden ser modificadas
cambiando su tamafio o forma.

Dependiendo del tamafio, origen, configuracion estructural y/o diametro de poro,
los NMs pueden ser divididos en 4 grandes categorias [55,60] (Figura L.5):

e Segin su origen, los NMs puede clasificarse en NMs naturales o
artificiales. Los NMs naturales se encuentran en muchas formas de la
naturaleza, incluyendo los virus, las arcillas, coloides como la leche y la
sangre, los corales o la lava volcénica. Ejemplos de NMs artificiales son
los nanotubos de carbono o los quantum dots.

e Segin la configuracion estructural/composicion, los NMs pueden
clasificarse en NMs organicos, inorganicos, basados en carbono
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(nanotubos de carbono, grafeno, fullereno, nanofibras de carbono y negro
de carbon) y composites. Los NMs organicos estdn formados
mayoritariamente por materiales organicos, como son los liposomas,
dendrimeros, NPs poliméricas o micelas. Los NMs inorgéanicos no tienen
atomos de carbono y se conocen como NPs inorganicas. Pueden ser
metalicos, basados en 6xido de metales, basados en semiconductores y
ceramicos. Los NMs basados en carbono pueden ser esféricos
(fullerenos), planos (6xido de grafeno) y cilindricos (nanotubos de
carbono). Finalmente, los composites estan formados por la combinacion
de NPs con otras NPs o con otros NMs.

e Segun el nimero de dimensiones, los NMs pueden clasificarse en 0D,
1D, 2D y 3D. Los NMs 0D tienen las 3 dimensiones dentro de la escala
nanométrica (nanoesferas como los quantum dots, fullerenos etc...), los
1D tienen 2 de las 3 dimensiones en la escala nanométrica, pero tienen 1
dimension fuera de este rango (nanotubos de carbono, rnanorods de oro
etc...), los 2D tienen 2 dimensiones fuera del rango nanométrico
(grafeno). Finalmente, los NMs 3D no tienen ninguna dimension
confinada en la escala nanométrica, pero el material estd formado por
bloques individuales que estan en la escala nanométrica (liposomas o
dendrimeros).

e Segln la dimension de los poros, los NMs pueden ser clasificados en
microporosos (diametro de los poros < 2 nm), mesoporosos (diametro de
los poros entre 2 y 50 nm) y macroporosos (diametro de los poros > 50
nm).

Gracias a la aparicion de la nanomedicina, el uso de farmacos quimioterapéuticos
en clinica ha mejorado considerablemente. Este es el caso de la DOX. En 1995 la
FDA aprob6 por primera vez una formulacion liposomal de DOX llamada Doxil®
para el tratamiento de cancer de ovario o sarcoma de Kaposi. A partir de ese
momento, se aprobaron otras formulaciones similares como Caelyx®,
Thermodox® o Nudoxa®. Cada una de ellas presenta eficiencias antitumorales,
biodistribuciones y perfiles de toxicidad diferentes [35,61,62].
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Figura 1. 5. Esquema de las propiedades principales de los NMs y de su clasificacion,
de acuerdo con distintos pardametros. En naranja, las propiedades; en azul, la
clasificacion segun el origen, composicion, dimensiones y dimension de los poros.

1.3.2. Nanoparticulas de silice mesoporosa

Dentro de la gran cantidad de NMs, las NPs destacan por su amplia aplicabilidad
en diferentes campos cientificos incluyendo el biomédico, dptico, electronico o
agricultura. Segiin su composicion, pueden clasificarse en NPs poliméricas
(dendrimeros, micelas poliméricas, etc...), inorganicas (NPs de silice, NPs de oro,
NPs de 6xido de hierro, etc...) o basadas en lipidos (liposomas, NPs solido
lipidicas, etc...). Cada grupo posee sus ventajas y limitaciones, por lo que deberia
adecuarse el tipo de NP a la aplicacion y efecto que se desee lograr. Las NPs
tienen el potencial de mejorar la estabilidad y solubilidad de farmacos
encapsulados, favorecer su transporte a través de las membranas y aumentar los
tiempos de circulacion para mejorar su seguridad y eficacia [58].

De entre todos las NPs, en esta tesis doctoral se ha optado por el uso de NPs de
silice mesoporosa (MSNPs) como agentes de administracion de farmacos. Este
tipo de NPs, introducidas por primera vez en 1992, presentan un tamafio de poro
uniforme dentro de una estructura mesoporosa ordenada. Normalmente, se
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emplean surfactantes en su sintesis, que se autoorganizan para formar micelas
sobre las que se condensan los precursores de la silice para formar un material
hibrido inorganico-orgénico. Finalmente, el surfactante se retira mediante
calcinacion o extraccion por solvente para generar los poros. Las MSNPs
resultantes presentan propiedades estructurales y biomédicas tnicas, incluyendo
[63]:

e Estructura porosa ordenada sin comunicaciéon entre canales porosos
individuales. Esto permite un buen control de la encapsulacion y
liberacion de fArmacos.

e Gran volumen de poro y area superficial, mostrando un alto potencial
para la carga de moléculas y mejora de la disolucion.

e Presencia de dos superficies funcionales, la superficie cilindrica de los
poros y la superficie exterior de la particula. Ambas pueden ser
funcionalizadas para mejorar los procesos de encapsulacion y liberacion
de farmacos. Ademds, la superficie externa se puede funcionalizar con
ligandos especificos orientados para emplear estas NPs como terapias
dirigidas.

e Alta biocompatibilidad. La silice es reconocida como un material seguro
segun la FDA. Se sabe que las particulas de silice amorfa se disuelven
mediante procesos incluyendo la hidratacion, la hidrolisis y el
intercambio de iones. La silice hidrolizada en el medio acuoso no es
toxica y difunde a la sangre para ser eliminada en la orina [64].

Estas caracteristicas unicas las convierten en candidatos excelentes para ser
empleados como agentes de liberacion controlada de farmacos o genes en
aplicaciones biomédicas [63,65-70].

1.3.3. Identidad biologica de las nanoparticulas: biocorona

Las barreras biologicas que tienen que atravesar las NPs desde su administracion
hasta su destino, dependen en gran medida del método de administracion, asi
como del tipo de enfermedad y la progresion de esta. Aunque los métodos de
administracion local tienen algunas ventajas con respecto a la sistémica,
normalmente requieren técnicas mas invasivas que presentan otro tipo de
limitaciones. Por ello, la administracion sistémica suele ser la mas comun en el
uso de NPs. En general, es importante considerar que la identidad bioldgica que
adquieren las NPs, y por lo tanto su destino in vivo, dependen del tipo de
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interacciones con los fluidos biologicos, las células y todas las biomoléculas
fisioldgicas, como las proteinas. Muchos parametros fisicoquimicos como la
morfologia, tamafio, forma y la quimica de superficie son responsables de la
creacion de una nueva identidad, pero también influyen la composicion, pH y
temperatura del medio fisioldgico [58].

Después de una administracion sistémica, las NPs se ponen inmediatamente en
contacto con los fluidos bioldgicos como el plasma sanguineo, y tiene lugar una
rapida interaccion con las biomoléculas presentes. La adsorcidon de las proteinas
del plasma sobre la superficie de las NPs forma una fina capa llamada biocorona.
Se trata de un proceso dinamico, explicado por el efecto Vroman, que involucra
distintas fuerzas entre las NPs y las proteinas, como los puentes de hidrogeno,
fuerzas de Van Der Waals, interacciones n-m € interacciones electrostaticas e
hidrofobicas. Durante las etapas iniciales, se adsorben de manera rapida proteinas
muy abundantes en los fluidos bioldgicos, pero con poca afinidad, que van siendo
reemplazadas, a lo largo del tiempo, por proteinas menos abundantes que se
adsorben con mayor afinidad. A la primera capa se le denomina soft corona,
mientras que, a la segunda, hard corona. Las proteinas de la hard corona se unen
de forma directa con una alta afinidad y crean una capa estable y no
intercambiable, que le aporta a la NP una identidad biologica, responsable de su
destino, controlando la adhesiéon a la membrana e internalizacion celular,
biodistribucion, citotoxicidad y capacidad de direccionamiento [53,71-73]
(Figura 1.6). Por ejemplo, en las NPs de oro, la proteina del suero mas abundante,
la albumina, es depositada inicialmente, y es mas tarde desplazada por el
fibrindgeno, que tiene una alta afinidad por estas NPs [74]. En general, la
albumina, fibrinégeno e inmunoglobulinas se encuentran formando parte de la
hard corona en la mayoria de las NPs.

La formacion de una biocorona tiene un efecto en la biodistribucion de las NPs.
Por ejemplo, la apolipoproteina E en las biocoronas actila como un ligando de
direccionamiento hacia los receptores de lipoproteinas de baja densidad, que
resulta en el direccionamiento a los hepatocitos. Por otro lado, si la biocorona
contiene opsoninas, puede promover la eliminacion de las NPs a través del
sistema fagocitico mononuclear o sistema reticulo endotelial, mediante
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fagocitosis por macrofagos. Estos, fagocitan las NPs y las acumulan en el bazo y
en el higado [58].
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Figura 1. 6. Esquema de la formacion de la biocorona proteica sobre las NPs
administradas sistémicamente. En primer lugar, se adsorben sobre la superficie las
proteinas mas abundantes en el medio con baja afinidad (rojas, soft corona), que van
siendo poco a poco sustituidas por proteinas menos abundantes pero que tienen mayor
afinidad (verdes, hard corona), para dar lugar a la formacion de una corona que da
identidad biologica a la NP.

1.3.4. Funcionalizacion de nanoparticulas

La formacion de una biocorona cuando las NPs son expuestas a un entorno
fisioldgico, hoy en dia se ha convertido en una gran oportunidad para su
modificacion con diferentes fines. La estrategia de seleccionar y recubrir la
superficie de las NPs antes de ser administradas se emplea actualmente para
modificar algunas de sus propiedades, como disminuir la toxicidad, aumentar el
tiempo de circulacion en sangre, disminuir el reconocimiento por el sistema
inmune o utilizar esas NPs como terapias dirigidas [53,74]. Mediante la
modificacion previa de la biocorona, se puede cambiar la biodistribucion y
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destino especifico de las NPs. Una de las estrategias que se ha utilizado, por
ejemplo, para evitar la unidon de proteinas inespecificas y aumentar el tiempo de
circulacion en sangre, ha sido el recubrimiento con polimeros como el
polietilenglicol (PEG). Este polimero genera impedimentos estéricos, evitando la
interaccion NP-NP o NP-proteina. Sin embargo, algunos tratamientos con NPs
recubiertas con PEG han resultado en reacciones alérgicas o anafilaxis en
pacientes de ensayos clinicos [58,75-77].

Con respecto al uso de NPs como agentes de direccionamiento, para evitar el
direccionamiento pasivo debido al efecto EPR, se puede lograr el
direccionamiento activo de las NPs mediante su conjugacion con ligandos
especificos que reconocen receptores sobreexpresados en el lugar de interés,
como el TME. El direccionamiento activo hace referencia a la interaccion de un
ligando mediada por un receptor, que conlleva la unién a una superficie celular o
a la endocitosis, facilitando la acumulacion de las NPs en las células diana. El
gran ratio superficie-volumen de las NPs permite alcanzar altas densidades de los
ligandos en su superficie para una mejor eficiencia de direccionamiento [78—82].
Los ligandos empleados para el direccionamiento de NPs pueden tener naturaleza
diversa, incluyendo carbohidratos (glucosa, galactosa, dextrano, etc...),
anticuerpos, ligandos de receptores de superficie, vitaminas, acidos nucleicos,
pequefias moléculas y/o aptameros, entre otros [58,83] (Figura 1.7a). En este caso,
estariamos usando las NPs como una terapia dirigida, tal y como se explico
anteriormente.

El tipo, tamafio, densidad, orientacion y cantidad de estos ligandos es
fundamental para proveer un direccionamiento correcto hacia el receptor de
interés y lograr una alta afinidad por el mismo [53]. Diferentes estudios sugieren
que en las NPs existe una mayor densidad de ligandos en la superficie si se
comparan con las proteinas en la superficie de los virus (de 0,17 a 83 ligandos
por cada 100 nm?vs 0,01 a 1,73 proteinas por cada 100 nm? respectivamente).
Esto indica que se emplea mas cantidad de ligandos de la necesaria para lograr
un direccionamiento efectivo, lo cual puede conllevar: (i) un aumento del tamafio
de las NPs, favoreciendo su acumulacion por el efecto EPR; (ii) un coeficiente de
difusion hacia el tumor disminuido; (iii) mayor probabilidad de eliminacion
mediante el sistema reticulo endotelial; (iv) impedimentos estéricos entre
ligandos cercanos, imposibilitando su union a la diana y (v) saturacion de los
receptores, que puede resultar en una captacion menor. En general, se han descrito
dos tipos de comportamientos en las NPs funcionalizadas dependiendo de la
densidad de ligandos: densidad optima en fase estacionaria y densidad optica con
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un maximo. En el primer caso, a medida que la densidad de ligandos aumenta, se
observa un aumento en la union con las dianas hasta que se alcanza una fase
estacionaria: no importa el nimero de ligandos que haya, la unién no aumenta
mas. En el segundo caso, a medida que aumenta la densidad de los ligandos,
aumenta la union a la diana. Sin embargo, a partir de una densidad méaxima, la
unién comienza a disminuir (Figura 1.7b). Este aspecto sobre las NPs es muy
importante y deberia ser estudiado y puesto a punto para cada nanosistema [83].
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Figura L.7. Uso de NPs como agentes de direccionamiento especificos. (a) La superficie
de las NPs se puede funcionalizar con diferentes ligandos incluyendo polimeros,
carbohidratos, anticuerpos, aptameros, vitaminas, dcidos nucleicos o fragmentos de
membrana celular, para que reconozcan de forma especifica dianas moleculares sobre
expresadas en el TME. (b) Comportamientos de NPs funcionalizadas con densidad
optima de ligandos en forma fase estacionaria o en madximo. Figura adaptada de [83].

También es necesario tener en cuenta la capacidad de los receptores de superficie
usados como diana. El nimero de receptores celulares en la superficie y su
disponibilidad determinan cuantas moléculas de un ligando pueden unirse de
forma especifica en el tumor. Bajo condiciones ideales, la cantidad de ligando que
puede unirse es igual al numero de receptores disponibles (ratio 1:1). Sin
embargo, solo una fraccion de receptores estara disponible y todo exceso del
ligando sera conducido por el cuerpo como cualquier otro compuesto no dirigido.
Si la cantidad de ligando libre supera a la cantidad que se puede unir a los
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receptores, el efecto del direccionamiento especifico sera subestimado debido al
fondo inespecifico. Por ello es esencial encontrar ligandos con una alta afinidad,
aunque esto podria llevar a una penetracion tumoral reducida debido al efecto
conocido como Binding Site barrier [22].

Si bien es cierto que muchos sistemas basados en NPs dirigidos a tumores sélidos
no resultan en una acumulacién de mas del 0,99% de las NPs administradas, y
que no mas del 2% de las células tumorales interaccionan con las NPs, en casi
todos los estudios realizados se muestra que las NPs dirigidas a tumores mejoran
el tratamiento en comparacion con los farmacos libres o con las NPs no dirigidas
[84] .

1.3.5. Dianas para el direccionamiento de nanoparticulas al
microambiente tumoral

Como se comentd anteriormente, la estrategia mas adecuada para el uso de
terapias dirigidas en el cancer es emplear agentes que vayan dirigidos hacia el
TME [81,82,85]. Esto es debido a dos motivos principales:

e Se podria solventar el problema del desarrollo de resistencia a las terapias
debido a la ITH que presentan los tumores. En el TME existe una gran
diversidad de dianas terapéuticas disponibles.

e El direccionamiento de NPs hacia los tumores solo sera efectivo si las
NPs funcionalizadas con los ligandos pueden extravasar a través del
endotelio de la vasculatura. Sin embargo, aunque logren extravasar la
vasculatura gracias a un tamafo, forma y modificacion superficial
adecuados, las NPs atin tienen que hacer frente a otras barreras biologicas
(matriz densa de colageno, alta presion intersticial etc...) y penetrar otras
capas para alcanzar la superficie de las células tumorales e interaccionar
especificamente con las dianas [86].

Aunque casi todos los componentes del TME tienen dianas que podrian usarse
para el direccionamiento de NPs, una de las estrategias mas empleadas para
direccionar agentes al TME consiste en usar dianas de la vasculatura tumoral.
Primero, porque el crecimiento de todos los tumores solidos depende de la
angiogénesis y segundo, porque a diferencia de las células tumorales, que se
encuentran lejos de los vasos y depende del tamafio de las NPs para que puedan
extravasarlos, las células endoteliales estan en contacto directo con la circulacion
sistémica, facilitando la union de las NPs a sus dianas [86]. Las estrategias para

42



INTRODUCCION

el tratamiento del cancer frente a la vasculatura tumoral pueden ser de 5 tipos:
NPs para la destruccion de los vasos, terapias anti angiogénicas, NPs para el
bloqueo de los vasos, terapias para la normalizacion de los vasos y terapias para
mejorar el efecto de las inmunoterapias [15]. Mediante estas estrategias se
aprovecha la presencia de dianas de la vasculatura tumoral, entre las que destacan
las integrinas avp3 y avp5, la aminopeptidasa N, la endosialina, la endoglina
(CD105), la nucleolina de superficie, la anexina 1 de superficie, la plectina 1 de
superficie, la fibronectina ED-B, el receptor de superficie p32/gClq, el colageno
IV procesado por proteasas y los marcadores tumorales endoteliales (TEMs, del
inglés, Tumor Endothelial Markers). Ademas de estas dianas, se pueden disefiar
NPs cuya diana son vias de sefalizacion esenciales para la angiogénesis tumoral,
como la via de sefializacion VEGF/VEGFR y otras vias pro angiogénicas como
la de la angiopoyetina 2, el factor de crecimiento epidérmico (EGF, del inglés,
Epidermal Growth Factor) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF, del inglés, Platelet-Derived Growth Factor) [15,22,86].

De todas, la diana més empleada en los tltimos afios ha sido la via de sefalizacion
del VEGF/VEGFR. Como se comentd anteriormente, esta via de sefializacion es
clave para la angiogénesis y para promover la supervivencia y proliferacion de
las células tumorales. Se han disefiado diferentes tipos de NPs funcionalizadas
con ligandos que son capaces de unirse de forma especifica a los VEGFRs,
impidiendo la union de los VEGFs. De esta forma se bloquea la sefalizacion a
través de la via, inhibiéndose la angiogénesis tumoral. Sin embargo, el
direccionamiento de NPs hacia este receptor para reducir la irrigacion tiene
limitaciones: (i) se limita también la entrega de fArmacos y otras nanomedicinas
al espacio peritumoral, (ii) la presencia de vias angiogénicas alternativas a esta
puede conllevar la aparicion de resistencias, reduciendo su efectividad y (iii) esta
via de sefializacién no es especifica de la angiogénesis tumoral, por lo que
también podria verse afectada la angiogénesis fisioldgica [86]. Existen algunas
terapias dirigidas hacia el eje VEGF/VEGFR2 que han sido aprobadas
clinicamente para tratar pacientes con cancer de colon, pulmon, cerebro y rifion.
Sin embargo, se asocian con algunos efectos adversos como la hipertension, la
proteinuria, hipotiroidismo, diarrea, trombos venosos y problemas de coagulacion
sanguinea, ademas de otras complicaciones mas serias relacionadas con los dos
ultimos efectos. Las terapias anti angiogénicas deben ser administradas durante
meses o0 afios para que sean efectivas en la prevencion del cancer recurrente, por
lo que todos estos efectos secundarios suponen una preocupacion en la clinica
[87]. Otras dianas como las integrinas avf3 y avp5 o el marcador CD105
presentan también la limitacion de que no son dianas especificas del TME [86].
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Por ello, es esencial seguir buscando dianas alternativas en el TME para el uso
adecuado de las terapias dirigidas, que puedan ser mds especificas, de tal manera
que se logre un direccionamiento efectivo de NPs terapéuticas y/u otros agentes
terapéuticos que tengan menos efectos secundarios.

1.4. Receptores de toxinas AB bacterianas como
dianas en el tratamiento del cancer

En la buisqueda de dianas alternativas para el direccionamiento de terapias al
TME, los receptores de algunas toxinas bacterianas surgieron como una opcion
novedosa debido a que son sobreexpresados en distintos tumores solidos [88—90].
Las toxinas bacterianas son un tipo de biotoxinas, ligandos naturales con
proposito, principalmente, de defensa frente a depredadores. Estas moléculas
interfieren con los procesos fisiologicos de los organismos a los que infectan
cuando las inhalan, ingieren o absorben [91-93]. Uno de los aspectos mas
importantes de las biotoxinas es la alta especificidad y afinidad inherente por sus
receptores o dianas moleculares intracelulares, siendo letales a muy bajas dosis
(LDso <25 mg/kg) [94] . Esto, las convierte en una fuente invaluable de ligandos
activos para su uso como herramientas farmacoldgicas o terapéuticas en terapias
moleculares dirigidas.

En esta tesis, hemos centrado la atencion en un tipo concreto de toxinas
bacterianas, las toxinas AB. Estas toxinas se caracterizan por su estructura
proteica unica, que consiste en 2 dominios bien diferenciados que cumplen
funciones distintas: el dominio A es el dominio catalitico mientras que el B, es el
dominio de unidn al receptor. A través de procesos evolutivos, estas toxinas han
evolucionado en transportadores eficientes, capaces de transportar el dominio
catalitico A, que ejerce una accion toxica, al interior celular. Este transporte esta
facilitado por la union del dominio de unién B, no tdxico, a su receptor en la
superficie celular [95,96]. En la mayoria de las toxinas AB, el dominio B cuenta
con un dominio de traslocacion que juega un papel crucial para facilitar el
transporte del dominio A al citosol. Normalmente, forma un poro o canal a través
del cual es traslocado al otro lado de la membrana celular [96,97]. La mayoria
toxinas AB son responsables del desarrollo de enfermedades humanas, que
cursan, normalmente, con sintomas gastrointestinales y en ultima instancia
conducen a la muerte del individuo [98]. Sin embargo, actualmente se estan
llevando a cabo estudios con toxinas AB modificadas para su uso como agentes
de direccionamiento de farmacos hacia el TME donde se sobreexpresan sus
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receptores, entre otras aplicaciones biomédicas [99,100]. Curiosamente, la
mayoria de las toxinas AB se sintetizan inicialmente como toxinas inactivas y
requieren un procesamiento proteolitico para ser convertidas en su forma activa.
Los dominios A y B pueden ser sintetizados como una tnica cadena polipeptidica
o de forma independiente, dependiendo del estado monomérico u oligomérico del
dominio B [97].

En el desarrollo de esta tesis doctoral nos hemos centrado en un receptor concreto
y en su ligando natural. Se trata del receptor de membrana Marcador Tumoral
Endotelial 8 (TEMBS, del inglés, Tumoral Endothelial Marker 8) y la toxina del
antrax (Atx).

1.4.1. Toxina del antrax y su receptor TEMS

La Atx es una enterotoxina producida por la bacteria Gram positiva Bacillus
anthracis, responsable de la enfermedad del antrax o carbunco, descrita por
primera vez en humanos en 1877 por Robert Koch [101,102]. Esta enfermedad
se contrae a través de las esporas bacterianas, que pueden llegar al huésped por
inhalacion, a través de la piel, ingestion o inyeccion. Aunque el antrax cutaneo es
la forma més comun de la enfermedad, la enfermedad producida por inhalacién
es la que mayor tasa de mortalidad muestra (85-90%). En el medio ambiente, esta
bacteria se encuentra en forma de esporas inactivas que son muy resistentes a
duras condiciones ambientales como el calor, la radiacion, la presion o la luz
ultravioleta, y pueden sobrevivir en el suelo durante décadas hasta que son
incorporadas en un huésped. Una vez dentro de un ambiente favorable, germinan
y crecen rapidamente, produciendo grandes cantidades de toxinas que se
diseminan por el torrente sanguineo [100,102]. Los sintomas de esta enfermedad
van desde edema y necrosis hasta la sepsis y el colapso venoso. Hoy en dia la Atx
esta considerada como un agente bioterrorista y fue usado como arma en la
Primera y Segunda Guerras Mundiales. Ademas, es responsable de muertes en la
Unién Soviética en 1979, en Japon en 1955 y en los Estados Unidos en 2001
[102].
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1.4.1.1.  Estructura de la toxina del antrax

La Atx tiene una estructura tripartita con 3 cadenas polipeptidicas independientes:
el antigeno protector (PA, del inglés, Protective Antigen), el factor letal (LF, del
inglés, Lethal Factor) y el factor edema (EF, del inglés, Edema Factor)
(Figura 1.8). EI PA es el dominio B, una proteina de 83 kDa que se une a células
diana a través de su receptor TEMS. Por otro lado, el LF y el EF, proteinas de 90
y 89 kDa respectivamente, conforman el dominio A y tienen actividades
enzimaticas diferentes en el citoplasma celular. La proteina PA tiene 4 dominios
diferentes, y la uniéon a TEMS tiene lugar a través de aminoacidos de los dominios
Il y IV. Cuando se produce la unién en la superficie celular, PA sufre una escision
proteolitica por una furina y da lugar a un péptido de 20 kDa y a una forma mas
corta de PA de 63 kDa, que se ensambla en un anillo heptamérico para reclutar a
EF y LF [101,103,104].

Figura 1.8. Estructura molecular de la Atx. Estructura cristalina de las 3 partes de la
Atx: PA en marron (PAzy) y rosa (PAs3), EF en morado y LF en azul. Las estructuras se
encuentran representadas mediante el software PyMOL. Los cédigos de acceso de las
proteinas en el Protein Data Bank son, respectivamente: IACC, 1J7N y 1XFY.

1.4.1.2.  Estructura del receptor TEMS8 y mecanismo de accion de la
toxina del antrax

A principios de los 2000, se describid por primera vez el receptor de la Atx. Se
trata del receptor TEM8 o ANTXR (del inglés, Anthrax Toxin Receptor) [105],
una proteina de superficie tipo integrina. Es una proteina transmembrana de tipo
I que consiste en (i) un dominio extracelular de tipo von Willebrand (VWA),
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(i1)) un motivo MIDAS (metal ion-dependent adhesion site) con estructura
DXSXS...T...D (donde X es cualquier aminoacido) que puede unir cationes
divalentes como el Mg* y el Ca?', (iii) un dominio extracelular tipo
inmunoglobulina (/g-/ike), (iv) un dominio transmembrana, y (v) un largo
dominio citoplasmatico [106,107]. Esta estructura se corresponde con la isoforma
larga del receptor y esta altamente conservada entre ratones y humanos, con un
96% de similitud entre las secuencias de aminoéacidos. La isoforma larga esta
compuesta por 564 aminodcidos. Sin embargo, existen otras variantes que
resultan del procesamiento mediante corte y empalme (splicing). La isoforma
media tiene 386 aminoacidos y le falta una secuencia del dominio citoplasmaético.
La isoforma corta no tiene dominio transmembrana, por lo que se trata de una
forma secretada de la proteina [104,108].

El dominio extracelular vWA es el dominio de union a la PA de la Atx, y tiene las
caracteristicas tipicas del dominio extracelular de las integrinas: un plegamiento
de Rossmann de union a nucledtidos, que consta de 6 o hélices que rodean a una
lamina B central de 6 hebras, creando un nucleo hidrofébico (Figura 1.9). La
proteina PA se une al receptor a través de interacciones hidrofobicas entre este
dominio y aminoécidos de los dominios Il y IV de PA [107]. Los residuos 153-
158 localizados en el bucle p3-f4 de TEMS interactiian con Leusso y Alaz4; del
dominio IV de PA. Los residuos 113 y 115 localizados en el bucle 02-a3,
interactiian con una hendidura hidrofobica compuesta por Leu687, 11689, 11e646,
Phegrs € llesss del dominio IV de PA. Los residuos 87 y 88 ubicados en el bucle
B2-B3 interactuan con Aspes7, Argess, Asp7i4 y Thryis del dominio IV de PA.
Finalmente, los residuos 65 y 57 localizados en la hélice al interactuan con Tyress
en el dominio II de PA. La mayoria de los residuos se encuentran en el DIV,
aunque hay dos de ellos localizados en el DII [107]. Estudios in vitro han
mostrado que la afinidad de TEMS por la proteina PA es similar a la del colageno
por las integrinas. A través de experimentos de resonancia de plasmones
superficiales se ha determinado que la constante de disociacion de PA por TEM8
es 1.1 uM y 130 nM en presencia de Mg?* y Ca** respectivamente.
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Figura 1. 9. Estructura molecular del dominio vWA del receptor TEMS y sitios de
union en la subunidad B de la Atx. (a) Estructura cristalizada del dominio extracelular
TEMS8 vWA correspondiente a los residuos 36-220. Consta de 6 a hélices que rodean un
nuicleo hidrofébico central formado por seis laminas f3 trenzadas. El ion Mg*" esta
representado como una esfera rosa unida al motivo MIDAS. (b) Estructura cristalizada
de union TEMS36 220-PA mediante interacciones hidrofobicas con residuos de los
dominios Il y IV de PA. Codigos de acceso de las proteinas en el Protein Data Bank son:
3N2N para el dominio extracelular TEMS8 y 1T6B para union TEMS-PA.

En ausencia de moléculas de toxina, TEMS se encuentra pre organizado en la
superficie celular gracias al citoesqueleto de actina [109]. Cuando se produce la
unioén entre PA 'y TEMS, la proteina PA83 sufre una escision proteolitica por parte
de furina presentes en la superficie celular, dando lugar a un péptido de 20 kDa y
a una forma mas corta de PA, PA63. En ese momento 7 subunidades de PA63 se
ensamblan para formar un anillo en forma de heptamero sobre el cual se unen
hasta 3 subunidades de EF y LF. Los complejos receptor-toxina son
internalizados, principalmente, mediante endocitosis mediada por receptor en
vesiculas de clatrina hacia la ruta endosomal, aunque existen rutas alternativas.
La endocitosis mediada por clatrina depende de dinamina, la proteina adaptadora
AP-1 y actina. Cuando los complejos llegan a los endosomas, los heptameros
PA63 sufren un cambio conformacional debido a la bajada de pH y las moléculas
de LF y EF son traslocadas al citoplasma celular, directamente o a través de
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vesiculas intraluminales (Figura 1.10). El LF es una metaloproteasa dependiente
de zinc, que escinde miembros de la familia quinasa de la proteina quinasa
activada por mitogeno, inactivandolas. Esto resulta en la activacion de cascadas
de sefalizacion que resultan en necrosis e hipoxia en las células. Por otro lado,
EF es una adenilil ciclasa dependiente de calmodulina, que lleva a una elevacion
en los niveles intracelulares de AMPc, resultando en edema. Todos estos cambios
celulares llevan a la muerte celular [103,110] (Figura 1.10).
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Figura I. 10. Mecanismo de entrada de Atx y efectos celulares. Después de la union a
TEMS, se produce la entrada de la toxina al citosol por endocitosis mediada por receptor.
Una vez dentro del endosoma, el complejo encuentra un ambiente dacido y se forma un
canal en la membrana del endosoma, permitiendo que las subunidades cataliticas LF y
EF alcancen el citosol. LF escinde los miembros de la familia quinasa de la proteina quinasa
activada por mitégeno (MKKs), y EF actia como una adenilil ciclasa dependiente de
calmodulina para aumentar las concentraciones de AMPc.
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1.4.2. Papel fisiologico y patologico del receptor TEMS8

En humanos, el receptor TEMS se expresa principalmente en las células de los
tejidos diana de esta toxina: la piel, los pulmones y el intestino delgado [104].
Ademas, también se expresa en otros tejidos, incluido el sistema nervioso central,
el corazon y los linfocitos [105]. Desde su descubrimiento, la mayoria de los
estudios se han centrado en describir las funciones patologicas del receptor con
relacion a la patogenicidad de la Atx. Sin embargo, TEMS también desempefia
funciones fisioldgicas en vertebrados. Estas estan principalmente relacionadas
con la regulacion de la homeostasis de la matriz extracelular y la remodelacion
de la angiogénesis, la migracion y la diseminacion celular mediante la interaccion
con el citoesqueleto de actina, similar a las integrinas [106,111].

En concreto, TEMS se une al colageno I, la gelatina y el dominio C5 del colageno
VI [112-114]. Esto ocurre ya que TEMS esta involucrado en la cascada de
sefalizacion de Wnt/B-catenina. Esta cascada controla la proliferacion celular, la
polaridad y la migracion. Las células que expresan TEMS inducen esta via a
través de interacciones célula matriz a través del colageno, aumentando el inicio
de la angiogénesis a través de la induccion de un ambiente mas reactivo y movil
[115]. Ademas, TEMS regula la elasticidad, la proliferacion y la apoptosis en los
condrocitos de la piel a través de cambios en la presion hidrostatica. Esta via de
seflalizacion exclusiva es independiente del papel de TEM8 como integrina.
Finalmente, se sabe que TEMS juega un papel fundamental en la médula 6sea. El
factor de transcripcion GAT?2, encargado de la diferenciacion osteobléstica, se une
a la region promotora de TEMS para regular su expresion. Después, TEMS8 regula
los ligandos RANK, que inducen la diferenciacion osteoclastica, modificando la
resorcion 6sea. Mutaciones en el gen que codifica la proteina TEMS8 se asocian
con hemangioma infantil, una enfermedad caracterizada por areas de
angiogénesis localizadas y de rapido crecimiento, pero algunas también se
asocian con retraso del crecimiento, alopecia, pérdida de dientes postizos y
sindrome de atrofia del nervio optico [104,113].

Las principales funciones fisiologicas y patologicas relacionadas con este
receptor se encuentran recogidas en la Figura I.11.
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Figura 1. 11. Esquema de las principales funciones fisiologicas y patologicas del
receptor de membrana TEMS. En amarillo, las funciones relacionadas con procesos
fisiologicos; en azul, las funciones relacionadas con procesos patologicos.

Ademas de las funciones patologicas de TEMS8 en relacion con la patogenicidad
de la Atx, TEMS esta implicado en la neoangiogénesis tumoral y en la metastasis

[87]. Fue en el afo 2000 cuando se describié que TEMS era el octavo gen mas

sobreexpresado en el endotelio tumoral, frente al endotelio fisiologico
[111,116][117]. La expresion de TEMS se ha observado en células endoteliales
durante desarrollo embrionario de ratéon. Sin embargo, en adultos, se considera
especifico de vasos en tumores ya que no se ha detectado expresion durante la

angiogénesis fisiologica. Esto estd respaldado por varios estudios que han

demostrado que el knockout (KO) de TEMS en ratones muestran una angiogénesis
normal, mientras que el crecimiento tumoral del melanoma esta alterado en

ratones KO en comparacion con ratones de tipo salvaje (WT, del inglés, Wild
Type) [90]. Estos hallazgos sugieren que TEMS8 es esencial para el crecimiento

tumoral y la angiogénesis patoldgica, pero no para la angiogénesis fisiologica, lo
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que lo convierte en un excelente receptor para atacar especificamente tejidos
cancerosos. Ademas de la neovasculatura, TEMS se encuentra sobreexpresado en
otros tipos de células de TME incluyendo los CAFs, pericitos y adipocitos
[118,119]. La sobreexpresion de TEM8 se da en muchos tipos de tumores,
incluyendo el osteosarcoma, cancer de prostata, cancer de pdancreas,
angiosarcoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer
colorrectal y melanoma, donde la sobreexpresion esta relacionada con tumores
mas agresivos (Figura 1.12). En céancer de mama triple negativo, TEMS8 es un
marcador de mimetismo vasculogénico, un proceso originado por la hipoxia a
través del cual las células tumorales se organizan en estructuras que mimetizan a
las células endoteliales, formando tubos funcionales que transportan globulos
rojos. El mimetismo vasculogénico se asocia con un mal pronoéstico en muchos
tipos de tumores [120].

Los tumores utilizan este receptor de forma similar a su funcion fisiologica, dada
su implicacién en la via Wnt/B-catenina y la interacciéon con el colageno,
favoreciendo la proliferacion tumoral, la migracion de células endoteliales y la
metastasis. Ademas, TEMS regula algunos procesos oncologicos, incluyendo la
sintesis de colageno [115].

1.4.3. La toxina del antrax como ligando de direccionamiento
de agentes terapéuticos y de diagnostico

La Atx ha sido propuesta como una herramienta alternativa para la terapia tumoral
debido a que los 3 componentes que la conforman, por separado, no son toxicos
y la proteina PA debe ser proteoliticamente activada para poder traslocar las otras
subunidades al interior celular. Estas caracteristicas unicas de la toxina permiten
que la introduccion de pequenas modificaciones restrinja su accion a células
tumorales especificas. Las aplicaciones biomédicas de Atx se basan
principalmente en su capacidad de traslocar diferentes proteinas, farmacos y otras
moléculas de manera dirigida al citosol del huésped a través de un poro formado
por oligomeros de PA, propiedad que depende de la union de la PA al receptor y
su posterior activacion proteolitica. Como sistema de entrega, tiene aplicaciones
similares a la toxina del colera o de la Shiga [121].

Las proteinas PA y LF de la Atx muestran interesantes propiedades antitumorales
intrinsecas ya que inhiben las vias asociadas a MAPKK, por ejemplo, en el
melanoma con la mutaciéon V600OE en el gen BRAF [122,123]. Sin embargo,
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algunos tumores han mostrado resistencia a estos efectos. Por ello, se realizaron
modificaciones en este sistema de entrega para transportar subunidades cataliticas
de otras toxinas que pueden ser mas efectivas en células resistentes. Se diseiié un
sistema formado por PA y una proteina de fusion entre el extremo N-terminal de
LF (LFn) y la exotoxina A de Pseudomonas ssp (PEA), que cataliza la ADP-
ribosilacion del factor de transcripcion EF2, lo que resulta en la inhibicion de la
sintesis de proteinas. Los experimentos se llevaron a cabo en lineas celulares que
expresan TEMS, y se consigui6 una traslocacion eficiente a través de PA de la
proteina de fusion. Otros sistemas similares han sido desarrollados en los ltimos
afios. Por ejemplo, se diseid un sistema formado por PA y una proteina en la que
se sustituy6 el extremo N-terminal de LF por un péptido policatiéonico, unido a la
subunidad catalitica de la toxina diftérica. Mediante estos sistemas, y realizando
algunas modificaciones en la secuencia de aminodcidos de PA para aportar
selectividad por tumores especificos, se realizaron experimentos donde se redujo
el crecimiento tumoral hasta en un 70% [124].

Finalmente, con respecto a la aplicacion de la PA de forma aislada, se llevaron a
cabo modificaciones en su secuencia de aminoacidos para que fuese resistente al
procesamiento proteolitico. De esta forma, al permanecer unido a la superficie
celular, inhibia la angiogénesis in vivo sin matar a las células endoteliales.
Ademas, se han llevado a cabo modificaciones para producir mutantes de PA que
presentan mayor especificidad hacia el receptor TEMS8 para su uso como terapia
dirigida. Finalmente, la secuencia de PA puede ser mutada en el lugar de corte de
la furina para que sean mas especificas por ciertas lineas tumorales. Por ejemplo,
este sitio de corte puede ser cambiado por uno para metaloproteasas de la matriz
y el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa, que se sobreexpresan en muchos
tipos de cancer [121,125,126].

Todas las aplicaciones previamente descritas se encuentran resumidas en la
Tabla I.1.
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Tabla I. 1. Aplicaciones de la Atx en el tratamiento del cancer, centrandonos en aquellas
que dependen del PA, la subunidad de union al receptor.

Conjugado Compuesto Modelo

liberado

Melanoma (V600E)

PA-LF LF In vitro, In vivo
neuroblastoma
PEA In vitro Células CHO
PA LFn-PEA PEA In vivo Xenoinjertos A549
PA Lys6-DxA DtxA In vitro Células CHO
PASSSR In vivo Inhibicion de la

angiogénesis
In vitro Células CHO, fibroblastos
P AN657Q/ R659S/M662R embrionarios murinos

Con todos estos antecedentes, el estudio que se plantea en esta tesis doctoral
consiste en emplear el dominio B de la Atx como ligando para dirigir NPs
quimioterapicas de forma especifica al TME a través del receptor de superficie
TEMS. En concreto, como modelo, se ha escogido estudiar el efecto terapéutico
de NPs portadoras del firmaco Doxorrubicina, funcionalizadas con una proteina
ligando basada en la estructura de la proteina PA, en modelos de melanoma
maligno murino que sobreexpresan TEMS en el TME.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en desarrollar un ligando
inspirado en la toxina del antrax (Atx) para dirigir quimioterapias
nanoencapsuladas al receptor de membrana Marcador Tumoral Endotelial 8
(TEMS) en el microambiente tumoral.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos que se han propuesto para alcanzar el objetivo final de
este trabajo son los siguientes:

1.

Disefio, produccion y purificacion de proteinas ligando basadas en la
estructura del antigeno protector (PA) de la Atx.

Validacion de la afinidad y especificidad de las proteinas disefiadas en un
modelo de sobreexpresion de TEMS in cellulo.

Validacion de la especificidad y actividad de la proteina ligando PA17 en
modelos preclinicos de melanoma murino.

Disefio, produccion y caracterizacion de un nanosistema para la
encapsulacion de un farmaco quimioterdpico dirigido al receptor de
membrana TEMS.

Estudio del efecto terapéutico del nanosistema administrado localmente
en un modelo de melanoma murino.

Estudio del efecto terapéutico del nanosistema administrado de forma
intravenosa en un modelo de melanoma murino.

Evaluacion de la versatilidad de la proteina ligando PA17 en el
direccionamiento de otras quimioterapias nanoencapsuladas.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes son aquellas que se obtienen cuando se expresa un
gen clonado en una especie o linea celular diferente a la célula de origen. Durante
esta tesis doctoral se han disefiado diferentes proteinas recombinantes, algunas de
ellas para su sobreexpresion en bacterias y otras para su sobreexpresion en células
eucariotas.

3.1.1. Reactivos

Ampicilina (Nzytech, ref. MB021), cloranfenicol, Mini Tablets EDTA-free
protease inhibitors (Thermo Fisher, ref. A32955), Isopropil f-d-1-
tiogalactopiranosido (IPTG, Nzytech, ref. MB026), Luria-Bertani (LB) broth
medio (Labbox, ref. LBBR-00P-500), LB Agar (Labbox, ref. AGAG-00P-500),
tampon fosfato salino 10X (PBS, del inglés Phosphate Buffer Saline; Gibco™,
ref. 10010), tampon de lisis-equilibrado-lavado (LEW Buffer; Macherey Nagel),
tampon de elucion (Macherey Nagel), Tris-HCI (99%; Sigma Aldrich, ref.
T3253), metanol (ref. M/4000/21), acido acético glacial, dodecilsulfato sodico
(SDS 20% v/v; Nzytech, ref. MB11601), persulfato de amonio (APS; Nzytech,
ref. MB03403), TEMED (Nzytech, ref. MB03501), Acrilamida/bis-Acrilamida
(solucion con ratio 37.5:1; Nzytech, ref. MB15601), 2-Mercaptoetanol (Sigma
Aldrich, ref. M6250), azul de Coomassie R250 (Fisher Scientific, ref. 1549403),
tampon de migracion (Running buffer / Tris-Glycine-SDS buffer; Nzytech, ref.
MB19501), glicerol anhidro para biologia molecular (PanReac AppliChem, ref.
A2926, 0500), suero fetal bovino (FBS Standard, del inglés, Fetal Bovine Serum;
Pan Biotech, ref. P30-3306), cloruro sodico (NaCl; Sigma-Aldrich, ref.746398),
cloruro potasico (KCl; Sigma-Aldrich, ref. P3911), dihidrégeno fosfato de sodio
(NaH:POs ; Panreac, ref. 122018), dihidrogeno fosfato de potasio (KH,POu;
Panreac, ref. 121512), azul de bromofenol (Backer Organic Chemical), marcador
de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher, ref.
2665513), Fraccion V de albimina Bovina (BSA, del inglés, Bovine Serum
Albumin, Nzytech, ref. MB04601), Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher,
ref.23225).

La composicion y caracteristicas de las diferentes soluciones empleadas estan
recogidas en la Tabla MM.1.
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Tabla MM. 1. Composicion quimica de las soluciones empleadas en los experimentos con
proteinas recombinantes.

Tampén pH Composicién
PBS 1X 7.4 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10mM NaH;POy4,

1,8 mM KH2P04
Tampon de lisis-

equilibrado- 8,0 50 mM NaH;PQO4 x 2H,0, 300 mM NacCl
lavado 1X (LEW)
Tampon de 50 mM NaH;PO4 x 2H,0, 300 mM NaCl + 250
i 8,0 i

elucion 1X mM imidazol
Tris-HCI 8,8 1,5 M Tris-HCI
Tris-HCI 6,8 0,5 M Tris-HCI

Tampon de 8,387  0,025M Tris-HCI, 0,192 M glicina, 0,1% SDS
migracion

250 mM Tris-HCI, 8% SDS (v/v), 0,1% azul de

VIR B S - bromofenol (p/v), 40% glicerol (v/v), 14,3M 2-

4X (LB)
mercaptoetanol
Solucién de 2,5 g de azul Coomassie R250, 450 ml metanol,
tincion i 100 ml &cido acético, H,O Milli-Q
Solucién de 400 ml metanol, 100 ml acido acético, 500 ml H,O
destincion ) MilliQ

3.1.2. Disefio de genes y proteinas recombinantes para
expresion bacteriana

3.1.2.1.  Proteinas recombinantes basadas en la toxina del antrax

Para el desarrollo de terapias dirigidas, se disefiaron 4 proteinas recombinantes
basadas en la estructura de la proteina PA de la toxina del antrax, de acuerdo con
los residuos que interaccionan con el receptor TEMS. Todas las construcciones se
disefiaron estudiando la estructura de PA y de TEMS en diferentes articulos
cientificos. Ambas estructuras fueron modeladas mediante el software PyMOL.
Para el clonaje, la secuencia de aminoacidos de PA se obtuvo de la base de datos
UniProt (ID: P13423 - PAG_BACAN). El peso molecular de cada construccion
se estudio empleando herramientas de la base de datos EMBOSS Program
Pepstats. Los nombres de cada construccion estan formulados en base a su peso
molecular en kDa, Ademas, todas las construcciones constan de una secuencia de
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6 residuos de histidina (6xHis) o de 10 residuos (10xHis), ambas en el extremo
N-terminal.

Las secuencias de ADN de las construcciones 6xHis fueron clonadas en el
plasmido pMAL-pES por la compaiiia General Biosystems C (Morrisville, USA).
Este plasmido presenta resistencia al antibidtico ampicilina. El gen de interés se
clona bajo el control del promotor del bacteriofago T7 y la expresion génica esta
regulada por el promotor Tac. Se trata de una combinacion entre los operones #p
y lac, por lo que puede ser inducido tanto por la adicion de triptéfano como de
IPTG en el medio de cultivo.

La secuencia proteica completa de las 4 construcciones se encuentra detallada
debajo, con los residuos de histidina en color morado y los dominios de PA
sefalados por colores: DI en azul, DII en verde, DIII en amarillo and DIV en
naranja). Los residuos de interaccion con TEMS se encuentran subrayados.

Secuencia aminoacidos de la proteina 6xHis:PA64

HHHHHHSTSAGPTVPDRDNDGIPDSLEVEGYTVDVKNKRTFLSPWISNIHEKKGLTKYK
SSPEKWSTASDPYSDFEKVTGRIDKNVSPEARHPLVAAYPIVHVDMENIILSKNEDQST
ONTDSQTRTISKNTSTSRTHTSEVHGNAEVHASFFDIGGSVSAGFSNSNSSTVAIDHSL
SLAGERTWAETMGLNTADTARLNANIRYVNTGTAPIYNVLPTTSLVLGKNQTLATIKAK
ENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQDDFSSTPITMNYNQFLELEKTKQLRLDTDQVY
GNIATYNFENGRVRVDTGSNWSEVLPQIQET

FHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDK

DIRKILSGYIVEIEDTEGLKEVINDRYDMLNISSLRQDGKTFIDFKKYNDKLPLYISNP
NYKVNVYAVTKENTIINPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIG

Secuencia aminoacidos de la proteina 6xHis:PA16

HHHHHHVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDKDIRKILSGYIVEIEDTEGLKEVIN
DRYDMLNISSLRODGKTFIDFKKYNDKLPLYISNPNYKVNVYAVTKENTIINPSENGDT
STNGIKKILIFSKKGYEIG

Secuencia aminoacidos de la proteina 6xHis:PA17

HHHHHHFHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDKDIRKILSGYIVEIED
TEGLKEVINDRYDMLNISSLROQDGKTFIDFKKYNDKLPLYISNPNYKVNVYAVTKENTI
INPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIG

Secuencia aminoacidos de la proteina 6xHis:EGFP-PA17

HHHHHHMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
LPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHN
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IEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGI
TLGMDELYKFHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDKDIRKILSGYIVE
IEDTEGLKEVINDRYDMLNISSLRODGKTFIDFKKYNDKLPLYISNPNYKVNVYAVTKE
NTIINPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIG

Ademas, se disefiaron las mismas construcciones, pero con una secuencia 10xHis.
Estas fueron clonadas en el plasmido pET-16b por la compaiiia General
Biosystems C (Morrisville, USA). Este plasmido presenta resistencia al
antibidtico ampicilina. El gen de interés se clona bajo el promotor del
bacteriofago T7 y su expresion estd controlada por el operon Lac, solamente
inducible por la adicion de IPTG al medio de cultivo.

A partir de la secuencia 10xHis:PA17, se disefid una nueva construccion en la que
se afiadio el sitio de reconocimiento para trombina y una proteina reportera
(mCherry) entre la secuencia 10xHis y la secuencia PA17. El peso molecular de
esta proteina es de 44 kDa.

La secuencia de aminoacidos completa se muestra a continuacion, con los
residuos de histidina en morado, el sitio de corte para trombina en azul, la
mCherry en rojo y la secuencia PA17 en naranja. Los residuos que interactian
con el receptor TEMS estan subrayados.

Secuencia aminoacidos de la proteina 10xHis:throm:mCherry-PA17

HHHHHHHHHHLVPRGSMVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPY
EGTQTAKLKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVM
NFEDGGVVTVTQDSSLODGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMOQKKTMGWEASSERMYPEDGA
LKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYE
RAEGRHSTGGMDELYKFHYDRNNIAVGADESVVKEAHREVINSSTEGLLLNIDKDIRKI
LSGYIVEIEDTEGLKEVINDRYDMLNISSLRODGKTFIDFKKYNDKLPLYISNPNYKVN
VYAVTKENTIINPSENGDTSTNGIKKILIFSKKGYEIG

3.1.2.2. Proteinas recombinantes control

Alo largo de esta tesis se han empleado 3 proteinas recombinantes para expresion
bacteriana como controles negativos en los diferentes experimentos. Estas
proteinas también tienen la secuencia 10xHis (color morado) para poder llevar a
cabo su purificacion y posterior funcionalizacion de nanomateriales.

La primera de ellas es la HTPG:10xHis. Se trata de una chaperona molecular
bacteriana ATP dependiente. Esta construccion fue disefiada y validada por la Dr.
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Ana Rodriguez Ramos durante su tesis doctoral [127]. La secuencia de
aminoacidos se detalla a continuacion:

Secuencia aminoacidos de la proteina HTPG:10xHis

MKGQETRGFQSEVKQLLHLMIHSLYSNKEIFLRELISNASDAADKLRFRALSNPDLYEG
DGELRVRVSFDKDKRTLTISDNGVGMTRDEVIDHLGTIAKSGTKSFLESLGSDQAKDSQ
LIGQFGVGFYSAFIVADKVTVRTRAAGEKPENGVFWESAGEGEYTVADITKEDRGTEIT
LHLREGEDEFLDDWRVRSIISKYSDHIALPVEIEKREEKDGETVISWEKINKAQALWTR
NKSEITDEEYKEFYKHIAHDFNDPLTWSHNRVEGKQEYTSLLYIPSQAPWDMWNRDHKH
GLKLYVQRVFIMDDAEQFMPNYLRFVRGLIDSSDLPLNVSREILQODSTVTRNLRNALTK
RVLOMLEKLAKDDAEKYQTFWQQFGLVLKEGPAEDFANQEAIAKLLRFASTHTDSSAQT
VSLEDYVSRMKEGQEKIYYITADSYAAAKSSPHLELLRKKGIEVLLLSDRIDEWMMNYL
TEFDGKPFQSVSKVDESLEKLADEVDESAKEAEKALTPFIDRVKALLGERVKDVRLTHR
LTDTPAIVSTDADEMSTOMAKLFAAAGQKVPEVKYIFELNPDHVLVKRAADTEDEAKFS
EWVELLLDQALLAERGTLEDPNLFIRRMNQLLVSHHHHHHHHHH

La segunda es la 10xHis:EGFP-VEGFRy,. Se trata de una proteina recombinante
que tiene un péptido de union (bp) al VEGFR (ATWLPPR, color rosa), un
receptor implicado en la angiogénesis de la neovasculatura tumoral [128]. La
secuencia de aminodcidos se detalla a continuacion:

Secuencia de aminoacidos de la proteina 10xHis:EGFP-VEGF,,

HHHHHHHHHHMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFIC
TTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYK
TRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFK
IRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVT
AAGITLGMDELYK

Finalmente, como proteina control también se empled la proteina fluorescente
mCherry (10xHis:mCherry). Se trata de una proteina roja fluorescente que deriva
de anémonas marinas de la familia Discosoma. Pertenece a la familia de proteinas
fluorescentes rojas monoméricas (mRFPs) y tiene un maximo de excitacion a
587 nm y un maximo de emision a 610 nm (Aex = 587 nm, Aem = 610 nm). La
secuencia proteica completa se obtuvo de la base de datos FPbase y se encuentra
descrita a continuacion en color rojo.

Secuencia aminoacidos de la proteina mCherry

HHHHHHHHHHMVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTA
KLKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGG
VVTVTQDSSLODGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEASSERMYPEDGALKGEIK

65



QORLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNVNIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRH
STGGMDELYK

En la Tabla MM.2 se recoge informacion relevante sobre todas las proteinas
disefiadas y producidas para la expresion bacteriana en este estudio, incluyendo
el receptor hacia el que van dirigidas, la etiqueta molecular (7ag) y el peso
molecular calculado (MW, del inglés, Molecular Weight).

Tabla MM. 2. Especificaciones de las proteinas recombinantes para expresion
bacteriana, basadas en la toxina del antrax y controles.

Proteina Receptor Tag WA
6xHis:PA64 TEMS8 N-term 6xHis 64 kDa
6xHis:PA17 TEMS8 N-term 6xHis 17 kDa
6xHis:PA16 TEMS8 N-term 6xHis 16 kDa

6xHis:EGFP-PA17 TEMS8 N-term 6xHis 44 kDa
10xHis:PA64 TEMS8 N-term 10xHis 64 kDa
10xHis:PA17 TEMS8 N-term 10xHis 17 kDa
10xHis:PA16 TEMS8 N-term 10xHis 16 kDa
10xHis:EGFP-PA17 TEMS8 N-term 10xHis 44 kDa
10xHis:throm:mCherry- N-term
PA17 / U 10xHis:throm 28
HTPG:10xHis - C-term 10xHis 70 kDa
10xHis:EGFP-VEGFRbp VEGFR N-term 10xHis 32 kDa
10xHis:mCherry - N-term 10xHis 28 kDa

3.1.3. Sobreexpresion de proteinas recombinantes en bacterias

Se transformaron células competentes de la cepa Escherichia coli BL21 con los
plasmidos previamente descritos que contenian el gen de interés. Los plasmidos
liofilizados se reconstituyen en agua MilliQ a una concentracion final de 20 ng/pl.
Para la transformacion, se mezclan 30 ul de células competentes con 1 ul de ADN
y se incuba a 4 °C durante 30 minutos. La mezcla se transfiere a un bafio de agua
a 42 °C durante 40 segundos y a 4 °C por 2 minutos mas. Después, se afiade a la
mezcla 1 ml de medio LB sin antibidtico y las células se dejan crecer durante 1
hora a 37 °C en agitacion. Finalmente, se siembran 100 pl de las células
transformadas en placas con medio LB y con el antibidtico selector a 37 °C
durante toda la noche. Solo las células transformadas con el plasmido pueden
crecer en el medio con antibidtico ya que poseen resistencia al mismo. Colonias
individuales se transfirieron a 20 ml de medio LB suplementado con 100 ug/ml
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de ampicilina y se cultivaron a 37 °C toda la noche en agitacion. Para preparar
reservas de glicerol bacteriano a largo plazo, se mezclaron 750 pl del cultivo
crecido toda la noche con 750 pul de glicerol al 50% en medio LB y se
almacenaron a -80 °C.

Para la sobreexpresion de proteinas, se cultivaron 5 pl de glicerol bacteriano en
20 ml de medio LB suplementado con 100 pg/ml de antibidtico selector y se
cultivaron a 37 °C toda la noche en agitacion. Luego, se transfirieron 200 pl del
cultivo a 20 ml de medio LB nuevo suplementado con 100 pg/ml de ampicilina.
El cultivo se dejo crecer hasta que la densidad optica medida a 600 nm (DOego)
fue de 0,6. En ese momento, se afiadié IPTG para la sobreexpresion de proteinas.
Para optimizar todas las condiciones, se tomaron muestras de cultivo de 500 pl
antes y después de la induccion de IPTG a diferentes condiciones. La
sobreexpresion de proteinas se monitorizd mediante geles de electroforesis
SDS-PAGE (Figura MM.1).

Transformacion + Incubacidéna 372CD.0=0.6 + Incubaciéna 37¢CD.0=0.6 * SDS-PAGE
E.coliBL21 * Induccién IPTG « Induccién IPTG * Tincién Azul de Coomassie
+ Incubaciona 37¢C * Incubacidna RT

I‘/. \mxH\s: ligando
lI PRI

| TOT1T2T4T60/N||O/N )  — I I

Figura MM. 1. Optimizacion de las condiciones de sobreexpresion de proteinas
recombinantes en bacterias. Después de la transformacion de células competentes con
ADN plasmidico, se inoculan colonias individuales en medio LB con un antibiotico
selector. Cuando los cultivos alcanzan una D.Og de 0,6, se agrega IPTG para inducir
la sobreexpresion de proteinas, se toman muestras en diferentes tiempos y se verifican
mediante electroforesis SDS-PAGE.

Cuando se establecieron las condiciones de sobreexpresion, se cultivaron 200 ml
de medio LB y después de la induccion e incubacion con IPTG, los cultivos se
centrifugaron a 4200 rpm durante 30 minutos a 4 °C y los sedimentos se
mantuvieron a -80 °C para su almacenamiento a largo plazo. Las condiciones de
sobreexpresion para cada proteina estan recogidas en la Tabla MM.3.
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Tabla MM. 3. Condiciones optimizadas para la sobreexpresion de las diferentes proteinas
recombinantes usadas durante esta tesis. O/N = overnigth. RT = room temperature.

Proteina IPTG Tiempo Temperatura
6xHis:PA64 1 mM O/N RT
6xHis:PA17 0,5 mM O/N RT
6xHis:PA16 0,5 mM O/N RT

6xHis:EGFP-PA17 0,5 mM O/N RT
10xHis:PA64 0,25 mM O/N RT
10xHis:PAL7 0,25 mM O/N RT
10xHis:PA16 0,25 mM O/N RT
10xHis:EGFP-PA17 0,25 mM O/N RT
1OxH|s.thI2(')Arr11.7mCherry— 0,25 mM OIN RT
HTPG:10xHis 0,5 mM O/N RT
10xHis:EGFP-VEGFuop 0,5 mM 4h 37°C
10xHis:mCherry 0,25 mM O/N RT

3.1.4. Purificacion de proteinas recombinantes bacterianas

El primer paso en la purificacion de proteinas es la lisis bacteriana. Los
sedimentos bacterianos se descongelaron en hielo y se resuspendieron en tampon
LEW 1X (2,5 ml de tampon LEW por cada 50 ml de sedimento bacteriano)
suplementado con inhibidores de proteasas (1 tableta por cada 10 ml de tampdn
LEW). Las muestras se incubaron en hielo durante 30 minutos y luego se
sonicaron en hielo (SONICS Vibra cell VCX130) durante 5 minutos, en ciclos de
encendido y apagado de 57-25” con una amplitud del 70% y se centrifugaron
durante 30 minutos a 13.000 rpm a 4°C. La fraccion soluble (donde esta la
proteina de interés) se separd del sedimento y se paso a través de un filtro de
0,25 pm para evitar que las columnas de purificacion se atascaran con restos de
bacterias o agregados restantes.

Para la purificacion de proteinas recombinantes se utilizaron columnas Nickel
Protino Ni-TED 1000. La purificacion se basa en una cromatografia de afinidad
con metales inmovilizados los iones Ni?* inmovilizados en la resina de silice de
las columnas tienen afinidad por los residuos de histidina presentes en las
proteinas recombinantes. El anillo imidazol de la histidina forma un complejo
hexacoordinado con el Ni** de la resina (Figura MM.2). Esta union es reversible
tras la adicion de imidazol que competira con la histidina liberando las proteinas
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unidas de la resina. El protocolo estandar de las columnas Ni-TED es el siguiente.
Las columnas se equilibran con 2 ml de tampoén LEW y luego se afiade la fraccion
soluble filtrada. Durante este paso, las proteinas recombinantes con la secuencia
de histidinas se uniran a la resina como se describié anteriormente. La proteina
unida se lava en la columna con 4 ml de tampén LEW y finalmente se eluye de
la columna anadiendo 3 ml de tampdn de elucion que contiene imidazol en exceso
(Figura MM.2). Para eliminar el exceso de imidazol de la elucion, se utilizaron
columnas de desalinizacion PD-10 con resina Sephadex® para intercambiar el
tampon de Elucion por PBS 1X. Las columnas PD-10 se equilibran con 24 ml de
PBS antes de anadir nuestra proteina. Se afiaden 2,5 ml de la elucion de Ni-TED
ala columnay la proteina se eluye en 3,5 ml de PBS. Las proteinas recombinantes
en PBS se mantienen a 4 °C para su almacenamiento a corto-medio plazo. Todo
el proceso de purificacion es evaluado mediante SDS-PAGE.
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Figura MM. 2. Purificacion de proteinas recombinantes con secuencias 6xHis o
10xHis mediante cromatografia de afinidad. Esquema de la interaccion entre los iones
Ni?* de la resina de silice de las columnas Ni-TED con el anillo de imidazol de las
secuencias de histidina de las proteinas recombinantes. Protocolo de purificacion de
columnas Ni-TED. Después de anadir la fraccion soluble filtrada, solo las proteinas
marcadas se unen a la resina y los contaminantes pasaran a través de ella. La elucion de
proteinas recombinantes se consigue anadiendo imidazol que permanece adherido a la
resina.
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3.1.5. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizo sobre los lisados bacterianos en tampon
LEW y sobre la proteina purificada en PBS 1X. Para ello se empleo el ensayo del
acido bicinconinico (BCA), basado en la reaccion de Biuret. Las proteinas forman
un complejo quelato con iones Cu®* en un medio alcalino, que se reduce a Cu'*.
Esta forma cuprosa es detectada por el BCA, formando un complejo violeta que
puede medirse por absorbancia a 562 nm. El ensayo se realizo en una placa de 96
pocillos afiadiendo 200 pl de la solucion de trabajo a 25 pl de cada muestra
problema. La reaccion se mantuvo a 37 °C durante 30 minutos antes de leer la
absorbancia. La concentracion de cada muestra se hallo mediante el uso de una
curva patron de BSA con concentraciones conocidas entre 0,03125 mg/ml y
1 mg/ml (Figura MM.3).

2.0

R? =0.9955

1.5

1.0

Abs@562 nm

0.5

Y =1,519*X + 0,03689

0.0
0.0 0.5 1.0 1.5

Concentracion (mg/ml)

Figura MM. 3. Recta patron de BSA para experimentos de cuantificacion de proteinas
mediante el método BCA. Se representa la concentracion de BSA en mg/ml frente a la
absorbancia medida a 562 nm.

Otra forma alternativa de llevar a cabo la cuantificacion de proteinas es mediante
geles SDS-PAGE tenidos con azul de Coomassie. Se cargan en el gel muestras de
BSA a diferentes concentraciones, al lado de la muestra de interés. Después, se
puede llevar a cabo la digitalizacion de los geles mediante el software Image Lab
de Bio-rad. Gracias a este software, se puede calcular la concentracion de proteina
presente en una banda usando como referencia las bandas de BSA con
concentraciones conocidas. Este método se empled para la cuantificacion de
proteina presente en la superficie de diferentes tipos de nanoparticulas (NPs).
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3.1.6. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
es un sistema de electroforesis desarrollado por Ulrich K. Laemmli que se utiliza
para separar proteinas de 5 a 250 kDa. Gracias al uso de SDS y geles de
poliacrilamida, las proteinas se separan por diferencias en su peso molecular sin
la influencia de la estructura y la carga. Para preparar muestras para SDS-PAGE,
se diluyen en tampon Laemmli (LB) hasta una concentracion final de 1X. Este
tampon contiene agentes reductores (SDS y 2-mercaptoetanol) que junto con el
calentamiento de las muestras a 95 °C durante 10 minutos, provocan la
desnaturalizacion de las proteinas. Las proteinas desnaturalizadas pasan a través
de la malla de poliacrilamida, primero, en el gel de apilamiento (stacking), donde
todas las proteinas se apilan en una linea para una mayor separacion en el gel de
resolucion (resolving). Los geles se tifien con la solucion de tincion y se decoloran
con la soluciéon de destincion (Tabla MM.1). Para proteinas pequefias
(12 — 26 kDa), se prepararon geles de acrilamida al 15%. Para proteinas mas
grandes (> 30 kDa), se prepararon geles al 12%. En la Tabla MM.4 se muestran
los volumenes utilizados para preparar los geles.

Tabla MM. 4. Volumenes de los diferentes reactivos empleados en la preparacion de geles
de acrilamida.

Resolving 12% 15% Stacking 4%
ddH-0 3,4 ml 2,8 ml ddH2.0 3,1 ml
Acrilamida (40%) 2,4 ml 3ml Acrilamida (40%) 0,5 ml
1,5M Tris pH 8,8 2 ml 2 ml 0,5M Tris pH 6,8 1,25 ml
SDS 10% 80 pl 80 pl SDS 10% 50 ul
APS 10% 80 pl 80 pl APS 10% 50 ul
TEMED 8 ul 8 ul TEMED 5ul
Volumen total 8 ml 8 ml Volumen total 5ml

Esta técnica se utilizo para evaluar experimentos de sobreexpresion y purificacion
de proteinas recombinantes, asi como estudios de biocorona.

3.1.7. Identificacidn de proteinas contaminantes

La identificacion de proteinas contaminantes co-purificadas con las proteinas de
interés en geles de electroforesis SDS-PAGE se llevé a cabo en el servicio general
de protedmica en la Universidad del Pais Vasco. Para ello, se cortaron las bandas
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de interés de geles tefiidos con azul de Coomassie y se enviaron a analizar bajo
las siguientes condiciones:

e Digestion con tripsina y limpieza con columnas C18 caseras (EMPORE
3M).
e Cromatografia liquida y espectrometria de masas:
o Cromatografia liquida: EASY nLC-1000 (Thermo)
o Espectrometria de masas: Q Exactive (Thermo)
e Procesamiento de datos y busqueda en bases de datos:

o Proteome Discoverer 2.2 (Thermo).

o Se utiliz6 la base de datos UniProt-SwissProt (www.uniprot.org)
restringida a proteinas de E. coli + las secuencias de los
constructos 6xHis-PA17 y 6xHis-GFP-PA17 + una base de datos
de contaminantes habituales (keratinas, tripsina...).

3.1.8. Disefio de la proteina TEM8-EGFP recombinante para la
expresion eucariota

Se ha disefiado una construccion de ADN recombinante basada en la estructura
del receptor TEMS8 para su expresion en sistemas eucariotas. Para ello, se
mantuvieron el dominio extracelular (TEMS833321) y transmembrana
(TEMS8322.342) del receptor, para asegurar la posicion correcta de la proteina en la
membrana celular. Sin embargo, se eliminé el dominio intracelular (TEM8343.564)
y se cambi6 por una EGFP para verificar la presencia de la proteina en las células
mediante técnicas de fluorescencia. La secuencia del dominio extracelular se
adquirio de un plasmido de Addgene (pIVEX2.3 TEMS, plasmido n.°16563) a la
cual se afiadio el péptido sefial y el dominio transmembrana. La secuencia de
nucledtidos completa fue clonada en el plasmido pcDNA3.1-EGFP por General
Biosystems Company (Morrisville, EE. UU.). En este pldsmido, la expresion del
ADN recombinante esta bajo el control del promotor SV40 y tiene resistencia a
ampicilina, neomicina y kanamicina. La secuencia de aminoacidos y el peso
molecular de longitud completa de TEM8 se obtuvieron de la base de datos
UniProt.

La secuencia completa de la proteina disefiada se muestra a continuacion, con el
péptido senal en naranja, el dominio von Willebrand (VWAD) en rosa, el dominio
tipo IgG en gris claro, el dominio transmembrana en gris y la EGFP intracelular
en verde.
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Secuencia aminoacidos de la construccion TEM8-EGFP

ILATALLILFLLLALALLWWFGGGSMVSKGEEL
FTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFESY
GVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIEL
KGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQ
NTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYK

3.1.9. Purificacion de ADN plasmidico

Para el correcto almacenamiento del ADNp que contienen las construcciones de
interés previamente descritas (tanto bacterianas como eucariotas), se
transformaron células competentes de la cepa E.coli DHS5a. A diferencia de la
cepa BL21 empleada para la sobreexpresion de proteinas recombinantes, las
bacterias DH5a. se emplean para maximizar la eficiencia de transformacion y
almacenar plasmidos en su citoplasma. Después, se pueden llevar a cabo técnicas
de purificacion del ADNp a partir de dichas células.

Para ello, se empled la técnica de la Miniprep a través del uso de kits comerciales
(NZYMiniprep, Nzytech), que se basa en la lisis alcalina de las bacterias, seguido
de la adsorcion del ADN en columnas de silice en presencia de altas
concentraciones de sal. El ADNp se adsorbe selectivamente en la columna de
centrifugacion de plasmidos NZYTech basada en gel de silice, mientras que las
impurezas como proteinas, sales, oligonucleotidos (<40 unidades) son eliminadas
en los procesos de lavado. El ADN eluido es apto para aplicaciones como la
secuenciacion fluorescente automatizada, PCR y una amplia gama de otras
manipulaciones enzimaticas. Mediante el uso de este kit, se pueden aislar hasta
15 pg de ADNp, que se almacenan en el tampon de elucion para usos posteriores
a-20°C.

3.2. Nanomateriales

A lo largo de esta tesis doctoral se han empleado diferentes tipos de NPs,
centrandonos en su uso como sistemas de administracion de farmacos. En esta
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seccion se describen los protocolos seguidos para la sintesis y caracterizacion de
las NPs, asi como para la encapsulacion de quimioterapia y liberacion del farmaco
elegido.

3.2.1. Reactivos

Tetraetil ortosilicato (TEOS 98%; Sigma-Aldrich, ref.333859-25ML), solucion
de hidréxido de amonio (25% v/v, Merck KGA, ref.1.05428.0500), etanol puro
(EtOH; Panreac, ref.141086.1212), agua Milli-Q, hidréxido de sodio (NaOH),
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), dihidrogeno fosfato de potasio
(NaH,POs; Panreac, ref. 121512), glicerol (Panreac, ref. A1123,1000),
doxorrubicina (DOX; Adoq Bioesciences, ref. A14403), acido clorhidrico (HCI),
dimetilsulféxido (DMSO; Fisher Scientific).

3.2.2. Tipos de nanoparticulas empleadas

3.2.2.1.  Nanoparticulas de poliestireno

Las NPs de poliestireno (NPs de PS) fueron empleadas como prueba de concepto
en la funcionalizacion electrostatica con las proteinas recombinantes y en
experimentos de internalizacionen cultivos celulares. Para ello se usaron NPs
comerciales: NPs de PS de 500 nm rojas fluorescentes (Aex ~575 nmyg
Aem ~610 nm) con superficie modificada con grupos carboxilo (Sigma Aldrich,
Ref.L.3280). El potencial { de estas NPs es de -50.1 = 1.2, y el indice de
polidispersion (IP) de 0.08 + 0.02.

3.2.2.2.  Nanoparticulas de silice

En esta tesis hemos centrado la atencion en el uso de NPs de silice coloidal
amorfa, en particular, NPs de silice mesoporosas (MSNPs) y NPs de silice
compacta. Este tipo de NPs son sintetizadas en condiciones basicas (pH 7-10) por
mecanismos de nucleacion y crecimiento que implican el ataque nucleofilico de
un grupo silanol desprotonado hacia un grupo silicato neutro [129]. El punto
isoeléctrico de la silice amorfa se encuentra alrededor de 3, por lo que las
particulas en crecimiento se encuentran negativamente cargadas a pH 7-10 y son
estables en agua frente a la agregacion por repulsion electrostatica [129].
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Nanoparticulas de silice mesoporosa

En la sintesis de MSNPs, los precursores de silice solubles se hidrolizan primero
y se combinan con las cabezas anfifilicas de surfactantes, ya sea mediante fuerzas
electrostaticas o interacciones mediante puentes de hidrogeno. De esta manera, se
ensamblan en mesofases liquido cristalinas bajo condiciones basicas, acidas o
neutras. La transformacion de las mesofases ocurre durante la hidrolisis y la
condensacion de las especies de silice. Al eliminar los surfactantes mediante
extraccion de solvente o tratamiento por calor (calcinacion), se crea una réplica
de silice amorfa de la mesofase compuesta por poros continuos y del mismo
tamano [129,130].

Se llevo a cabo la sintesis de MSNs de diametro aproximado de 100 nm siguiendo
un protocolo estandar. Brevemente, se disolvieron 0,4556 g del surfactante CTAB
en 10 ml de agua MilliQ y se afiadieron 15 ml de glicerol. La mezcla se anadio a
100 ml de una solucion neutra (NaOH 0,029 M, KH,PO40,0504 M, pH 7,4). La
mezcla se mantuvo en agitacion magnética y se calent6d hasta que alcanzé los
95°C. Entonces, se afiadieron 2,235 ml de TEOS. La reaccion se mantuvo durante
8 horas a 95°C. Para eliminar el exceso de reactivos, las particulas resultantes se
sometieron a 3 ciclos de centrifugacion-dispersion con etanol puro (20 minutos,
11.000 rpm). Por otro lado, para eliminar el surfactante, se realiz6 un proceso de
extraccion de solvente con un gradiente de HCI/EtOH. Este protocolo de sintesis
se encuentra recogido en la Figura MM.4.

1. Tampon neutro

2. CTAB
3. Glicerol ==
\ 4. TEOS = 3x Lavados
] Eliminacion
8h Hl cmB
95°C E 3x Lavados
—_— — :3 —

QG i 71

Figura MM. 4. Esquema explicativo del protocolo general para la sintesis de las
MSNPs de 100 nm.
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Ademas del uso de MSNPs de 100 nm, en este estudio se han empleado MSNPs
de 300 nm sintetizadas por la Dra. Laura Marin Caba en el laboratorio del Dr.
Miguel Correa de la Universidad de Vigo.

Para el uso de las MSNPs de 100nm como agentes de administracion de
farmacos, se encapsul6 el farmaco quimioterapico DOX. Brevemente, 10 mg de
MSNPs se dispersaron en 4 ml de H,O MilliQ con un 5% de DMSO, y la DOX
se afiadié a una concentracion final de 0,5 mg/ml. La mezcla se mantuvo en
agitacion magnética durante 24 horas a temperatura ambiente en oscuridad. El
exceso de farmaco fue eliminado mediante 2 ciclos de centrifugacion-dispersion
en H,O MilliQ con 5% de DMSO. Las particulas resultantes (DOX@MSNPs) se
secaron para su almacenamiento a largo plazo. Los sobrenadantes de las
centrifugaciones se guardaron para determinar la intensidad de fluorescencia de
estos y asi poder determinar la eficiencia de encapsulacion del farmaco.

Nanoparticulas de silice compacta

Las NPs de silice compacta son NPs esféricas que pueden ser preparadas
mediante el método modificado de Stober. Durante esta tesis se han empleado
particulas de silice compacta que tienen encapsulado en su interior un
oligonucledtido fluorescente (FdU;o-Cy5), formado por 10 unidades de
floxuridina, que interfiere con la division celular. Estas NPs fueron sintetizadas
por el investigador predoctoral Andrés Ramos Valle en nuestro laboratorio en
colaboracion con el grupo de Quimica de Acidos Nucleicos del Instituto de
Quimica Avanzada de Cataluiia.

3.2.3. Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas

A medida que se desarrollan nuevos materiales, es necesario garantizar la
disponibilidad de informacion sobre los peligros asociados y la seguridad de estos
con el fin de mantener la implementacion responsable de esta ciencia. Se ha
conseguido llevar a cabo de manera satisfactoria la estandarizacion en la
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas incluyendo el tamafio, la forma,
la quimica de superficie, el ratio de disolucion, interaccion con ambientes
bioldgicos y estado de agregacion entre otros. Es de suma importancia seguir
aproximaciones rigurosas y practicas para la caracterizacion de estos
nanomateriales para garantizar su seguridad y asi poder desarrollar terapias
basadas en la nanomedicina [131-133].
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3.2.3.1.  Tamano, carga superficial y forma

A continuacion, se describen las principales técnicas para determinar el tamafio,
la forma y la carga superficial de las NPs.

Dispersion de luz dinamica

La técnica de dispersion de luz dinamica (DLS, del inglés Dynamic Light
Scattering) es una de las modalidades mas populares para caracterizar la
distribucion de tamafios de pequefias particulas en solucion o suspension
empleando luz monocromatica como fuente. El DLS monitoriza las fluctuaciones
temporales de la intensidad de dispersion eléstica de la luz inducida por los
movimientos brownianos de las particulas a un angulo de dispersion fijo. El
tamafio de particula puede calcularse mediante el uso de la ecuacion de Stokes-
Einstein [131,134].

La principal ventaja del DLS es que se trata de una técnica no destructiva, ademas
de ser rapida y eficiente en determinar el tamafio hidrodinamico de muestras
monodispersas en un alto rango de concentraciones. Sin embargo, cuando las
muestras se encuentran agregadas, es complicado correlacionar las fracciones de
tamafio. Ademas, la utilidad del DLS queda limitada cuando las particulas no
muestran distribuciones homogéneas. La intensidad de la luz dispersada es
proporcional a la sexta potencia del didmetro de las particulas, por lo que la
presencia de pocas particulas de gran tamafio dara lecturas confusas. Finalmente,
el DLS no se puede usar para materiales no esféricos ya que la naturaleza esférica
de las particulas se asume en el analisis [131].

Para la medicion de la distribucion de tamanos en las NPs usadas en esta tesis, se
us6 el instrumento Zetasizer Ultra de la compaiiia Malvern Panalytical.
Normalmente, se preparaban muestras que contenian entre 15-30 pg de NPs en
1 ml de solvente (H>O MilliQ o PBS 1X) en una cubeta de plastico. Antes de la
medicion, la muestra se sonicaba durante aproximadamente 15 segundos. La
medicion se realiza por triplicado. Ademas, con este equipo se midid con este
equipo el IP que informa acerca de la homogeneidad de los tamafos de las NPs
en suspension y tiene un valor entre 0 y 1. Cuanto mas cercano a 0 es el valor de
PI, mayor es la homogeneidad de la muestra.

Microscopia de transmision electronica
La microscopia de transmision electronica (TEM del inglés Transmission

Electron Microscopy) es una de las técnicas mas empleadas para la
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caracterizacion de nanomateriales ya que nos da imagenes directas ¢ informacion
quimica a resoluciones espaciales a nivel atomico. En esta técnica, un haz de
electrones incidente se transmite a través de una muestra fina interaccionando con
ella. Los electrones que han interaccionado con la muestra se pueden transformar
en electrones no dispersos, elasticamente dispersos o ineldsticamente dispersos.
Los electrones dispersos o no dispersos se enfocan mediante lentes
electromagnéticas y luego se proyectan en una pantalla para generar una imagen
de oscuridad variable, segun la densidad de los electrones no dispersos. Mediante
esta técnica se puede conocer el tamafio, forma, heterogenecidad y grado de
agregacion de los nanomateriales [131].

Para medir las particulas mediante TEM, normalmente se realizaron diluciones
1/500 de las particulas de partida, que fueron dispersadas en etanol. Tras su
sonicacion, se aiadieron 7 pl de la mezcla sobre rejillas cobre con recubrimiento
de carbono de malla 400 (EM Resolutions). El instrumento utilizado fue un
microscopio JEOL JEM 1011 equipado con una camara digital Gatan de alta
resolucion disponible en los servicios Tecnoldgicos de IDIVAL.

Potencial

Cuando las particulas son expuestas a una solucion idnica, la superficie de una
particula cargada se une a los iones de carga opuesta fuertemente asociados,
formando una capa liquida llamada capa de Stern. Esta capa es rodeada por otra
capa externa difusa compuesta por iones débilmente asociados. Estas dos capas
forman lo que se denomina la doble capa eléctrica. Debido a las fuerzas
brownianas de las particulas cargadas, cuando la particula se mueve en el liquido,
la doble capa eléctrica se mueve con ella a lo largo de lo que se conoce como
plano de deslizamiento (interfaz entre la doble capa eléctrica y el liquido
circundante). El potencial eléctrico del plano de deslizamiento se conoce como
potencial zeta (potencial {) o potencial electrocinético. Se determina midiendo la
velocidad de las especies cargadas hacia el electrodo en presencia de un campo
eléctrico externo a través de la muestra en solucion. NPs con un potencial { entre
+30 mV se consideran coloidalmente estables. Valores absolutos menores de
30 mV indican inestabilidad, y posibilidad de agregacion, coagulacion o
floculacion [131,135].

El potencial £ se evaltia normalmente por electroforesis de luz dispersada, donde
se hace pasar un campo eléctrico débil a través de una solucion diluida de NPs y
la luz dispersada se observa para un cambio de frecuencia que se usa para calcular
la movilidad electroforética. Esta técnica se emplea normalmente junto con el
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DLS. Se trata de una técnica sensible a cambios de pH y fuerza idnica. Por lo
tanto, el potencial { no puede reflejar el valor real de una muestra concentrada y
variara con el cambio de solvente [131,134].

En esta tesis, el potencial { fue medido con el instrumento Zetasizer Ultra
empleando la cubeta especial de potencial (. Generalmente, se preparaba una
solucion con 15-30 pg de NPs en 1 ml del dispersante (PBS 1X o H,O MilliQ).
La medicion se realiza por triplicado.

3.2.3.2.  Tamaiio de poro y area superficial

El tamafio de poro y area superficial de las MSNPs fue determinado mediante el
método de adsorcion de nitrogeno. La isoterma de adsorcion de nitrogeno (N»)
fue determinada a una temperatura de 77 K en un sistema Micromeritics ASAP
2010 con un sistema de microporo, después de desgasificar las muestras a 100 °C
durante al menos 16 horas. La distribucién del tamaiio de los mesoporos se
calcul¢ utilizando la rama de adsorcion de la isoterma de adsorcion de nitrogeno
y el enfoque de Barrett-Joyner-Halenda (BJH) [136]. Estas medidas fueron
llevadas a cabo por la Dra. Lorena Gonzilez Legarreta del grupo de
Nanomedicina IDIVAL-UC.

3.2.3.3. Caracterizacion de las MSNPs sintetizadas

Las MSNPs empleadas para la encapsulacion de la DOX fueron caracterizadas
mediante DLS y TEM. El analisis de las MSNPs resultantes mediante imagenes
de TEM revelo que se trataba de NPs con forma esférica y con un diametro medio
de 112,6 £ 12,2 nm.

En la Figura MM.5 se muestran las imagenes de TEM de dichas particulas junto
con su distribucion de tamafios medidos por TEM.
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Figura MM.5. Caracterizacion de MSNPs de 100 nm mediante TEM. Imdgenes
representativas de TEM de las particulas sintetizadas y distribucion de tamario de las
particulas caracterizado mediante TEM (n = 200).

Este analisis fue acompafiado por la caracterizacion mediante DLS, donde el radio
hidrodindmico medio fue determinado en 317,8 £ 5,5 nm, con un IP de 0,29 y un
potencial { medido en H,O MilliQ de -32 £ 0,2 mV y en PBS 1X de
-1,7 £ 1,2 mV. En este caso, al tratarse de un indice de polidispersidad mas alto,
indica que las particulas no son perfectamente monodispersas, y por ello el radio
hidrodinamico determinado mediante DLS es mas grande que el didmetro real de
las MSNPs. Por otro lado, mediante la isoterma de adsorcion de N, se determind
la superficie especifica de las MSNPs en 856 + 6 m?/g y el tamafio de poro en
2,8 nm.

3.2.3.4.  Eficiencia de encapsulacion de farmacos en nanoparticulas

Determinar la cantidad de farmaco que se ha encapsulado en el interior de los
nanosistemas es esencial para poder llevar a cabo experimentos de liberacion in
vitro y posteriormente experimentos in vivo. Esto puede ser medido mediante
métodos directos o indirectos. En el caso de los métodos directos, el farmaco
encapsulado se mide directamente en el propio nanosistema. Sin embargo, en los
métodos indirectos, el farmaco encapsulado es medido del sobrenadante
resultante del proceso de encapsulacion [135].

Existen dos parametros importantes que van a determinar la cantidad de fA&rmaco
encapsulado: la eficiencia de encapsulacion (EE, del inglés encapsulation
efficiency) y el contenido de carga de farmacos (LC, del inglés loading content).
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Ambos se expresan como porcentaje y se definen siguiendo las siguientes
ecuaciones:
Peso del farmaco en las NPs

LC (%) = 100
(%) Peso de las NPs X

EE (%) = Peso del farmaco en las NPs 100
* = " Peso del farmaco inicial x

En esta tesis se han determinado ambos parametros en el proceso de
encapsulacion de DOX en MSNPs mediante un método indirecto, usando la
espectroscopia de fluorescencia o fluorimetria.

Espectroscopia de fluorescencia

Esta técnica analiza la fluorescencia presente en una muestra. Mediante esta
técnica, los electrones de la muestra son excitados de su estado fundamental a su
estado excitado empleando luz UV. Cuando vuelven a su estado fundamental
emiten luz, pero no necesariamente luz visible. Si mantenemos la longitud de
onda de excitacion constante y medimos las diferentes frecuencias de la luz
fluorescente emitida por una muestra empleando un monocromador, podemos
obtener los espectros de emision.

Mediante esta técnica se adquirieron los espectros de emision de fluorescencia de
los sobrenadantes del proceso de encapsulacion de DOX en MSNPs. Para poder
hallar la cantidad de DOX encapsulada, se obtuvieron los espectros de emision
de muestras de DOX con concentracion conocida y preparadas en el medio de
encapsulacion (H>O 5% DMSO). Se representé el area bajo la curva (AUC) de
dichos espectros y se obtuvo la recta patron (Figura MM.6). Conociendo la
cantidad que quedaba en los sobrenadantes tras el proceso de encapsulacion y la
cantidad inicial del experimento, se pudo calcular el %EE y el %LC, que fueron
determinados por triplicado en experimentos independientes.
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Figura MM.6. (a) Espectros de fluorescencia de emision de la DOX en H,O 5% DMSO
a distintas concentraciones. (b) Recta patron de la DOX en medio de encapsulacion.
Para realizar la curva de calibrado, se hallo el AUC de cada espectro y se represento
frente a la concentracion en ug/ml.

Se han empleado dos equipos: un espectrofluorimetro Edinburgh Instruments
FLSP920, equipado con dos monocromadores (excitacion y emision), detectores
para visible, extendido visible y InGaAs y una lampara continua de Xeno6n de 450
W, y un espectrofluorimetro FS5 Edinburgh Instruments, equipado con
monocromadores (excitacion y emision), un detector PMT para emision
(200-870 nm) y una lampara continua de Xenon de 150 W. La longitud de onda
de excitacion para la DOX se mantuvo constante a 475 nm (Agx = 475nm) y se
recogieron los espectros de emision fueron adquiridos desde los 450 a los
750 nm. Se contd con la ayuda del Dr. Rafael Valiente Barroso del grupo de
Nanomedicina y la Dra. Virginia Martinez de la Universidad del Pais Vasco.

3.2.3.5.  Estudio de la biocorona

El ultimo aspecto sobre la caracterizacion de NPs abordado durante esta tesis
doctoral ha sido el estudio de la biocorona. En este caso, se ha llevado a cabo la
formacion de una biocorona de proteinas recombinantes sobre la superficie de las
NPs para dirigirlas a tumores en modelos in vivo.

Funcionalizacion de nanoparticulas con proteinas recombinantes

Para funcionalizar las NPs con las diferentes proteinas recombinantes, se ha
seguido un protocolo puesto a punto previamente en nuestro laboratorio por las
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doctoras Esperanza Padin y Elena Navarro. Esta funcionalizacion se basa en la
interaccion electrostatica entre la superficie negativa de las NPs y la carga
positiva de los residuos de histidina de las proteinas recombinantes. La secuencia
de histidinas actia como una cremallera electrostatica con la superficie de las
NPs, asegurando la correcta orientacion de estas en la superficie para que puedan
interaccionar con los receptores diana [137] (Figura MM.7).

MSNPs —> MSNPs + PA17 —> MSNPé@PA17

Figura MM. 7. Esquema general de la funcionalizacion electrostdtica de las MSNPs
con proteinas recombinantes. Las proteinas permanecen unidas a la superficie cargada
negativamente mediante interacciones electrostdticas. Ejemplo para la proteina
recombinante 10xHis:PA17.

Para ello, los diferentes tipos de NPs fueron incubados con cantidades saturantes
de las proteinas recombinantes purificadas en PBS 1X y sonicadas en bafio
durante 5 minutos. La temperatura del agua del bafo se mantuvo a 4 °C durante
el proceso. El exceso de proteina fue eliminado mediante 3 ciclos de
centrifugacion-dispersion con PBS 1X fresco. Para analizar la proteina unida en
la superficie de las NPs, el sedimento lavado de NPs funcionalizadas fue
resuspendido en LB 1X y analizado mediante SDS-PAGE.

En el caso de la proteina 10xHis:PA17, que es aquella con la que se han realizado
la mayoria de los experimentos de esta tesis, se probaron diferentes ratios entre la
masa de NPs empleada y la masa de proteina recombinante. De esta forma se
pudo determinar la cantidad de proteina necesaria para lograr la saturacion de la
superficie de las MSNPs de 100 nm en los experimentos in vivo.

Estudios de estabilidad de la biocorona

Para evaluar la estabilidad de la biocorona formada mediante union electrostatica,
500 pg/ml de MSNPs@10xHis:PA17 de 300 nm o de NPs de PS@10xHis:PA17
de 500 nm, fueron incubados en presencia de FBS al 30% en PBS 1X pH 7,4. La
suspension de NPs se mantuvo a 37 °C en agitacion y se tomaron muestras a los
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30 minutos, 2 horas, 4 horas y 24 horas de incubacion. Las NPs se lavaron 3 veces
con PBS 1X antes de ser preparadas para andlisis mediante SDS-PAGE. Este
experimento se llevo a cabo 3 veces de manera independiente.

3.2.4. Ensayos de liberacion de farmaco in vitro

Los ensayos de liberacion de farmaco in vitro nos permiten estudiar el
comportamiento de las NPs en una solucion que simula las condiciones
fisiologicas. Se estudio la liberacion de DOX de particulas DOX@MSNPs de
100 nm, tanto desnudas como recubiertas con la proteina recombinante
10xHis:PA17, ya que esta biocorona podria afectar a la cinética liberacion del
farmaco. Brevemente, 1 mg de NPs fue dispersado en 1 ml de solvente, en este
caso PBS 1X (pH 7,4). La suspension de particulas se mantuvo en agitacion
magnética a 37°C en frascos de cristal. Se tomaron muestras a las 2, 4, 6, 24 y 48
horas. Para ello, se centrifugoé el volumen total del frasco a 11.000 rpm durante 5
minutos; el sobrenadante se almacend, mientras que el sedimento fue
resuspendido en el mismo volumen de PBS 1X fresco y devuelto al frasco.

Para cuantificar la cantidad de DOX liberada de cada muestra, se obtuvieron los
espectros de emision por fluorimetria de los sobrenadantes a cada tiempo, por
triplicado, que fueron comparados con los datos de una curva de calibrado de
DOX en PBS 1X. Para la obtencion de dicha recta se llevo a cabo el mismo
procedimiento que para obtener la recta patrén de encapsulacion y se encuentra
representada en la Figura MM.8.

T
10T R2—0.9988
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6x106
4x106

2x105-
Y =2031104*X + 49172

0 I 1 I I 1
0 1 2 3 4 5

Concentracion (pg/ml)

AUC Intensidad Fluorescencia

Figura MM.8. Recta patron de la DOX en medio fisiologico. Para el calculo de dicha
recta se midieron los espectros de 5 muestras de DOX de concentracion conocida y se
integro su area bajo la curva (AUC). Se represento frente a la concentracion en ug/mil.
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3.2.5. Disolucion de MSNPs in vitro

Para estudiar la disolucion de las MSNPs sintetizadas bajo condiciones
fisioldgicas y asi poder comprender su comportamiento en los modelos in vitro e
in vivo, DOX@MSNPs de 100 nm fueron incubadas en PBS 1X pH 7,4 a una
concentracion final de 1 mg/ml a 37 °C y agitacion magnética. Se tomaron
muestras a 2, 4 y 24 horas. Para ello, el volumen total se centrifugé a 11.000 rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante se descarto y el sedimento fue resuspendido
en H>O MilliQ, de donde se tomaron 7 pl para poner sobre una rejilla de cobre
con recubrimiento de carbon. La disolucion del ntcleo de las particulas fue
confirmada mediante TEM. Se llevd a cabo el mismo experimento, pero con
DOX@MSNPs recubiertas con la proteina recombinante 10xHis:PA17 para
evaluar si la formacion de una biocorona afectaba al mecanismo de disolucion de
las particulas. Los resultados también se analizaron mediante TEM.

3.3. Ensayos in cellulo

Se emplearon experimentos in cellulo con diferentes lineas celulares para estudiar
el comportamiento de las NPs en condiciones fisiologicas, incluida la liberacion
de farmacos y la citotoxicidad. Ademas, se llevaron a cabo experimentos para
evaluar la interaccion de las proteinas recombinantes con el receptor TEMS. Esta
seccion describe todas las lineas celulares utilizadas, asi como los protocolos
empleados.

3.3.1. Reactivos

Gentamicina (Gibco, ref. 15240-062), Tripsina-EDTA 0.5% (10X) (Gibco,
ref.15400-054), Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher, ref. 11668027), bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT;,; Thermo Fisher, ref.
M6494), anticuerpo recombinante Anti-TEM8/ATR (Abcam, ref. ab241067),
anti-conejo Cy3, 2-propanol (Sigma-Aldrich, ref. 19516-500ML), 4cido
clorhidrico (HCl), 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich,
ref.D9542-10MQG), anti-conejo Cy3, anti-VEGFRI anticuerpo policlonal
(Invitrogen, ref. PA5-32408), anticuerpo anti-GB3 (BD Pharmingen™ Alexa
Fluor® 647 Mouse Anti-Human CD77), paraformaldehido 16%, (PFA 16%;
Thermo Fisher, ref.043368.9M), medio de montaje Immu-Mount™
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(ref.9990402), fluoresceina isotiocianato (FITC; Sigma-Aldrich, ref.F7250-
250MG), Tween-20, DOX (Adoq Bioesciences, ref.A14403).

3.3.2. Medios de cultivo y soluciones

Los medios de cultivo y soluciones empleados para mantener las distintas lineas
celulares se detallan a continuacion.

e [MDM: Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Pan Biotech, ref.P04-
20350).

e MEM: Eagle’s Minimal Essential Medium, Pan Biotech, ref.P04-08500.

o RPMI: Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 + GlutaMAX™,
Gibco, ref.61870-010.

* Todos los medios de cultivo se completaron con gentamicina 10 pg/ml y FBS
al 10%.

e HBSS: Hanks’ balanced salt solution, Pan Biotech, ref.P04-34500.

e Tampon Fosfato Salino (PBS) 1X en H,O MilliQ autoclavada.

e Tripsina 0.05% (1X) en HBSS 1X.

e PFA 4% en PBS 1X (para 1 ml: 250 ul PFA 16%, 100 pl PBS 10X,
650 pl H>O MilliQ autoclavada).

3.3.3. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado diferentes lineas celulares
(Tabla MM.5). Todas las lineas celulares se cultivaron a 37 °C en condiciones de
5% de CO2y 95% de humedad. Las células se pasaron cada 3-4 dias cuando la
confluencia alcanzaba aproximadamente un 95%.
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Tabla MM. 5. Detalles de las lineas celulares empleadas incluyendo nombre, especie,
tipo de tumor, medio de cultivo y referencia.

Homo sapiens
HelLa Adenocardinoma MEM Si ATCC-CCL-2™
cérvico uterino
Homo Sapiens ATCC-CRL-
HEK293T Rifién embrionarias IMDM No 3216™
Mus musculus ATCC-CRL-
I Melanoma de piel LBl N 6475™
B16F10 Mus musculus .
REP Melanoma de piel RPMI Si Innoprot P20321
Homo sapiens
MCF-7 Adenocarcinoma de MEM Si ATCC-HTB-22
mama

3.3.4. Técnicas de analisis de cultivos celulares

Para la evaluacion de los resultados de los experimentos con lineas celulares, se
han empleado principalmente dos técnicas: la microscopia confocal y la
citometria de flujo.

Microscopia Confocal

La microscopia confocal es una forma especializada de la microscopia de
fluorescencia estandar que genera imagenes de alta resolucion de muestras
tefiidas con sondas fluorescentes. El principio basico de esta técnica se basa en
iluminar un punto de la muestra determinado mediante luz ladser a una
profundidad especifica. Esto conlleva a la emision de fluorescencia exactamente
en este punto concreto. Para eliminar la sefial de la luz fluorescente que se
encuentra fuera de foco, se coloca una pieza denominada pinhole, que actua a
modo de filtro espacial. De esta manera, solamente la luz que procede de la region
enfocada puede entrar en los detectores, obteniendo lo que se conoce como plano
focal. Esta microscopia consigue obtener imagenes de alta resolucion, nitidez y
contraste en un tnico plano focal de la muestra. Tras obtener varios planos focales
a lo largo del eje Z, se puede generar una imagen 3D de la muestra [138,139].

El microscopio confocal que se ha utilizado es un Nikon A1R equipado con 5
laseres de longitudes de onda: 405, 488, 514, 561, 633 nm, y con dos sistemas de
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deteccion: por filtros en cuatro canales y espectral de 32 canales con tres redes de
difraccion diferentes, situado en la unidad de Microscopia de IDIVAL. Se
emplearon los objetivos de distintos aumentos y aperturas numéricas (NA): 10x
(0,45 NA), 20x (0,75 NA), 60x (1,4 NA), y 100x (1,49 NA), algunos de ellos
(40x, 60x y 100x) de inmersion.

Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite el rapido analisis de células
individuales o particulas mientras pasan a través de un flujo donde son excitadas
mediante el uso de laseres. Para cada particula, se analiza la dispersion de luz
visible y uno o mas parametros de fluorescencia. La dispersion de luz visible se
mide en dos direcciones: direccion frontal (FSC, del inglés Forward Scatter) que
nos da una idea sobre el tamaifio relativo de la particula; y la direccion a 90° (SSC,
del inglés Side Scatter), que indica la complejidad interna o la granulosidad. Las
muestras para citometria se preparan por ejemplo mediante la transfeccion de
proteinas fluorescentes, la tincion mediante sondas fluorescentes o la tincion
mediante anticuerpos conjugados [140]. Incluso, en nuestro caso, se preparan
para analizar la internalizacion de NPs fluorescentes.

Durante esta tesis se han utilizado dos citometros. El primero, un citdmetro de
flujo CytoFLEX (Beckman Coulter) equipado con 3 laseres (405 nm, 488 nm y
638 nm) y 13 detectores de fluorescencia. El segundo fue un separador celular de
sobremesa CytoFLEX SRT (Beckman Coulter) equipado con 4 laseres (405 nm,
488 nm, 561 nmy 638 nm) y 15 detectores de fluorescencia. Ambos se encuentran
situados en la unidad de Citometria de Flujo y Separacion Celular de IDIVAL.

3.3.5. Modelo de sobreexpresion de TEMS in cellulo

El modelo de sobreexpresion in vitro de TEMS se obtuvo transfectando la linea
celular HEK293T con el plasmido que contiene la secuencia TEMS-EGFP. Para
ello, se sembraron células HEK293T en placas y se dejaron crecer durante la
noche para que alcanzasen una confluencia de aproximadamente el 70%. Al dia
siguiente, las células fueron transfectadas con el plasmido utilizando
Lipofectamina 2000, siguiendo las especificaciones del fabricante. Como control
de transfeccion, se transfectd la misma linea celular, pero con un ADNp que
contiene la secuencia para la proteina control EGFP. Para cada muestra de
transfeccion, se prepararon los complejos ADN-Lipofectamina de la siguiente
manera:
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e Se incubd la Lipofectamina 2000 en medio de dilucion sin FBS y sin
antibioticos durante 5 min a temperatura ambiente.

e Se mezcl6 el ADN en medio de dilucion sin FBS y sin antibioticos.

e Tras la incubacion de los 5 min, se combind el ADN diluido con la
Lipofectamina diluida y se dejé incubar durante 20 min a temperatura
ambiente.

e Finalmente se afiadieron los complejos ADN-Lipofectamina a cada
pocillo o placa y se incub6 con las células durante 4-6 horas a 37 °C. Tras
ese tiempo, se cambid el medio por medio completo y se analizd la
transfeccion al dia siguiente.

Las condiciones de transfeccion se encuentran recogidas en la Tabla MM.6.

Tabla MM. 6. Condiciones de transfeccion de la linea celular HEK293T mediante el uso
de Lipofectamina 2000.

24 pocillos 2x50 pl 0.5 ml 0.8 ug 1l
6 pocillos 2x250 pl 2ml 4 ug 5ul
60 mm 2x0.5ml 5 ml 8 ug 10 pl
10 cm 2x1.5ml 15 ml 24 ng 30 ul

La transfeccion de ambas construcciones se comprob6 mediante microscopia de
fluorescencia. Ademas, la transfeccion de la construccion TEMS-EGFP se
comprob6d mediante citometria de flujo después de 24, 48 y 72 horas para
determinar el porcentaje de transfeccion y la intensidad media de fluorescencia.

3.3.5.1.  Inmunodeteccion de TEMS en membrana

Para comprobar la expresion del receptor TEMS en la membrana de las células
transfectadas con el gen de la proteina TEM8-EGFP recombinante, se llevé a cabo
una inmunofluorescencia (IF) en célula viva del dominio extracelular de TEMS
empleando anticuerpos comerciales frente a este fragmento. Se sembraron células
HEK?293T trasfectadas sobre cubreobjetos redondos y se dejaron crecer durante
toda la noche. Una vez la confluencia sobre los cubreobjetos fue adecuada, se
incubaron con el anticuerpo primario anti-TEMS8-ED durante 30 minutos a 37 °C
en medio de cultivo completo. A continuacidn, se realizaron 3 lavados con
PBS 1X y se fijaron con PFA 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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Después de 3 lavados con PBS 1X, los cubreobjetos fueron incubados con el
anticuerpo secundario anti-conejo-Cy3 durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Se lavaron los cubres 3 veces con PBS 1X y se tifieron los nicleos
celulares con DAPI diluido durante 3 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar
los cubres con PBS 1X y H,O MilliQ, se montaron sobre portaobjetos empleando
medio de montaje acuoso. Los cubreobjetos fueron analizados mediante
microscopia confocal. Los detalles sobre los reactivos empleados en este
protocolo se encuentran recogidos en la Tabla MM.7.

Tabla MM. 7. Detalles de los anticuerpos y reactivos empleados en la IF de TEMS8 en
membrana. RT = room temperature. ED = dominio extracelular.

Reactivo  Especie  °°  Dilucion Incubacion  on9'tHd
dilucion Onda
IgG anti- . Medio ]
TEmM8-ED O™ completo /2% 1h 37°C
lgGantl- - ira PBSIX 11000  45minRT EX=o00mm
conejo-Cy3 AEmM =569 nm
. Ex =
DAPI PBSIX  1/4000  3minRT  oX - 3290M
AEmM = 457nm

3.3.6. Experimentos de interaccion de proteinas ligando con
TEMBS in vitro

Para corroborar que las proteinas ligando sobreexpresadas y obtenidas de
bacterias eran funcionales, se llevaron a cabo experimentos de interaccion con el
receptor TEMS. Para ello se emplearon las células HEK293T transfectadas, que
sobreexpresan la proteina TEMS8-EGFP en su membrana. Se estudio la
interaccion con proteina libre y con NPs funcionalizadas.

3.3.6.1.  Experimentos con proteina libre

Se realiz6 un ensayo basado en los protocolos de inmunopanning. Se trata de una
técnica que nos permite seleccionar subpoblaciones celulares de interés utilizando
la afinidad de los antigenos presentes en su membrana anticuerpos inmovilizados
sobre una placa [141]. Para inmovilizar las proteinas ligando marcadas con
secuencias 10xHis, se utilizaron placas de 96 pocillos recubiertos de niquel (Ni*")
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(PierceTM, Thermo Fisher Scientific). De esta manera, las proteinas quedan
correctamente posicionadas para poder interaccionar con su diana, en este caso,
la proteina TEM8-EGFP presente en la membrana celular. Se incub6 un total de
9 pmol de proteina recombinante en cada pocillo durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Los grupos experimentales consistieron en pocillos
recubiertos con las proteinas ligando 10xHis:PA16, 10xHis:PA17 y 10xHis:PA64.
Como controles negativos, se utilizaron pocillos sin proteina o recubiertos con
una proteina control (HTPG:10xHis) que no se une a TEMS. Después de 3
lavados con PBS Tween-20 al 0,05%, se incubaron 50.000 células HEK293T
transfectadas con TEM8-EGFP por cada pocillo en DMEM durante 1 hora en
agitacion. Las células no unidas se eliminaron mediante tres lavados con PBS 1X.
Ademés, se emplearon 2 controles celulares negativos, con los cuales se llevo a
cabo el mismo experimento: células HEK293T no transfectadas y células
HEK293T transfectadas la construccion control EGFP.

La afinidad de unién se obtuvo como la cuantificacion de la fluorescencia verde
de cada pocillo medida utilizando un lector de microplacas Biotek Synergy HTX.
Las longitudes de onda seleccionadas para detectar la EGFP fueron:
Aex = 485/20 nm, Agm= 528/20nm. Después de esta medicion inicial, las células
adheridas a cada pocillo se separaron usando tripsina al 0,05% y se contaron
mediante citometria de flujo.

3.3.6.2.  Experimentos con NPs funcionalizadas

Células HEK293T transfectadas con la construccion TEMS-EGFP fueron
incubadas con NPs de PS de 500 nm fluorescentes rojas, tanto funcionalizadas
con la proteina ligando 10xHis:PA17, como sin funcionalizar (5 pg/ml en medio
completo). La interaccion de las NPs con las células tras 30 minutos, 2 y 5 horas,
fue analizada por citometria de flujo mediante el parametro de intensidad media
de fluorescencia de las poblaciones celulares. Es importante resaltar que, en el
caso de los experimentos en HEK293T transfectadas, como el porcentaje de
transfeccion no es del 100%, las células que no expresan TEM&-EGFP en
membrana pueden considerarse un control negativo celular intrinseco en el
experimento. Las particulas funcionalizadas deberian  interaccionar
preferentemente con las células que expresan en membrana la proteina TEMS-
EGFP frente a las que no, debido a la interaccion especifica entre ligando y
receptor.
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3.3.7. Liberacién de doxorrubicina encapsulada en cultivos
celulares

Para estudiar la liberacion de la DOX desde las DOX@MSNPs y las
DOX@MSNPs@PA17 en cultivos celulares, se empled la linea celular de
melanoma murino B16F10. Se sembraron células en cubreobjetos redondos y se
dejaron crecer toda la noche. Al dia siguiente, se afiadieron las NPs a una
concentracion de 50 pg/ml, equivalente a una concentracion final de DOX de
1 pg/ml. Se evaluo la liberacion del farmaco a las 24 y 72 horas de tratamiento
mediante microscopia confocal. A cada tiempo de analisis, los cubreobjetos se
fijaron con PFA 4% y se tifieron con una soluciéon de FITC (1/1000) y DAPI
(1/4000), ambas en PBS 1X. Finalmente los cubreobjetos fueron montados sobre
portaobjetos para el analisis y analizados mediante microscopia confocal.

3.3.8. Analisis de los cambios morfoldgicos celulares inducidos
por doxorrubicina

Para el estudio de los cambios morfologicos celulares inducidos por la DOX
encapsulada frente al farmaco libre, 3,5 x 10* células de melanoma murino fueron
sembradas en placas de 24 pocillos y al dia siguiente se afiadieron los siguientes
tratamientos:

1. Células B16F10 tratadas con DOX libre a 1 pg/ml o a 0,3 pg/ml, que
simula la DOX liberada de las NPs.

2. Células B16F10 tratadas con DOX@MSNPs 0
DOX@MSNPs@10xHis:PA17. La concentracion se establecid en
50 pg/ml, equivalente a una concentracion final de DOX de 1 pg/ml.

Se analizo el efecto de los tratamientos a las 24, 48 y 72 horas. Para una rapida
observacion de la morfologia celular, se empled la microscopia de campo claro.
Ademas, se determiné el diametro celular, en comparacion con particulas de
referencia, mediante citometria de flujo. Para ello, a cada tiempo de analisis, se
despegaron las células y se fijaron con PFA 4% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después, se afiadio PBS 1X y se almacenaron a 4 °C para su posterior
analisis.
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3.3.9. Ensayos de viabilidad celular

Para estudiar el efecto citotoxico de las particulas cargadas con el farmaco DOX
frente al farmaco libre, se llevaron a cabo estudios de viabilidad celular in vitro
mediante ensayos MTT. Se trata de un ensayo colorimétrico que permite evaluar
la actividad metabdlica de las células mediante la evaluacion de las enzimas
oxidorreductasas dependientes de NADH, dando una idea de las células viables
presentes. Las células metabolicamente activas convierten el MTT (bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) soluble en agua en formazan,
produciéndose un cambio de color de morado a amarillo. A continuacion, el
formazan se solubiliza, y su concentracion se determina mediante la lectura de
absorbancia a en un lector de placas.

Los estudios se llevaron a cabo en la linea celular de melanoma murino. Para ello,
se sembraron 7x10° células en placas de 96 pocillos con un volumen final del
medio correspondiente de 100 pl y se dejaron crecer durante toda la noche. Al dia
siguiente, se afiadieron los tratamientos descritos en el apartado 3.3.8. Se analizd
el efecto de dichos tratamientos a 24, 48 y 72 horas, dejando las células crecer a
37°C con los tratamientos indicados. A cada tiempo, se reemplazaron los 100 pl
de medio por medio fresco y se afiadieron 10 pl de la solucion de MTT preparada
en PBS 1X a 5 mg/ml (12 mM). El MTT se dejé incubando con las células
durante 4 h a 37°C y después, se procedio a solubilizar las sales de formazan con
100 ul de solucion de parada (stop solution, mezcla de HCI e isopropanol; para
500 ml afiadir 480 ml de isopropanol y 20 ml de HCI 1N). Finalmente, se calculo
el porcentaje de viabilidad celular mediante las lecturas de absorbancia a 570 nm
de cada condicion, comparando frente al control (células sin tratamiento).

Ademds, para cada tratamiento se evalu6 la cantidad de células adheridas a los
pocillos a las 24, 48 y 72 horas post tratamiento. El nimero de células, que
representa la viabilidad celular, fue determinado mediante citometria de flujo.

3.3.10. Analisis del ciclo celular

El analisis del ciclo celular se lleva a cabo mediante la medicion en el contenido
en ADN de las células, tefiido con sustancias intercalantes fluorescentes (DAPI,
yoduro de propidio o similar) y analizado mediante citometria de flujo. Esto
permite la determinacion simultanea de los porcentajes de células en cada fase
del ciclo celular. La cantidad de ADN se representa en forma de histograma, de
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tal manera que aparecen diferenciadas las distintas poblaciones celulares segun la
fase del ciclo en la que se encuentren (Figura MM.9). Las células en fase G2 y
M, que ya han duplicado su ADN en fase en la fase S de sintesis, contienen el
doble de ADN que las células al comienzo del ciclo (G1 y GO). En la fraccion
subGO de los histogramas se puede conocer el porcentaje de células apoptdticas,
que es la poblacion que aparece a la izquierda de la fase G1/GOAdemas, mediante
los histogramas se puede conocer el porcentaje de células apoptoticas, que es la
poblacién que aparece a la izquierda de la fase G1/GO0 [142].
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Figura MM. 9. Fases del ciclo celular y representacion grdfica de su andalisis mediante
citometria de flujo.

Se llevo a cabo el estudio del ciclo celular en células de melanoma murino
tratadas con DOX encapsulada y con farmaco libre. Para ello, se sembraron
3,5 x 10 células en placas de 24 pocillos y se dejaron crecer durante toda la noche.
Al dia siguiente se afadieron los tratamientos descritos en el apartado 3.3.8.
24 horas post tratamiento, las células se despegaron y tras su lavado con HBSS
1X, se fijaron en EtOH 70% a -20 °C. Antes de su analisis mediante citometria de
flujo, se incubaron con una soluciéon de DAPI (1/500) en PBS 1X toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, se lavaron con PBS 1X antes de su analisis mediante
citometria de flujo.
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3.4. Experimentos in vivo

3.4.1. Modelos animales

Se realizaron experimentos in vivo con ratones utilizando las cepas de ratoén
C57BL/6 y CDI1. Los ratones CD1 fueron adquiridos en el Servicio de
Experimentacion y Alojamiento Animal de la Universidad de Cantabria. Los
ratones C57BL/6 fueron adquiridos de la compaiia Janvier Labs. Todos los
ratones se alojaron alli bajo el cuidado de personal autorizado.

Todos los experimentos fueron disefiados para minimizar el uso de animales. Los
ratones se mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas con la cantidad
adecuada de comida y agua en el Servicio de Experimentacion de la Universidad
de Cantabria. Los animales fueron mantenidos, manipulados y escarificados
siguiendo todas las directrices europeas (86/609/CEE), segin la legislacién
espafiola vigente (Real Decreto 1201/2005) y siguiendo todos los procedimientos
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Cantabria. Todos los
experimentos se realizaron bajo los marcos legales y politicos y los permisos
recibidos del proyecto PI-05-23.

3.4.2. Modelos de melanoma maligno murino

Durante esta tesis doctoral se han empleado 3 tipos de modelos de melanoma
murino mediante el trasplante de células BI6F10. A continuacion se detallan.

3.4.2.1. Melanoma subcutaneo en ratones CD1 neonatos

El modelo de melanoma subcutaneo en ratones CD1 neonatos habia sido puesto
a punto previamente en nuestro laboratorio. Este modelo presenta numerosas
ventajas entre las que se incluyen: se trata de un sistema en mamiferos donde no
existe el rechazo por parte del sistema inmune; se produce el desarrollo de un
organo tumoral completo facilmente evaluable debido al color negro; es
reproducible; permite el testado de diferentes tratamientos terapéuticos
(nanomedicinas) de aplicacion intratumoral; es rapido, sencillo de desarrollar y
barato [143]. Este modelo permite un rapido crecimiento tumoral debido a la
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abundancia de factores de crecimiento en las crias de raton. Debido a su corta
edad, el sistema inmune de los ratones albinos no interfiere con este proceso.
Ademas, este modelo proporciona suficientes animales tanto de control como de
estudio dentro de una misma camada, lo que facilita la investigacion.

Para desarrollar este modelo, se trasplantaron 1x10° células de melanoma murino
de manera subcutdnea en ratones neonatos CD1 a dia post natal 2 (P.2) en un
volumen total de 30 ul de medio completo. Los tumores se dejaron crecer durante
varios dias hasta que una mancha negra visible aparecia en el cuello de los
ratones. Se decidié que el dia 6ptimo para la administracion de tratamientos era a
dia 7 después del trasplante (P.9) de células.

3.4.2.2.  Melanoma subcutaneo en ratones C57BL/6 adultos

El modelo de melanoma subcutaneo es ampliamente utilizado actualmente para
la evaluacion de terapias in vivo independientemente del sistema de
direccionamiento. Tras el trasplante de las células de melanoma murino, se
formara un tumor palpable en 5-10 dias de progreso y llega alcanzar un tamafo
de 1 x 1 x 1 cm en 14-21 dias. Los tumores que se forman estdn altamente
vascularizados, por lo que es un buen modelo para testar terapias administradas
de manera intravenosa [144].

Para desarrollar este modelo se trasplantaron 2x10° células de melanoma murino
de manera subcutianea en ratones hembra adultos C57BL/6 en un volumen total
de 50 ul de medio completo. Para estudiar como se desarrollaban los tumores, se
sacrificaron ratones a diferentes tiempos y se analizo el peso de los tumores. Con
esta informacion, se pudo determinar el tiempo 6ptimo para la administracion de
los tratamientos en experimentos posteriores.

3.4.2.3.  Carcinomatosis peritoneal

El modelo de raton que proponemos aqui se basa en un modelo de carcinomatosis
peritoneal singenético derivado de células de melanoma murino. Este modelo ha
sido bien descrito y estudiado en la literatura [145-148]. Para desarrollar el
modelo, se trasplantaron directamente 6x10* células de melanoma murino en un
volumen total de 100 ul de medio completo en la cavidad peritoneal de ratones
adultos C57BL/6 de 9 a 12 semanas de edad y se dejo que las células se
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diseminaran por todo el peritoneo. Al cabo de 10 dias, los ratones fueron
sacrificados mediante dislocacion cervical y se pudo apreciar perfectamente la
formacion de metastasis negras por toda la cavidad.

3.4.3. Caracteristicas histopatoldgicas de los tumores en los
modelos de melanoma desarrollados

Para evaluar las caracteristicas histoldgicas de los tumores, se realizaron tinciones
con hematoxilina-eosina en secciones de parafina de los tumores extraidos de los
animales. Una vez fijadas con formaldehido al 10%, los tumores se incluyeron en
parafina después de la deshidratacion en los siguientes pasos:

Etanol al 50% (1 x 1 hora) a temperatura ambiente.
Etanol al 70% (1 x 1 hora) a temperatura ambiente.
Etanol al 95% (1 x 1 hora) a temperatura ambiente.
Etanol 100% (2 x 30 minutos) temperatura ambiente.
Xilol (3 x 10 minutos) a temperatura ambiente.

Xilol parafina 1:2 (1 x 30 minutos) a 60°C.

Parafina (1 x 2 horas) a 60°C.

Parafina (2 x 1 hora) a 60°C.

S I O o e

Los bloques de parafina se almacenaron a temperatura ambiente. Antes de cortar
los bloques en secciones de 5 um, los bloques se enfriaron a -20°C. Las secciones
se almacenaron a 4°C hasta que se realizaron los analisis histologicos. La tincion
con hematoxilina-eosina se realizé en nuestro laboratorio siguiendo el siguiente
protocolo:

1. Se retir6 el exceso de parafina mediante lavados con xilol (2 veces
durante 20 minutos cada uno).

2. Las secciones fueron rehidratadas en etanol al 100% (2 veces durante 10
minutos cada uno), etanol al 96% (2 veces durante 10 minutos cada uno),
etanol al 70% (1 vez durante 10 minutos), y etanol al 50% (1 vez durante 10
minutos).

3. Seelimino el exceso de etanol mediante lavado con agua destilada (1 vez
durante 10 minutos).

4. Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina (1 vez durante 3 minutos).
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5. Se elimind el exceso de hematoxilina mediante lavados con agua
destilada (2 veces durante 10 minutos cada uno).

6. Se procedié a un ultimo lavado con agua del grifo (1 vez durante 15
minutos) para retirar mas hematoxilina.

7. Se llevé a cabo la tincion con eosina (1 vez durante 30 segundos).

8. Las secciones fueron deshidratadas en etanol al 80% (1 vez durante 15
segundos), etanol al 96% (1 vez durante 30 segundos), etanol al 100% (2
veces durante 10 minutos cada uno), y xilol (2 veces durante 10 minutos cada
uno).

9. Finalmente, se procedi6 al montaje de las secciones.

En el caso del melanoma subcutaneo, tras el trasplante de células de melanoma
maligno murino, se esperaron 7 y 12 dias para que se desarrollaran los tumores
en el modelo de ratones CD1 o C57BL/6 respectivamente. En ese momento, se
sacrificaron los ratones y los tumores se diseccionaron y procesaron para su
estudio de las caracteristicas histopatologicas mediante tincion hematoxilina-
cosina. En la Figura MM. 10 se muestran las secciones de los nddulos tumorales,
constituidos por una masa celular densa, correspondiente a células del
parénquima de melanoma. Estas células se encuentran bien organizadas y se
entremezclan con otros tipos de células del microambiente tumoral (TME) como
células de la neovasculatura. Se trata de 6rganos tumorales con un fenotipo tipico
de este tipo de cancer.

Este examen anatomopatoldgico se llevo a cabo con la ayuda del doctor José
Javier Gomez Roman, jefe del servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Valdecilla.
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Modelo Modelo Adultos

Neonatos CDI &80, cs7BLS

Figura MM. 10. Examenes histopatologicos de los tumores de melanoma subcutdneos.
Modelo neonatos CDI izquierda, modelo adultos C57BL/6 derecha. Seccion de
hematoxilina-eosina de los tumores, que representan las caracteristicas tumorales
malignas tipicas como la neovascularizacion (flechas blancas). Ademas, estas células
que rodean los vasos sanguineos cargados con eritrocitos pierden las conexiones
intercelulares (acantolisis, flechas verdes). Barra de escala = 100 um.

Para el modelo de carcinomatosis peritoneal, tras el trasplante de células de
melanoma maligno murino, se esperd 10 dias para que se desarrollaran los
tumores. En ese momento, se sacrificaron los ratones y los tumores se
diseccionaron y estudiamos las caracteristicas histologicas mediante tincion
hematoxilina-eosina (Figura MM.11). En todos los casos analizados, se encontro
una masa tumoral principal en la cavidad peritoneal, acompafiada de pequefias
masas tumorales que se distribuian a lo largo del omento (Figura MM.11a), tal y
como se describe en la bibliografia [146-148]. Estas se encontraban adheridas a
organos como el bazo o el intestino. Este modelo recrea la carcinomatosis
peritoneal en humanos: la masa tumoral principal podria corresponder con el
tumor primario del que derivan células tumorales que se adhieren sobre el
omento, y se corresponderia con las metastasis. Se trata de tumores no
penetrantes, es decir, las células tumorales no se encontraban infiltradas en los
organos de la cavidad peritoneal y altamente vascularizados (Figura MM.11b).

Este examen anatomopatoldgico se llevo a cabo con la ayuda del doctor Victor
Jacinto Ovejero, asociado al grupo de Nanomedicina IDIVAL-UC.
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Figura MM.11. Desarrollo y caracteristicas histopatologicas del modelo de melanoma
maligno peritoneal. (a) Imagenes generales del tumor primario (#1) y de las metastasis
(#2 y #3) desarrolladas en la cavidad peritoneal de ratones C57BL/6 10 dias post
trasplante de células. (b) Imdagenes representativas de tincion hematoxilina-eosina sobre
secciones de parafina de 7 um de grosor de los tumores peritoneales. Tanto en el tumor
primario como en las metdstasis que crecen sobre el omento se puede observar el
desarrollo de vasos sanguineos, sefialados con flechas negras.

3.4.4. Inmunodeteccién del receptor TEM8 en tumores de
melanoma murino

Para corroborar la expresion de TEMS en los modelos tumorales, se llevé a cabo
una IF del dominio extracelular de TEMS en tejido procedente de los tumores de
melanoma fresco. El anticuerpo IgG anti-TEMS-ED y anti-conejo-Cy3 fueron
empleados a la misma concentracion que en su uso en lineas celulares, tal y como
se describe en la Tabla MM.7. Previo analisis mediante microscopia confocal, se
incubaron con una solucion de DAPI (1/1000) para la tincion de los nicleos
celulares.
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3.4.5. Biodistribucion de la proteina ligando PA17 en un
modelo de melanoma murino subcutaneo

Para evaluar la especificidad de union de la proteina ligando 10xHis:PA17 al
TME, se llevo a cabo un estudio de su biodistribucion a distintos tiempos. 10 dias
después del trasplante de células B16F10 de forma subcutanea en ratones adultos,
se llevo a cabo la administracion intravenosa de 30 pg la proteina ligando
fluorescente 10xHis:mCherry-PA17 (volumen maximo 50 pl). Se sacrificaron 3
ratones a cada tiempo (15 minutos, 1, 2, 4 y 24 horas) y se analizd la
biodistribucion de la proteina mediante imagenes de fluorescencia adquiridas con
el equipo IVIS® Spectrum In vivo Imaging System, situado en el animalario de la
UC, de los distintos o6rganos (corazén, pulmones, higado, bazo, intestino, rifiones
y vejiga) y tumores. Las longitudes de onda empleadas fueron Agx = 560 nm y
AEm = 620 nm. La fluorescencia total acumulada en los tumores fue cuantificada
mediante el software IVIS®. Se realizd el mismo estudio empleando la proteina
control 10xHis:mCherry.

3.4.6. Tratamiento de modelos de melanoma murino
subcutaneo

En esta tesis se ha llevado a cabo el tratamiento del melanoma murino subcutaneo,
tanto intratumoral como intravenoso.

3.4.6.1. Tratamiento intratumoral

Para el tratamiento intratumoral del melanoma subcutaneo, cada camada de
ratones neonatos CD1 portadores de tumores de melanoma subcutaneo, fue
dividida de manera aleatoria en los diferentes grupos experimentales, que estan
especificados en cada apartado de resultados. Los tratamientos fueron
administrados en P.9, es decir, 7 dias post inoculacion de células, de forma
intratumoral (volumen maximo 50 pl). Finalmente, transcurridas 72 horas, los
ratones fueron sacrificados y los tumores se pesaron para evaluar el efecto de los
tratamientos (Figura MM.12). Los tumores se conservaron en formaldehido al
10% a 4 °C para su posterior analisis histologico.
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Para poder agrupar los resultados de camadas diferentes y disminuir la
variabilidad, se normalizaron los pesos de los tumores de los 3 grupos tratados
frente al peso de los tumores del grupo control, que se consideré como el 100%.

Dia 1 Dia 7 Dia 10
Camada Trasplante de Tratamiento Sacrificio y
neonatos células de intratumoral analisis de los
melanoma tumores
4 10 dias de progresién tumoral ]
ST SOy — > \%%\/
P.2 P9 P.12

Figura MM. 12. Esquema general del modelo de melanoma subcutineo en ratones
CD1 neonatos y la administracion de tratamientos intratumorales.

3.4.6.2. Tratamiento intravenoso

Para el tratamiento sistémica del melanoma subcutaneo, se dividieron los ratones
adultos C57BL/6 portadores de melanoma subcutaneo de manera aleatoria en 4
grupos de tratamiento, que estan especificados en cada apartado de resultados.
Los tratamientos fueron administrados 6, 8 y 10 dias post inoculacion de células
de forma intravenosa en el seno retro orbital de los ratones (volumen maximo
50 ul). Finalmente, transcurridas 48 horas, los ratones fueron sacrificados y los
tumores se pesaron para evaluar el efecto de los tratamientos (Figura MM.13).
Estos se conservaron en formaldehido al 10% a 4 °C para su posterior analisis
histologico. El peso de cada raton fue monitorizado a lo largo de todo el proceso
experimental.

Para las FdU;o@SiO>, la fluorescencia presente en los tumores se cuantifico
mediante el uso del software [IVIS®.
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Dia 1 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Trasplante Primer Segundo Tercer Sacrificio y
subcutaneo de tratamiento i.v tratamiento i.v tratamiento i.v analisis de los
células de melanoma tumores
; 12 dias de progresion tumoral :{

L

Figura MM. 13. Esquema general del modelo de melanoma subcutineo en ratones
C57BL/6 adultos y la administracion de tratamientos de forma intravenosa.

3.4.7. Evaluacion de la fluorescencia en sangre en un modelo de
carcinomatosis peritoneal

Se inocularon células B16F10 RFP en la cavidad intraperitoneal de ratones
adultos C57BL/6, 11 y 14 dias tras la inoculacion, se sacrificaron los ratones y se
extrajo sangre del corazon, que se depositd en tubos eppendorf recubiertos con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) para evitar su coagulacion. La sangre se
centrifugd a 4200 rpm durante 10 min a 4 °C y posteriormente a 5800 rpm durante
otros 10 min a 4 °C. En ambos casos, se recogio el sobrenadante, que corresponde
con el plasma (sangre sin células) donde se encuentran las proteinas fluorescentes.
Finalmente, se ley6 la fluorescencia de 100 pl de cada muestra en lector de
microplacas Biotek Synergy HTX. Las longitudes de onda empleadas para la RFP
fueron: Agx = 590/20 nm, Agm= 620/10 nm.

3.5. Analisis Estadisticos

Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el programa GraphPad Prism
7. Todos los datos se encuentran representados como la media = DE (desviacion
estaindar) o como la mediana + IQR (rango intercuartilico). Todos los
experimentos fueron realizados al menos 3 veces de manera independiente. Con
respecto a la representacion grafica, se han empleado histogramas, diagramas de
barras o graficas donde se representa un parametro en funcion del tiempo (grafico
lineal).
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Para el analisis estadistico se han empleado diferentes tipos de pruebas
estadisticas:

En el caso en el que los datos se ajustaran a una distribucion normal, se
llevoé a cabo la comparacion entre dos grupos mediante el uso de la prueba
de la ¢ de Student (se asume la desviacion estandar de ambos grupos
igual) o la prueba de Welch (no asume la desviacion estdndar de ambos
grupos igual), y la comparacién entre mas de dos grupos mediante el
ANOVA de una via seguido de un analisis post-hoc de comparaciones
multiples de Tukey (se asume la desviacion estandar de ambos grupos
igual) o la prueba Welch ANOVA seguida de un analisis post-hoc de
Games-Howell (no asume la desviacion estindar de ambos grupos igual).
Por otro lado, en los casos en los que los datos no cumplian el supuesto
de normalidad, se llevo a cabo la comparacion entre dos grupos mediante
el uso de la prueba U de Mann-Whitney, y la comparacién entre mas de
dos grupos mediante la prueba de Kruskall Wallis seguido de un analisis
post-hoc de comparaciones multiples de Dunnet. Ambos son los analogos
no paramétricos de la ¢ de Student y del ANOVA paramétrico.

Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente significativas para

un p-valor < 0,05 y no significativas (ns) para un p-valor > 0,05, con un nivel de

significancia de o = 0,05. En los pies de figura, el p-valor se representa como
sigue: (*) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p<0,001.
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4.1. Produccion y purificacion de proteinas ligando
inspiradas en la toxina del antrax

El primer objetivo propuesto en esta tesis doctoral consisti6 en disefiar
proteinas ligando recombinantes inspiradas en la toxina del Antrax (Atx) con
la finalidad de dirigir nanomedicinas especificamente hacia su receptor de
membrana TEMS, sobreexpresado en el microambiente tumoral (TME).

Con este proposito, se estudio la estructura del antigeno protector (PA) de la Atx,
que, como se explico en la introduccion, es la parte de la toxina que se une al
receptor TEMS con una alta afinidad. El PA es una proteina de 83 kDa que consta
de 4 dominios estructurales, desde el extremo N terminal hasta el C terminal (DI,
DII, DIl y DIV). De los 4 dominios, los dominios Il y IV son los mas interesantes
de conservar en el disefio de las construcciones, ya que tienen los aminoacidos
median la union a TEMS a través de interacciones hidrofobicas (Figura R.1a).

A partir de la estructura de PA, se disefiaron 4 proteinas ligando diferentes de
longitud variable. Todas ellas fueron disefladas con una etiqueta molecular
policationica de 6 o 10 histidinas (6xHis o 10xHis) en el extremo N-terminal de
la construccion (Figura R.1b), ya que el extremo C-terminal tiene que quedar libre
para su interaccion con el receptor [149]. Por una parte, esta secuencia permite
funcionalizar electrostidticamente los nanomateriales (NMs), pero ademas
permite purificar las proteinas mediante el uso de cromatografia de afinidad
empleando resinas modificadas con Ni** o Co?". La finalidad ultima de producir
mutantes de distinta longitud es encontrar la minima secuencia de PA que tenga
una alta afinidad por el receptor TEMS y que sea facilmente producida, purificada
y conjugada a la superficie de NMs siguiendo los protocolos empleados en
nuestro laboratorio.

La primera secuencia disefiada consistio en el fragmento de 63 kDa que queda
después de la escision de PA por la furina en la superficie celular tras la union con
TEMS. Esta formada por el DII, DIII, DIV y la parte de DI que no es escindido.
Esta construccion consta de los residuos 197 al 735 y tiene un peso molecular de
64 kDa, por lo que se denomin6 PA64. Se trata de una construccion que tiene
todos los residuos que interaccionan con TEMS, los que se localizan en el DIl y
los que se localizan en el DIV.

También se disefiaron 2 construcciones basadas inicamente en DIV de PA, ya que
la mayoria de los residuos de interaccion con TEMS se encuentran en esta porcion
de la proteina. Esta parte de la proteina es el dominio estructural minimo de unién
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al receptor TEMS. La primera construccion consiste en la secuencia del DIV
completa, consta de los residuos 625 al 735 y tiene un peso molecular de 17 kDa.
La segunda, es una version mas corta, donde se elimind una secuencia de 10
aminoacidos con estructura desordenada en el extremo N-terminal del DIV. Esta
secuencia puede ser cortada por proteasas, por lo que se perderia también la
secuencia de histidinas. Esta construccion consta de los residuos 635 al 735 y
tiene un peso molecular de 16 kDa. Estas construcciones se denominaron PA17 y
PA16 respectivamente.

Ademas, se disefid una construccion adicional, como prueba de concepto, que
consiste en una proteina de fusion entre la proteina PA17 y la proteina verde
fluorescente (EGFP, del inglés, Enhanced Green Fluorescent Protein). Esta
proteina fluorescente sirve como proteina reportera y resulta de mucha utilidad
en experimentos donde se quiera estudiar la distribucion de la proteina mutante.
Como el extremo C-terminal de PA17 tiene que estar libre para la interaccion con
el receptor, la secuencia resultante fue EGFP-PA17. Esta proteina tiene un peso
molecular de 44 kDa.

197 288 517 623 764
His:PA64 His Dl_DlIJ DIV

625 64

His:PA17 is o DIV
635 764
His:PA16 E;uw :
] 623 764
His:EGFP-PA17  nis EGFP DIV |

Figura R. 1.Diseiio de proteinas ligando 6xHis o 10xHis basadas en la estructura del
PA de la Atx. (a) Estructura de la proteina PA con cada dominio estructural coloreado
en: azul (DI); verde (DII); amarillo (DII); y naranja (DIV). En azul oscuro, la parte del
DI que se escinde tras el corte por la furina en la superficie celular (20 kDa). (b) Diserios
estructurales de las 4 proteinas ligando recombinantes. Todas ellas cuentan con una
secuencia policationica de histidinas en el extremo N-terminal.

Con respecto a la sobreexpresion de estas proteinas, disefiadas en funcion de la
estructura de PA, cabe destacar que se trata de proteinas insolubles con tendencia
a formar cuerpos de inclusion dentro de la bacteria durante el proceso de
sobreexpresion [150,151]. La probabilidad de formacién de cuerpos de inclusion
se obtuvo con la herramienta bioinformatica EMBOSS Pepstats, donde el
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parametro Probabilidad de expresion en cuerpos de inclusion nos informa acerca
de la solubilidad de la proteina, y se mueve en una escala del 0 a 1. Para la PA17
y la PA16, es de 0,4. Para la EGFP-PA17 es de 0,221, lo que indica que la
presencia de una EGFP en el extremo N-terminal de la construccion favorece su
expresion como proteina soluble. Sin embargo, para la PA64 es de 0,42, siendo la
mas insoluble de las 4. Induciendo la sobreexpresion de las proteinas mediante
IPTG a tiempos mads largos y temperatura ambiente, se puede controlar mejor la
formacion de cuerpos de inclusion en las bacterias [152,153] y asi optimizar el
rendimiento de la purificacion de las proteinas al realizar la extraccion de los
sedimentos bacterianos.

4.1.1. Produccion y purificacion de proteinas ligando
recombinantes 6xHis

Como primera aproximacion, se afiadid una secuencia 6xHis en el extremo
N-terminal a cada una de las proteinas ligando descritas previamente. En la Figura
R.2 se muestra, para cada construccion, una representacion estructural de la
proteina resultante y el analisis de su sobreexpresion en bacterias competentes
mediante geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie.
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Figura R. 2. Sobreexpresion de proteinas ligando 6xHis. Geles SDS-PAGE donde se
muestra la sobreexpresion de las 4 construcciones en la fraccion total de proteina
bacteriana, indicadas con flechas rojas. Incubacion con IPTG: 12 horas a temperatura
ambiente. T.0 hace referencia a proteinas del extracto bacteriano previa induccion con
IPTG. Encima de cada gel se muestra la estructura final de cada construccion siguiendo
el codigo de colores de la Figura R.1.
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Se pueden observar las bandas correspondientes a la correcta sobreexpresion de
las 4 proteinas ligando, que aparecen en los pesos moleculares esperados. Para
las 4 proteinas recombinantes, se probaron diferentes tiempos de sobrexpresion,
pero para todas ellas, se obtuvo mayor cantidad de proteina cuando eran
incubadas con IPTG a tiempos largos (12 horas) y a temperatura ambiente. Sin
embargo, se aprecia que, en concreto, 2 de las construcciones, tienen una
sobreexpresion mayor. Estas son la 6xHis:PA17 y la 6xHis:EGFP-PA17, donde
la banda que aparece correspondiente es mucho mas notable que para las
proteinas 6xHis:PA16 y 6xHis:PA64. Esta diferencia de sobreexpresion podria
deberse a que estas 2 ultimas proteinas tienen secuencias de aminoacidos de
dominios estructurales incompletos de la proteina PA. En el caso de la PA16, el
DIV se encuentra incompleto, a falta de 10 residuos que unen el DIII con el DIV.
Con respecto a la PA64, se trata de una proteina mucho més grande que tiene el
DI incompleto, pues le falta la secuencia que codifica el péptido de 20 kDa que
se escinde por la furina. Las proteinas adquieren su estructura terciaria cuando la
cadena polipeptidica se pliega. Sin embargo, cuando una proteina tiene mas de un
dominio, éstos se pliegan de forma independiente, y cada dominio conforma una
unidad estable de plegamiento [154]. Es posible que la presencia de un dominio
incompleto, como en estos 2 casos, resulte en un plegamiento defectuoso de la
proteina final, llevando a la proteina sintetizada a la degradacion, y, por lo tanto,
detectandose niveles de expresion mas bajos.

A pesar de la correcta produccion de las proteinas ligando en bacterias
competentes, no se pudieron purificar de manera satisfactoria. Al analizar los
resultados mediante electroforesis SDS-PAGE, se detectd una proteina
contaminante de alrededor de 40 kDa que eluia junto con la proteina de interés a
un ratio aproximadamente equimolar (Figura R.3). Esta proteina contaminante en
la elucion era comun en las 4 construcciones y aparecia también en los geles de
funcionalizacion de NPs.

Para conocer a qué proteina pertenecia la banda, ésta fue analizada mediante
cromatografia liquida y espectrometria de masas, tal y como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos 3.1.7. Los resultados indicaron que se trataba de
la proteina represora del operdn /ac, una proteina de la bacteria E. coli de 39 kDa
que se encuentra unida al operén lac en ausencia de IPTG para bloquear la
expresion del gen recombinante. Una vez se afiade IPTG, ésta se separa del ADN
y deja paso a la ARN polimerasa para comenzar la transcripcion del gen [155].
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Figura R. 3. Purificacion de proteinas ligando 6xHis y contaminacion con la proteina
represora del operon lac. (a) Gel de electroforesis SDS-PAGE donde se muestra la
purificacion de las 4 proteinas recombinantes. Aparece la proteina contaminante a 40
kDa. (b) Tabla con la informacion sobre la proteina contaminante: nombre, niimero de
acceso, numero de residuos, peso molecular, score del andlisis y estructura molecular. Se
trata de la proteina represora del operon lac de la cepa K12 de E. coli. Representacion
estructural mediante el software PyMOL. Codigo de acceso PDB: 1EFA.

Este problema durante el proceso de purificacion ha sido previamente reportado
en la bibliografia. Esta proteina se encuentra normalmente presente en cantidades
minusculas (tipicamente menos de 8 copias por célula) y no deberia ser un
contaminante significante en la purificacion de proteinas. Sin embargo, muchos
vectores de expresion tienen el alelo /acl?, un alelo silvestre del gen lacl, que
produce una sobreexpresion del represor para controlar la expresion de las
proteinas recombinantes [156]. De hecho, esto se puede observar en los geles
SDS-PAGE de la Figura R.2: aunque parece que esta proteina de 39 kDa aparece
a T.0 (previa induccién con IPTG), sus niveles se ven altamente aumentados
cuando se aflade IPTG para inducir la sobreexpresion de las proteinas
recombinantes. La estructura cristalina de esta proteina muestra una gran cantidad
de residuos de histidina en su superficie, lo cual resulta suficiente para unirse a la
resina de las columnas de purificacion y competir con la union de las proteinas
de interés [156]. Para solventar este inconveniente, se consideré que, la mejor
estrategia, era reclonar las secuencias en un nuevo vector de expresion bacteriana.
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4.1.2. Reclonado, produccién y purificacion de proteinas
ligando recombinantes10xHis

Se clonaron las secuencias de nucleotidos para las 4 construcciones en el
plasmido pET-16b tal y como esté descrito en la seccion de Materiales y Métodos
3.1.2. Mediante el uso de este plasmido se generan proteinas de fusion con una
secuencia de 10xHis en vez de 6xHis. Con esta nueva secuencia se espera que se
mejore el rendimiento en el proceso de purificacion [157] y, ademds, que se
produzca una interaccion electrostatica mas estable con la superficie de las NPs.
Para cada construccion, se estudid su sobreexpresion en bacterias competentes
E.coli tras la adicion de IPTG.

En la Figura R.4 se muestra, para cada construccion, el andlisis de su
sobreexpresion en bacterias competentes mediante geles de SDS-PAGE tefiidos
con azul de Coomassie.
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Figura R. 4. Sobreexpresion de proteinas ligando 10xHis. Geles de electroforesis
SDS-PAGE donde se muestra la sobreexpresion de las 4 construcciones en la fraccion
total de proteina bacteriana, indicadas con flechas rojas. La incubacion con IPTG se
llevo a cabo a temperatura ambiente durante 12 horas. T.0 hace referencia a proteinas
del extracto bacteriano previa induccion con IPTG.

En los geles SDS-PAGE se puede apreciar la correcta sobreexpresion de las 4
proteinas ligando, donde las bandas correspondientes a cada proteina aparecen en
los pesos moleculares esperados. Al igual que ocurria con las proteinas con la
secuencia 6xHis, la mejor condicion de sobreexpresion son tiempos largos de
incubacion con IPTG a temperatura ambiente. En general, se puede decir que las
proteinas 10xHis se expresan de forma mas eficiente que las de 6xHis, aun
afiadiendo concentraciones mas bajas de IPTG (Tabla MM.3). Esto indica que el
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plasmido pET-16b, solo inducible por IPTG, a diferencia del plasmido
pMAL-p5e, inducible tanto por IPTG como por triptéfano, funciona de manera
mas Optima en las bacterias competentes empleadas y bajo los protocolos
seguidos en nuestro laboratorio. De las 4 construcciones, las que mejor se
sobreexpresan son, de nuevo, 10xHis:PA17 y 10xHis:EGFP-PA17.

Ademas de observar una sobreexpresion mas optima con este nuevo sistema de
expresion, tras el proceso de purificacion, ya no aparece en la elucion la banda
correspondiente a la proteina contaminante junto a las proteinas de interés (Figura
R.5).
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Figura R. 5. Purificacion de proteinas ligando 10xHis. Geles de electroforesis
SDS-PAGE donde se muestra la purificacion de las 4 proteinas recombinantes,
sefialadas con flechas rojas. Las calles “Elucion” se corresponden con la proteina
purificada de las columnas de Ni** Las calles “PD-10" se corresponden con la proteina
eluida de las columnas de intercambio de tampon de elucion a PBS 1X.

Es importante destacar que, la purificacion de la proteina 10xHis:PA64, es mas
sucia que la de las otras 3 construcciones, y puede estar relacionado con la baja
sobreexpresion que muestra esta proteina y su baja solubilidad. Esto podria ser
un inconveniente a la hora de funcionalizar NPs con esta construccion. Para las
otras 3 proteinas, en un proceso de purificacion habitual se obtiene proteina libre
de contaminantes suficiente como para llevar a cabo la funcionalizacion de
distintos tipos de NMs para diversas aplicaciones in vitro e in vivo.
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Con todos estos resultados, se puede concluir por una parte que, la aparicion de
proteinas contaminantes procedentes del huésped en la elucion de proteinas de
interés estd estrechamente ligado al vector de expresion que se emplee. Se han
mejorado los procesos de expresion y purificacion de las 4 proteinas
recombinantes mediante el cambio de vector de expresion y el uso de una
secuencia de 10xHis en vez de una de 6xHis. El sistema de sobreexpresion y
purificacidn propuesto en esta tesis doctoral es econdmico, sencillo y rapido para
obtener proteinas las de interés con suficiente calidad para su posterior uso en la
funcionalizacion de NMs.

4.1.3. Funcionalizacion de nanoparticulas como prueba de
concepto

Antes de continuar con el proyecto, era necesario conocer si con las proteinas
ligando producidas en bacterias y purificadas, se podia llevar a cabo una correcta
funcionalizacion electrostatica de NPs para lograr los objetivos propuestos. Para
ello, y como prueba de concepto, se recubrieron NPs de PS carboxilicas (NPs de
PS) de 500 nm y NPs de silice mesoporosa (MSNPs) de 300 nm con las 4
proteinas ligando. Las caracteristicas de ambos tipos de NPs caracterizadas
mediante DLS, se encuentran recogidos en la Tabla R.1.

Tabla R. 1. Tamario, indice de polidispersion y potencial { medidos mediante DLS para
las PS NPs y MSNPs.

PS 5343 +3.6 0.08 £ 0.02 -50.1+1.2
MSNPs 294 + 15 0.03+£0.015 -40.2+1

Para la funcionalizacion de estas NPs se emplearon cantidades en exceso de
proteina recombinante eluida en PBS 1X. Una vez funcionalizadas, la proteina
unida a la superficie de ambos tipos de NPs se despegd y se analizdé mediante
SDS-PAGE. Como se puede observar en la Figura R.6, tanto la superficie de NPs
de PS como de MSNPs, se funcionaliza correctamente con las 4 proteinas ligando
de forma electrostatica.
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Figura R. 6. Funcionalizacion de NPs con las proteinas ligando 10xHis. Geles de
electroforesis SDS-PAGE donde se muestran las 4 proteinas recombinantes unidas
electrostaticamente a la superficie de NPs de PS carboxilicas de 500 nm y de MSNPs de
300 nm. Las proteinas de interés se encuentran senialadas con flechas rojas. En cada
calle se muestra la proteina correspondiente a 50 ug de NPs.

Estos resultados demuestran que este tipo de funcionalizacion basada en
interacciones electrostaticas entre la superficie cargada negativamente de las NPs,
con la secuencia policationica de las proteinas recombinantes cargada
positivamente [137]. Este método es versatil, y permite conjugar todo tipo de
proteinas recombinantes que tengan dicha secuencia con NMs de diversa
naturaleza, cuyo potencial { sea negativo, en el rango de los -15 a -30 mV. Sin
embargo, la funcionalizacién con la proteina 10xHis:PA64 incluye diferentes
proteinas contaminantes unidas en la superficie, resultando en una
funcionalizacion deficiente. Hipotetizamos que, la baja expresion de esta
construccion en bacterias, sumado a la dificultad en su purificacién debido a la
insolubilidad, conllevan que la funcionalizacion de NPs no sea Optima. Mas
adelante, este resultado sera decisivo a la hora de elegir la proteina ligando que
se empleara en los modelos in vitro e in vivo para estudiar la interaccion con el
receptor TEMS.
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4.2. Estudios in vitro de la afinidad y especificidad
de las proteinas ligando por TEMS

El segundo objetivo propuesto en esta tesis fue la validacion de la afinidad y
especificidad de las proteinas ligando inspiradas en la Atx en un modelo
celular que sobreexpresa TEMS8 en membrana. Para ello, primero se disefio y
caracteriz6 un modelo de sobreexpresion de TEM8 en membrana en cultivos
celulares. Después, se llevaron a cabo los experimentos de interaccion ligando-
receptor, tanto con proteina libre como conjugada a la superficie de NPs.

4.2.1. Disefio de un modelo de sobreexpresion de TEMS en
sistemas celulares

Para el fin propuesto en este trabajo, el receptor TEMS8 debe encontrarse expuesto
en el exterior de la membrana celular. De esta forma, podra interaccionar de forma
correcta con las proteinas ligando. La generacion de un modelo propio de
sobreexpresion de TEM8 en membrana vino derivado de la falta de resultados
concluyentes sobre la expresion de este marcador en distintas lineas celulares,
tanto en nuestro laboratorio como reportado en la literatura. Algunos estudios han
analizado mediante citometria de flujo la expresion de TEMS en las lineas
celulares HeLLa o MCF-7, considerandolas positivas [114,158—160] o negativas
[161] segun se analice la expresion en citoplasma o membrana celular. Sin
embargo, el modelo de sobreexpresion de TEMS8 en membrana, previamente
reportados en la literatura [104,119,162], asegura la correcta insercion del
receptor en membrana y permitira validar la funcionalidad de los ligandos in vitro.

Para el desarrollo de este modelo (Figura R.7), se diseid una proteina
recombinante como se describid en la seccion de Materiales y Métodos 3.1.8,
cuya estructura mantuvo el péptido sefial, el dominio extracelular y el dominio
transmembrana de la proteina TEMS, para asegurar asi su correcta insercion en la
membrana celular. Sin embargo, en este modelo no se incluy6é el dominio
citosolico presente en la isoforma larga de TEMS. Esto es debido a que isoformas
mas cortas del receptor que no tienen el dominio citoplasmatico, muestran mayor
afinidad por los ligandos extracelulares, al no estar en contacto con el
citoesqueleto de actina [104,109,163—-165]. En lugar del dominio citoplasmatico,
se afnadio, como proteina de fusion en el extremo C-terminal de la construccion,
la proteina fluorescente EGFP, que queda en la cara citoplasmatica.
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Figura R. 7. Esquema general de la estructura de la isoforma larga de TEMS8 y de la
construccion TEM8-EGFP diseiiada para este estudio. En naranja, el péptido serial;
en rosa, el dominio von Willebrand; en gris claro, el dominio tipo IgG; en gris oscuro,
el dominio transmembrana (TM); en morado, el dominio citoplasmatico, en verde, la
proteina reportera EGFP.

La proteina EGFP sirve como proteina reportera, de tal manera que permite
cuantificar la eficiencia de transfeccion mediante el analisis de la fluorescencia
verde. El porcentaje de transfeccion y la intensidad media de fluorescencia en la
linea celular HEK293T fueron analizados mediante citometria de flujo a las 24,
48 y 72 horas. Tal y como se observa en la Figura R.8a, el porcentaje medio de
transfeccion se determinéd en 55,8 + 2,3% a las 24 horas, 52,1 £ 1,4% a las 48
horas y 52,1 £ 2,7% a las 72 horas. Se puede observar que la transfeccion de esta
linea celular con la construccion TEMS8-EGFP es estable, manteniéndose la
expresion hasta las 72 horas. Por otro lado, la intensidad media de fluorescencia
disminuye transcurridas 48 y 72 horas, ya que el ADN plasmidico transfectado es
episomico. Finalmente, es importante destacar que, solo aproximadamente un
60% de las células se transfectan, lo que permite disponer en una misma placa de
cultivo y un mismo experimento, un control negativo intrinseco para TEMS. Por
otro lado, en la Figura R.8b, se muestra la sobreexpresion de la proteina
TEMS8-EGFP analizada mediante microscopia confocal a las 24, 48 y 72 horas
post transfeccion.
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Figura R. 8. Transfeccion de la construccion TEMS8-EGFP en la linea celular
HEK293T. (a) Diagramas de barras (media + DE) mostrando el % de transfeccion y la
intensidad media de fluorescencia analizados a las 24, 48 y 72 horas mediante citometria
de flujo. n = 3. (b) Imdgenes representativas de microscopia confocal de fluorescencia
de células transfectadas a las 24, 48 y 72 horas post transfeccion.

4.2.1.1.  Determinacion de la localizacion subcelular de TEM8

Para asegurar que la proteina TEMS8-EGFP sobreexpresada se encontraba
correctamente posicionada en la superficie celular, insertada en la membrana, se
llevd a cabo una inmunoflorescencia (IF) en célula viva frente al dominio
extracelular de TEMS8 de membrana. La IF en célula viva, debido a la ausencia
de permeabilizacion celular, permite que los anticuerpos empleados, en este caso,
frente al dominio extracelular de TEMS, se unan solamente a la proteina que se
encuentra posicionada en la cara externa de la membrana celular. La hipotesis es
que, como la EGFP de la construccion disenada presenta fluorescencia verde y el
anticuerpo frente a TEMS tiene fluorescencia roja, se espera encontrar
fluorescencia en tono amarillo/naranja en la membrana celular, resultado de la
colocalizacion de ambas, en caso de que la proteina se encuentre posicionada en
dicha localizacion.
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Los resultados analizados mediante microscopia confocal de este experimento se
encuentran recogidos en la Figura R.9.
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Figura R. 9. Inmunodeteccion del domino extracelular de TEM8 en membrana en
células HEK293T transfectadas con la construccion TEMS8-EGFP. Imadgenes
representativas de microscopia confocal. La fluorescencia verde se corresponde con la
transfeccion de la construccion TEMS8-EGFP, la roja con la IF de TEMS en la superficie
de la membrana. La colocalizacion de ambas se corresponde con la fluorescencia
amarillo/naranja en membrana. En azul, los nucleos celulares teriidos con DAPI.
ED = dominio extracelular.

Como se puede observar en las imagenes de microscopia confocal de la
Figura R.9 #1, correspondiente a la transfeccion de la construccion TEM8-EGFP,
la fluorescencia verde se observa tanto en membrana celular como en regiones
del citoplasma, en el aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico, resultado de la
ruta que siguen las proteinas de membrana desde su sintesis hasta su insercion en
la superficie celular. Sin embargo, en la Figura R.9 #2, que se corresponde a la IF
frente al dominio extracelular de TEM8 en célula viva, la fluorescencia roja
aparece solamente en la membrana celular. Por lo tanto, en la Figura R.9 #3, la
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fluorescencia amarilla/naranja, resultado de la colocalizacion de ambas sefales,
también se restringe a la membrana celular. Con estos resultados podemos
concluir que la construccion TEMS-EGFP se inserta correctamente en la
membrana celular, por lo que este nuevo modelo de sobreexpresion in vitro es un
modelo valido para estudiar la funcionalidad de las proteinas ligando.

También se llevo a cabo la transfeccion de la construccion TEMS-EGFP en
c¢lulas melanoma murino y HeLa (Figura R.10). Se puede observar que esta
construccion es versatil y se consigue la correcta transfeccion de diferentes lineas
celulares que pueden emplearse con otros propdsitos de investigacion. Con
respecto a las células de melanoma murino, ya que los modelos tumorales
producidos en raton se han establecido con esta linea celular, seria interesante
estudiar como afecta la sobreexpresion de este receptor al desarrollo tumoral.
Ademads, se podria monitorizar el crecimiento de los tumores a tiempo real
mediante el estudio de la fluorescencia.
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Figura R. 10. Inmunodeteccion del dominio extracelular de TEMS8 de membrana en
células B16F10 y HeLa transfectadas con la construccion TEMS8-EGFP. En azul, los
nucleos celulares; en verde, la proteina TEMS-EGFP transfectada, en rojo, la IF de
TEMS en superficie. En azul, los nucleos celulares teiiidos con DAPI. ED = dominio
extracelular.

4.2.2. Ensayos de interaccion ligando-receptor in vitro

Los experimentos de interaccion ligando-receptor empleando el modelo de
sobreexpresion de TEMS in vitro, se realizaron tanto con proteina libre como con
proteina unida a la superficie de NPs.
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4.2.2.1.  Ensayos in vitro de interaccion ligando-receptor con proteina
libre

Los experimentos con proteina libre se realizaron basandonos en protocolos para
ensayos del tipo immunopanning, tal y como se describié en la seccion de
Materiales y Métodos 3.3.6.1 [141]. En este caso, no se dispone de un anticuerpo,
sino de las proteinas ligando 10xHis producidas en el laboratorio que pueden ser
unidas a placas recubiertas de Ni**, quedando correctamente orientadas para su
interaccion con la proteina de membrana TEM8-EGFP (Figura R.11). En este
experimento no se incluy?6 la proteina 10xHis:GFP-PA17 debido a que ya posee
fluorescencia verde intrinseca que podria interferir con la lectura de la
fluorescencia verde de las células correspondiente a la transfeccion de la
construccion TEMS-EGFP.
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Figura R. 11. Esquema general del experimento de interaccion de las proteinas
ligando con células que sobreexpresan el receptor TEMS8-EGFP. A través de la
secuencia 10xHis, las proteinas ligando se adhieren a la superficie de placas recubiertas
con Ni?* y se incuban con células que expresan TEMS-EGFP en membrana. La afinidad
de las proteinas por el receptor se mide a través de la fluorescencia verde de la EGFP
en cada pocillo.

Después de realizar este experimento de interaccion, fue evidente que los pocillos
recubiertos con los ligandos 10xHis:PA16, 10xHis:PA17 y 10xHis:PA64,
mostraban una mayor afinidad de unién a las células que expresaban el receptor
TEMS en comparacion con ambas condiciones control (pocillos sin
recubrimiento y recubiertos con proteina control 10xHis que no se une al receptor
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TEMBS). Este aumento de union se cuantifico midiendo la fluorescencia emitida
por la proteina recombinante TEMS8-EGFP en cada pocillo (Figura R.12a). Para
demostrar que el aumento de fluorescencia en los pocillos recubiertos con las
proteinas ligando se debe a la especificidad por el receptor y no a que estas
proteinas ligando tengan la capacidad de atrapar més cantidad de células en
general, utilizamos un control de transfeccion, otra proteina fusionada a una
EGFP y realizamos el mismo andlisis para todos los grupos. Para las células
transfectadas con la proteina EGFP como control, no hubo diferencias
significativas en la intensidad de la fluorescencia media entre los 5 grupos
experimentales (Figura R.12b).
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Figura R. 12. Experimento de interaccion ligando-receptor in vitro analizando la
intensidad de fluorescencia de la proteina EGFP. (a) Diagrama de barras
(mediana + IQR) de la intensidad media de fluorescencia verde por pocillo para la
construccion TEMS-EGFP analizada en un lector de placas. p-valor para la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis <0,001. p-valores para el andlisis post-hoc no
paramétrico de Dunnet indicados con asteriscos (valores de p: (ns) = 0,76; (*) = 0,01;
(***) <0,001). n = 24 por grupo, 4 experimentos independientes. (b) Mismo analisis para
la construccion control EGFP. p-valor para la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis = 0,51. n = 8 por grupo, 2 experimentos independientes.

Estos resultados corroboran que los ligandos disefiados han seleccionado con
éxito células positivas para TEMS8-EGFP en superficie. Los resultados se
encuentran resumidos en la Tabla R.2, donde la afinidad de cada grupo
experimental por los diferentes tipos de células analizadas se clasifica seglin la
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intensidad media de fluorescencia por pocillo. Para ello, se dividio el rango de
datos de intensidad de fluorescencia en 4 secciones y se clasifico cada grupo
dentro de la seccion en la que caia su valor medio.

Tabla R. 2. Especificidad de los diferentes grupos experimentales para los diferentes tipos
de células utilizadas en el ensayo segun los resultados en el analisis de fluorescencia.

Recub ento 8 P 0 0 =
No proteina oo °

Control 10xHis ° °
10xHis:PA16 XY °
10xHis:PA17 Yy °
10xHis:PA64 Yy °

o IMF <575u.arb.; ee® [IMF <1150 u.arb.; eee IMF <1725 u.arb ; eeee [MF <
2300 u.arb. ; eeeee; [MF = [ntensidad media de fluorescencia por pocillo

Ademads de medir la fluorescencia verde relativa a cada pocillo, los resultados se
intentaron cuantificar mediante analisis de citometria de flujo, técnica que se
emple6 como contador de células presentes en cada pocillo.

Los resultados obtenidos mediante esta técnica corroboraron que el aumento
observado en la fluorescencia verde correspondia a un aumento significativo en
el numero de células positivas para TEM8-EGFP atrapadas en los pocillos
recubiertos con las proteinas ligando 10xHis:PA16, 10xHis:PA17 y 10xHis:PA64,
en comparacion con ambas condiciones control (pocillos sin recubrir y
recubiertos con la proteina 10xHis control) (Figura R.13a). Para la construccion
EGFP usada como control negativo, no se observaron diferencias significativas
en el nimero de células por pocillo entre los 5 grupos experimentales (Figura
R.13b), lo que sugiere que estos ligandos recombinantes se unen especificamente
al receptor TEMS.

Los resultados presentados en esta seccion del manuscrito demuestran que se ha
disefiado, producido y validado in vitro un ligando inspirado en la proteina PA de
la Atx, que se une especificamente a TEMS. El objetivo de esta tesis es disefar y
producir un ligando derivado de la proteina PA, con dimensiones minimas y la
mayor afinidad posible por el receptor TEMS8, que sea sencillo de producir y
purificar en el laboratorio. Considerando que la proteinal0xHis:PA64 es mas
dificil de producir y probablemente sea mas inmunogénica debido a su gran
tamafio [135,136], optamos por utilizar el mutante 10xHis:PA17 como ligando
proteico para todos los experimentos posteriores descritos en este estudio. A partir
de ahora nos referiremos a este ligando como PA17. Se trata de una proteina mas

123



pequefia que PA64 que se produce facilmente en bacterias y se purifica con
cantidades despreciables de contaminantes para funcionalizar la superficie de
NPs de diferente naturaleza.
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Figura R. 13. Experimento de interaccion ligando-receptor in vitro analizando el
numero de células EGFP positivas atrapadas en cada pocillo. (a) Diagrama de barras
(mediana + IQR) del numero medio de células positivas por pocillo para TEMS-EGFP,
analizado mediante citometria de flujo. p-valor para la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis <0.001. p-valores para el andlisis post-hoc no paramétrico de Dunnet
indicados con asteriscos (valores de p: (ns) >0,99;, (**) = 0,01; (**) = 0,003;
(***) <0,001). n = 24 por grupo, 4 experimentos independientes. (b) Mismo andlisis para
la construccion Hsp70-EGFP. p-valor para la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis = 0,25. n = 8 por grupo, 2 experimentos independientes.

4.2.2.2.  Ensayos in vitro de interaccion ligando-receptor con NPs
funcionalizadas

A continuacion, se llevaron a cabo experimentos de interaccion ligando-receptor
con NPs funcionalizadas. Para ello, un cultivo 2D de la linea celular HEK293T
transfectada con la construccion TEMS8-EGFP se incub6 con NPs de PS
fluorescentes rojas funcionalizadas con la proteina ligando PA17 y se estudio su
interaccion con las células mediante citometria de flujo a los 30 minutos, 2 y 5
horas. Como control negativo, se emplearon las mismas NPs sin recubrimiento.
La especificidad del ligando por el receptor TEM8 se evalué comparando la
intensidad media de fluorescencia roja (de las NPs) presente en las células
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positivas para TEM8-EGFP y negativas para dicho marcador. La hipdtesis sugiere
que las NPs funcionalizadas deberian interaccionar preferencialmente con la
poblacion positiva para TEM8-EGFP, mientras que las NPs sin funcionalizar, no
deberian mostrar dicha tendencia.

En la Figura R.14 se muestra la diferencia de intensidad de fluorescencia roja
media, medida mediante citometria de flujo, entre la poblacion TEM8-EGFP
positiva y TEM8-EGFP negativa para ambos grupos experimentales. Un valor
positivo de esta medida indica que la poblacion positiva para TEM8-EGFP tiene
mayor intensidad media de fluorescencia que la negativa, lo que implica mayor
interaccion y/o internalizacion de NPs. Se puede observar que, en todos los
tiempos analizados, las NPs funcionalizadas interaccionan mas con las células
positivas para TEM8-EGFP que las NPs sin funcionalizar. Esta diferencia
comienza a ser evidente a partir de los 30 primeros minutos de incubacion y
alcanza su maximo a las 2 horas. Si aumentamos el tiempo de incubacion, se
puede observar como a las 5 horas, las diferencias comienzan a igualarse, y
probablemente, si se analizaran tiempo mas largos, acabarian siendo iguales. Esto
se debe a que la incubacion se realiza sobre cultivos 2D, donde por gravedad, las
NPs acaban depositandose de forma inespecifica sobre las células.
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Figura R. 14. Interaccion de NPs de PS@PA17 con células HEK293T transfectadas
con la construccion TEMS-EGFP. Diagramas de barra (media = DE) donde se muestra
la diferencia entre la intensidad media de fluorvescencia roja (IMF) de las células
positivas para TEMS8-EGFP y negativas para este marcador. p-valores de la prueba de
t-Student indicados con asteriscos: (valores de p: (*) = 0,01; (**) = 0,002; (*) = 0,02).
n= 3 para cada tiempo.
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Estos resultados, al igual que los obtenidos en los ensayos con proteina libre,
corroboran que la proteina PA17 es funcional y capaz de interaccionar con el
receptor TEMS en células que sobreexpresan este marcador en superficie.

4.2.3. Estudio de la estabilidad de la biocorona en condiciones
fisiolodgicas

Para asegurar que la union electrostatica entre la proteina ligando PA17 y la
superficie de las NPs se mantenia estable cuando el nanosistema era expuesto a
un entorno bajo condiciones fisiologicas de pH, temperatura y composicion, se
llevaron a cabo experimentos para estudiar los cambios en la composicion de la
biocorona ensamblada por este ligando. NPs de distinta naturaleza se
funcionalizaron con la proteina PA17 y se expusieron a un entorno
fisiologicamente relevante (30% de FBS, pH 7,4 y 37°C). La estabilidad de la
biocorona se estudio en NPs de PS carboxilicas y en MSNPs mediante el analisis
de geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie. (Figura R.15).

Tiempo Oh Tiempo 24 h

i NPs@10xHis:PA17 f%;.{,g Proteinas del suero

4

&
B

Figura R. 15. Diagrama del experimento de estabilidad de la biocorona formada por el
ligando PAIl7. NPs funcionalizadas con PAIl7 fueron expuestas a un entorno
fisiologicamente relevante (pH 7,4, 37°C y 30% FBS). Se tomaron muestras a distintos
tiempos y se analizaron mediante SDS-PAGE.

La Figura R.16a muestra como, para ambos tipos de NPs, a medida que avanza
el tiempo de incubacion, la banda correspondiente a la proteina PA17 disminuye,
y las bandas correspondientes a proteinas del suero van apareciendo. Esto indica
que existe un intercambio entre la proteina recombinante unida y las proteinas del
medio. Dicho intercambio es mas evidente para las NPs de PS carboxilicas que
para las MSNPs. El célculo semi cuantitativo que se muestra en la Figura R.16b
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en forma de diagrama de barras, indica que, durante las 2 primeras horas de
incubacion, un 50% de la proteina unida en la superficie de las NPs se
corresponde con la PA17 para las NPs de PS, mientras que para las MSNPs es de
un 80%. A las 4 horas de incubacion, los porcentajes se mantienen
aproximadamente iguales. Sin embargo, transcurridas 24 horas, ese porcentaje
disminuye hasta un 10% en el caso de las NPs de PS y a un 25% en las MSNs.
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Figura R. 16. Andlisis de la estabilidad de la biocorona de PA17 en condiciones
fisiologicas. (a) Geles representativos SDS-PAGE mostrando la proteina unida a 50 ug
de NPs de PS (arriba) o MSNPs (abajo) a tiempo inicial (T.0) y transcurridas 2, 4 y 24
horas de incubacion (T2, T4 y T.24 respectivamente). La flecha naranja hace referencia
a la proteina PA17 y las flechas beige hacen referencia a algunas proteinas del suero,
incluida la albumina (flecha de arriba a 70 kDa). (b) Diagramas de barra (media + DE)
de la cuantificacion de la cantidad de proteina unida a las NPs de PS (arriba) o a las
MSNPs (abajo) a los diferentes tiempos de incubacion. n = 3 para cada tiempo.

Estos resultados indican que la biocorona formada por la proteina recombinante
PA17 sobre la superficie de las MSNPs es mas estable que sobre la superficie de
PS NPs, aunque su potencial { sea ligeramente mas negativo. En MSNPs, que
emplearemos mas adelante como agentes de administracion de farmacos en
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modelos in vivo, solamente se obtienen cantidades de proteinas contaminantes
relevantes a partir de las 4 horas. Es de esperar, que, si inyectamos este
nanosistema en sangre en modelos in vivo, en 4 horas haya llegado al lugar diana,
por lo que se puede decir que la biocorona es lo suficientemente estable para el
proposito de este trabajo de direccionamiento de los nanosistemas en modelos in
vivo.

Cabe destacar, ademas, que la estabilidad de la biocorona no solo depende de la
naturaleza del NM sino también de la proteina recombinante. Se pueden tomar
como ejemplo los estudios llevados a cabo previamente en nuestro laboratorio
con la 6xHis:GFP. A pesar de tener una secuencia de histidinas mas corta que la
proteina ligando testada en este caso, muestra mayor estabilidad a tiempos mas
largos de incubacion, hasta las 72 horas, donde solo hay un 20% de proteinas
contaminantes en la superficie de las NPs [137]. Esto puede ser debido a la
estructura en forma de barril de la proteina GFP, donde los residuos hidrofobicos
quedan en la cara interna de la estructura. Sin embargo, la proteina PA17 tiene en
el extremo C-terminal un bolsillo de residuos hidrofobicos, que interaccionan con
el receptor TEMS. Por ello ademas del intercambio previamente descrito,
mediante estos residuos, es posible que la proteina interaccione con otras
proteinas del suero o la sangre. Por lo tanto, seria necesario estudiar como se
comporta esta biocorona sintética para cada ligando disefiado en el laboratorio y
sobre un NM lo mas similar posible al que se quiera estudiar en los modelos in
vivo.

4.2.4. Cuantificacion de la cantidad de proteina PA17 presente
en la superficie de MSNPs

Para poder llevar a cabo algunos experimentos in vivo que se describirdin mas
adelante, se realiz6 un estudio experimental de la cantidad de proteina ligando
presente en la superficie de MSNPs de 100 nm. Para ello, se funcionalizaron 100
pug de las MSNPs de 100 nm con distintas cantidades iniciales de proteina
recombinante PA17 (7 funcionalizaciones en total). Una vez funcionalizadas las
MSNPs, la proteina adherida a la superficie se despeg6 y se cuantifico, mediante
la comparacion con bandas de BSA de cantidad conocida tras la digitalizacion de
geles SDS-PAGE, como se describid en la seccion de Materiales y Métodos 3.1.5
y empleando la recta patron representada en la Figura MM.3.
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En la Figura R.17a se muestra un gel de SDS-PAGE representativo para dichas
funcionalizaciones. La funcionalizacion nimero 1 es aquella donde se afiadid
mayor cantidad de proteina PA17, mientras que la numero 7 es aquella donde se
afiadio menos. Se puede observar, de forma cualitativa, que a partir de las
funcionalizaciones 3-4, aunque se afiada mas proteina de partida, no se conjuga
mas a la superficie de las MSNPs, indicando que se ha alcanzado la saturacion de
dicha proteina en superficie. Estos resultados se encuentran representados en la
Figura R.17b, donde se muestra en gris, la cantidad de proteina afiadida
inicialmente para cada funcionalizacion, y en naranja, la cantidad real de proteina
unida a las MSNPs. De nuevo se observa que a partir de la funcionalizacion
numero 3, se alcanza la saturacion de la superficie de las MSNPs para la proteina
PA17. Dicha cantidad de proteina se corresponde con 7,3 = 0,4 ug.
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Figura R. 17. Cuantificacion de la proteina PA17 en superficie de MSNPs de 100 nm.
(a) Gel SDS-PAGE representativo donde se muestra la proteina unida a la superficie de
las MSNPs en las funcionalizaciones 1-7. Las bandas de BSA se corresponden con 2 y 1
ug respectivamente. La calle PD-10 hace referencia a la proteina purificada en PBS 1X.
(b) Cuantificacion de la cantidad de proteina recombinante unida a la superficie de las
MSNPs en cada funcionalizacion (naranja) frente a la cantidad de proteina recombinante
anadida inicialmente. La saturacion de la superficie ocurre con 7,3 ug de proteina
recombinante para 100 ug de MSNPs. n=3 para cada funcionalizacion.
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Segun los resultados experimentales, por cada mg de MSNPs se unirian 73 pg de
la proteina recombinante 10xHis:PA17, es decir, que un 7,3% de la masa de las
MSNPs se corresponde con la proteina unida a la superficie. Estos calculos
permiten estimar la cantidad de proteina PA17 libre que ha de emplearse en
experimentos in vivo para que sea equivalente a la cantidad de proteina adherida
a la superficie de las MSNPs.

4.3. Estudios in vivo de la especificidad y actividad
antitumoral del ligando PA17

El tercer objetivo propuesto en esta tesis fue la validacion de la especificidad
y actividad antitumoral de la proteina ligando PA17 en modelos preclinicos
de melanoma murino. Para ello, primero se evalud la expresion de TEMS en
modelos de melanoma maligno murino y posteriormente, se llevaron a cabo los
experimentos de biodistribucion y actividad antitumoral del ligando PA17.

4.3.1. Deteccion de la expresion de TEMS8 en modelos de
melanoma maligno murino

La sobreexpresion del receptor de membrana TEMS en el TME ha sido descrita
en diversos tipos de tumores humanos, incluyendo el cancer colorrectal, de mama,
ovario o pulmoén [87,120,166,167]. Sin embargo, existe poca informaciéon con
respecto a los modelos subcutaneos descritos en las secciones de Materiales y
Meétodos 3.4.2.1 y 3.4.2.2. Para estudiar la expresion de dicho receptor en estos
modelos, se llevo a cabo una IF del dominio extracelular de TEMS en tumores
diseccionados en fresco y se analizaron mediante microscopia confocal.

En la Figura R.18 se muestran las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal para la inmunodeteccion de TEM8 en el TME. Dichas imagenes
revelaron que TEMS8 se expresaba abundantemente en ambos modelos de
melanoma murino subcutaneo. Se observaron 2 patrones de expresion. Por un
lado, un claro marcaje de la neovasculatura tumoral (FiguraR.18a), con una red
de vasos desorganizada. Por otro lado, un marcaje de otras células aisladas de
aspecto mesenquimal distribuidas por el TME (Figura R.18b). Ademas, también
eran TEMS positivas las células de la grasa. Por el contrario, las células de
melanoma no presentaban un inmunomarcaje detectable.
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Figura R. 18. Inmunodeteccion del receptor TEMS8 en el TME del melanoma
subcutdaneo murino. Localizacion del receptor TEMS (verde) mediante IF en tumores
de melanoma murino en el modelo de neonatos (izquierda) y adultos (derecha).
Imdgenes de microscopia confocal de (a) neovasculatura tumoral, y (b) células del TME
con fenotipo mesenquimal (flechas blancas). Los niicleos se encuentran teriidos con
DAPI en color azul. Barra de escala = 100 um.

Este estudio demuestra que TEMS se expresa en el TME de los modelos murinos
seleccionados. Los resultados concuerdan con aquellos descritos en la
bibliografia, donde se encontré que ANTXRI, el gen que codifica TEMS, era uno
de los genes mas sobreexpresados en la neovasculatura tumoral en distintos tipos
de tumores [87,90,119], ademas de otras células de sostén del TME [119]. El
hecho de que este receptor se exprese tanto en células de la neovasculatura como
en otros tipos de células del TME, lo convierte en una diana muy versatil para
dirigir quimioterapias nanoencapsuladas al TME. Esto no solo permitira dirigir
nanoterapias a los vasos tumorales, como ocurre con el VEGFR, tipicamente
expresado en la neovasculatura tumoral, sino que también, permitira apuntar a las
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células de sostén tumoral, que son igualmente esenciales para el desarrollo
tumoral.

4.3.2. Direccionamiento del ligando PA17 a tumores in vivo

Para conocer la especificidad de la proteina ligando PA17 por los tumores in vivo,
se llevo a cabo un estudio sobre la biodistribucion de la proteina ligando cuando
era administrada de forma intravenosa, siguiendo el protocolo descrito en la
seccion de Materiales y Métodos 3.4.5.

Con este objetivo, y basandonos en los resultados de sobreexpresion de la
proteina ligando 10xHis:EGFP-PA17, se disefid una proteina recombinante de
fusion que contiene el ligando PA17 y la proteina fluorescente mCherry. Esta
proteina, 10xHis:PA17-mCherry tiene un maximo de excitacion a 587 nm y un
maximo de emision a 610 nm, que son longitudes de onda més adecuadas que las
de la proteina EGFP para estudios de fluorescencia in vivo. Como control
negativo, se disefio la proteina 10xHis:mCherry, que no tiene el ligando PA17. En
la Figura R.19 se muestran geles de SDS-PAGE de la sobreexpresion y
purificacion de las dos proteinas recombinantes empleadas en este estudio. La
proteina control mCherry tiene un peso molecular de 28 kDa, mientras que la
proteina ligando mCherry-PA 17 tiene un peso molecular de 44 kDa.
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Figura R. 19. Sobreexpresion y purificacion de las proteinas mCherry y
mCherry-PAl7. Geles SDS-PAGE donde se muestran la sobreexpresion de ambas
proteinas tras una incubacion con IPTG de 12 horas a temperatura ambiente (O/N), y
su purificacion. La proteina mCherry se muestra con flechas rosas mientas que la
proteina mCherry-PA17 se muestra con flechas moradas.
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Ambas proteinas se sobreexpresan correctamente cuando las bacterias son
incubadas con IPTG durante 12 horas a temperatura ambiente. Ademas, se trata
de proteinas altamente solubles, por lo que se obtienen grandes cantidades de
proteina recombinante tras el proceso de purificacion. Las proteinas purificadas
se inyectaron intravenosamente en los ratones y se llevaron a cabo los estudios de
biodistribucion. Para ello, se tomaron imagenes de fluorescencia con el IVIS®,
tanto de los tumores como de los distintos drganos, y se cuantific la
fluorescencia total presente en los tumores.

En la Figura R.20a se presentan imagenes que muestran la distribucion de la
proteina ligando mCherry-PA17 en tumores de melanoma murino subcutaneos,
capturadas con el sistema IVIS® en distintos intervalos de tiempo. La
fluorescencia en los tumores es visible a partir de los primeros 15 minutos tras la
administracion intravenosa y disminuye progresivamente hasta volverse
indetectable a las 24 horas. La Figura R.20b muestra la cuantificacion de la
fluorescencia total en los tumores en cada uno de los tiempos observados. En la
Figura R.20c se presentan imagenes de fluorescencia del resto de los 6rganos a
los 15 minutos después de la administracion intravenosa de la proteina. Se
observa que la proteina no se acumula de manera inespecifica en otros 6rganos y
que el exceso se excreta via renal. Solo se detecta una leve fluorescencia en el
higado y el intestino, correspondiente a la autofluorescencia natural de estos
organos a las longitudes de onda utilizadas para el analisis. Las imagenes de los
organos tomadas en intervalos de tiempo mas prolongados, hasta las 24 horas,
muestran una biodistribucion de la proteina similar a la observada a los 15
minutos.

En paralelo se realiz6 el experimento con la proteina control mCherry. Debido a
que, 15 minutos después de la administracion intravenosa del ligando, se hallo el
maximo de fluorescencia acumulada en los tumores, fue el tiempo que se eligio
para el estudio de la proteina control. En la Figura R.21a, se puede observar que,
a este tiempo, la fluorescencia en los tumores correspondiente a la acumulacion
de la proteina control no es detectable, en comparaciéon a como ocurria con la
proteina ligando mCherry-PA17. La cuantificacion de la fluorescencia total
reveld diferencias estadisticamente significativas entre la fluorescencia
acumulada para ambas proteinas. Finalmente, la Figura R.21b muestra imagenes
de fluorescencia del resto de 6rganos. Al igual que ocurria con la proteina ligando,
se observa fluorescencia en los rifiones debido a la rapida excrecion renal de la
proteina en exceso.

133



e AN

Sin proteina

oy horas

&

: LS
Intensidad Fluorescencia

b
[ Sin proteina
8 ’ e
E I 15 minutos
=
(é) 6 - I 1 hora
[
_g: g 4 3 2 horas
82
e [ 4 horas
285 2 '
§ 1 24 horas
g
2
=~
C
—— P + C = Pulmones

= + Corazén

2

g B =Bazo

120 Q

w

L ’

g H = Higado

=

lwxln‘ p_‘ .

) I = Intestino

=

& R = Rifiones

= V = Vegjiga

Figura R. 20. Biodistribucion de la proteina ligando mCherry-PA17 administrada de
forma intravenosa. (a) Imdgenes del IVIS® (1g=560 nm; lgn=020 nm) de la
acumulacion de mCherry-PA17 en los tumores subcutaneos a diferentes tiempos tras la
administracion intravenosa. (b) Diagramas de barra (media = DE) de la cuantificacion
de la fluorescencia total en cada tumor a los diferentes tiempos. n=3. (c) Imagen del
IVIS® de la acumulacion de la proteina ligando en otros érganos a los 15 minutos tras
su administracion intravenosa. Se observa una intensa fluorescencia en los rifiones.
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Fluorescencia (u.arb.) mCherry
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Figura R. 21. Biodistribucion de la proteina control mCherry cuando se administra de
forma intravenosa. (a) Imdgenes del IVIS® (1g=560 nm; Agn=620 nm) de la
acumulacion de la proteina mCherry en los tumores (recuadro rosa) frente a la
acumulacion de la proteina ligando mCherry-PA17 (recuadro morado), 15 minutos tras
su administracion intravenosa y diagramas de barra (media + DE) de la cuantificacion
de la fluorescencia total en cada tumor. n=3. (b) Imagen del IVIS® de la acumulacion
de la proteina control mCherry en otros organos a los 15 minutos desde su administracion
intravenosa. Se observa una intensa fluorescencia en los rifiones.

Se puede concluir que, la proteina ligando PA17, muestra una alta especificidad
por el TME en modelos de melanoma murino subcutaneos tras una administracion
intravenosa. El tropismo tumoral de esta proteina se asemeja al que se muestra en
otros trabajos similares descritos en la bibliografia. En uno de ellos, emplean un
anticuerpo monoclonal especifico frente a TEM8 marcado con Zr¥. Tras la
inyeccion sistémica de dicho anticuerpo, se puede observar a las 24 horas
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mediante PET, su acumulacion especifica en los tumores que expresan TEMS8
[168]. En otro estudio, disefian un péptido basado en la Atx y realizan ensayos
similares. Dicho péptido fue marcado con "®F y fue administrado
intravenosamente en ratones portadores de tumores de cancer cabeza cuello,
donde se expresa TEMS. Tras los 15 primeros minutos de administracion, se
observd, mediante imagen PET, una clara acumulacion del péptido en los
tumores. Ademas, este péptido también mostr6 una rapida eliminacién via renal.
Sin embargo, y en comparacion al péptido PA17, mostraba una alta acumulacion
en otros 6rganos vitales como el higado y el pulmoén [169].

4.3.3. Actividad antitumoral del ligando PA17 administrado
localmente

Actualmente se estan desarrollando diversas terapias contra el cancer basadas en
el uso de péptidos que reconocen receptores presentes en el TME y bloquean sus
vias de sefializacion, impidiendo asi, el desarrollo tumoral. Este es el caso del
péptido ligando antagonista ATWLPPR, que es capaz de reconocer al VEGFR,
uniéndose a ¢l y bloqueando parcialmente la unién con su ligando natural, el
VEGF. Este péptido ejerce una potente inhibicion de la neoangiogénesis y
desarrollo tumoral [128,170-174].

Basandonos en estos datos, y una vez confirmada la especificidad del ligando
PA17 por el TEM en modelos in vivo, se llevo a cabo un estudio de su actividad
antitumoral in vivo. Como primera aproximacion, se evalud su efectividad
antitumoral tras su administracion local, es decir, intratumoralmente. Para ello, se
empleod el modelo de melanoma subcutaneo en ratones neonatos CD1, por tratarse
de un modelo sencillo que permite recrear los experimentos in vitro, pero con la
complejidad real de un tumor.

Como se indico en la Figura MM.12, se dividi6é cada camada de ratones CD1, 7
dias post trasplante con células de melanoma, aleatoriamente en los siguientes
grupos experimentales: (i) inyectados con PBS como grupo control,
(i1) inyectados con 500 pg de MSNPs de 100 nm, (iii) inyectados con proteina
ligando PA17 libre e (iv) inyectados con 500 pg MSNPs y funcionalizadas con la
proteina ligando (MSNPs@PA17). El grupo control tratado con MSNPs sirvio
para asegurar que las NPs no tienen ningun efecto toxico para los animales. En
todo momento, la cantidad de proteina libre se mantuvo igual a la proteina
funcionalizada en la superficie de las MSNPs, tal y como se explico en la seccion
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de Resultados 4.2.4. Los ratones fueron tratados 1 sola vez intratumoralmente, y
72 horas después, se sacrificaron para disecar y analizar el peso de los tumores
(Figura R.22).
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Figura R. 22. Actividad antitumoral de la proteina ligando PAIl7 administrada
intratumoralmente. Diagramas de barra (media = DE) del porcentaje del peso tumoral
de cada grupo experimental en relacion con el grupo control (PBS), establecido en el
100%. p-valor para la prueba de Brown-Forsythe y Welch ANOVA = 0,004. p-valores
para la prueba post-hoc de Games-Howell's indicados con asteriscos: (valores de p:
(*) = 0,03). n=5 por grupo.

Los resultados indicaron que las MSNPs control sin proteina ligando en la
superficie no inducen una regresion tumoral, siendo el porcentaje en peso de los
tumores con respecto a los controles (ratones tratados con PBS) del 99 + 39 %.
Sin embargo, tanto la proteina libre como las MSNPs@PA17 presentan una
accion antitumoral comparable y significativa en comparacion a las MSNPs
control. Para la proteina libre se produce una reduccion del 38 + 18,8% y para las
MSNPs@PA17 del 36 + 17,5%.

Estos resultados confirman, por un lado, un efecto antitumoral intrinseco de la
proteina PA17 libre, al menos, cuando es administrada localmente en un modelo
de melanoma murino subcutaneo. Por otro lado, que la actividad de la proteina
PA17 unida a la superficie de las MSNPs se mantiene.
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4.3.4. Actividad antitumoral del ligando PA17 administrado de
forma intravenosa

Como tultimo paso en la validacion de la proteina ligando PA17, se estudioé su
actividad antitumoral cuando era administrada de forma intravenosa. Para ello,
tal y como se describio en la Figura MM.13, 6 dias post trasplante de células de
melanoma, los ratones adultos portadores de melanoma subcutaneo se dividieron
de forma aleatoria en los siguientes grupos experimentales: (i) inyectados con
PBS como grupo control, (ii) inyectados con proteina libre e (iii) inyectados con
500 pg de MSNPs y funcionalizadas con la proteina ligando (MSNPs@PA17).
En todo momento, la cantidad de proteina libre se mantuvo igual a la proteina
funcionalizada en la superficie de las MSNPs. Los ratones fueron tratados 3 veces
a dias 6,8 y 10 de desarrollo tumoral, y a dia 12 se sacrificaron y se analiz6 el
peso de los tumores (Figura R.23a). El peso de los ratones fue monitorizado
durante todo el experimento para asegurar que ninguno de los tratamientos
produce graves efectos adversos a los ratones (Figura R.23b).
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Figura R. 23. Actividad antitumoral de la proteina ligando PA17 administrada de
forma intravenosa. (a) Diagramas de barra (media £ DE) del porcentaje del peso
tumoral de cada grupo experimental en relacion con el grupo control (PBS), establecido
en el 100%. n=4 por grupo. (b) Monitorizacion del peso de los ratones en cada grupo
experimental durante los dias de tratamiento.

Al igual que en los tratamientos locales, tanto la proteina PA17 libre como las
MSNPs@PA17 presentan una reduccion en el crecimiento tumoral con respecto
a los ratones sin tratar (Figura R.23a). En los ratones tratados con proteina libre
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se produce una reduccion tumoral del 21%, mientras que para las MSNPs@PA17,
se produce una reduccion del 17%. Esto implica que la proteina libre tiene un
ligero efecto antitumoral intrinseco también cuando se administra via intravenosa.
Esta reduccion, que no es tan significativa como en el caso del tratamiento
intratumoral, podria ser debido a la rapida eliminaciéon de la proteina libre via
renal (tal y como se muestra en la Figura R.20c) o, en el caso de las
MSNPs@PA17, por su rapida biodistribucion al higado y bazo. Por otro lado, la
Figura R.23b muestra que ninguno de los tratamientos induce alteraciones en el
peso de los ratones.

En resumen, los resultados obtenidos indican que la proteina ligando PA17 tiene
actividad antitumoral intrinseca, ya que es capaz de inhibir el desarrollo tumoral.
Esta actividad antitumoral intrinseca ha sido previamente reportada en la
bibliografia, donde se ha empleado un mutante de la proteina PA para el
tratamiento intravenoso del carcinoma de pulmoén de Lewis [175] . Esta proteina
mutante, asi como el ligando PA17 disefiado en este trabajo, podrian tener el
mismo mecanismo de accién de algunos anticuerpos monoclonales que se han
desarrollado para bloquear el crecimiento tumoral a través de la inhibicion de las
vias de sefializacion del receptor TEMS relacionadas con la angiogénesis tumoral
o con la captacion de colageno [87,176]. Estos anticuerpos han sido diseniados
con el fin de ser usados en una terapia de combinacidon con otros agentes
antitumorales, como los farmacos quimioterapicos. Este seria el caso del
nanosistema quimioterapéutico desarrollado en el siguiente apartado de esta tesis
doctoral, que une la nanoencapsulacion de una quimioterapia con un ligando con
actividad antitumoral intrinseca.

4.4. Sintesis y caracterizacion de una nanomedicina
dirigida al microambiente tumoral

Una vez caracterizada la afinidad de la proteina ligando PA17 en modelos in vitro
e in vivo, el cuarto objetivo de esta tesis doctoral fue diseiiar, producir y
caracterizar un nanosistema cargado con un agente quimioterapico dirigido
especificamente hacia el TME. Se eligi6 disefiar, sintetizar y optimizar un
nanosistema basado en MSNPs con DOX encapsulada y recubierto con el ligando
PA17 para lograr un efecto antitumoral dirigido.
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4.4.1. Sintesis de MSNPs portadoras de doxorrubicina

Para el estudio se han sintetizado NPs de silice coloidal amorfa, en concreto,
MSNPs. Se eligio este tipo de NM, ya que, aparte de tener una gran
biocompatibilidad y amplia variedad de aplicaciones in vivo, su superficie
naturalmente cargada negativamente permite la funcionalizacidén electrostatica
con las proteinas ligando que se han disefiado [137]. Este protocolo de
funcionalizacion, como ya se ha descrito previamente, resulta sencillo y
econdmico, por lo que convierte a estas NPs en candidatas perfectas para su uso
en este trabajo. Ademas, las NPs de silice coloidal amorfa son facilmente
manipulables, ya que se pueden centrifugar y resuspender mediante sonicacion,
lo cual favorece la facil funcionalizaciéon con las proteinas recombinantes. Por
otro lado, el farmaco quimioterapéutico DOX ha sido propuesto para su
encapsulacion en estos nanosistemas para disminuir los efectos adversos que
presenta tras su administracion intravenosa in vivo [178,179]. Ademas, es un
farmaco que presenta fluorescencia intrinseca, lo que permite un buen estudio de
los procesos de encapsulacion y liberacion del mismo mediante diferentes
técnicas espectroscopicas.

Como se describio en la seccién de Materiales y Métodos 3.2.4, las MSNPs
sintetizadas tienen un didmetro aproximado de 100 nm, determinado por TEM.
La DOX es un farmaco que presenta un diametro maximo de 1,5 nm, por lo que
puede ser correctamente encapsulado en MSNPs con un tamafio de poro de
2,8 nm, como en el caso de las MSNPs de 100 nm de didmetro empleadas en esta
tesis [180]. Tras la encapsulacion de la DOX en este nanosistema
(DOX@MSNPs), ninguno de los parametros de las MSNPs caracterizados
cambio significativamente, incluyendo el potencial {. Esto indica que, la DOX,
un farmaco con carga positiva a pH fisioldgico, se encuentra correctamente
atrapada en el interior de los poros de las MSNPs y la cantidad encapsulada no es
capaz de cambiar la carga superficial negativa tipica de las MSNPs.

Los valores de los parametros caracterizados para las particulas vacias y cargadas
con farmaco se encuentran recogidos en la Tabla R.3.

Tabla R. 3. Caracterizacion (tamario, indice de polidispersion y potencial {) de las MSNPs
v DOX@MSNPs sintetizadas. *IP= indice de polidispersion.

Tamafio Tamafio Potencial { Potencial {

Muestra 1P*

DLS(hm) TEM(hm) H.O(mV) PBS(mV)
MSNPs 029 3178#55 1126+122 -32+02 -21,7+172
DOX@MSNPs 021  2795+15 1061+122 -306+08 -202+24

140



RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura R.24 se muestran las imagenes de TEM de dichas particulas junto
con su distribucion de tamafios determinados por TEM.

DOX@MSNPs

Counts

100 nm 80 100 120 140
Tamafio (nm)

200 nm

Figura R. 24. Sintesis y caracterizacion de DOX@MSNPs. Imagenes representativas de
TEM de las particulas sintetizadas y distribucion de tamario de las particulas
caracterizado mediante TEM (n = 200).

4.4.1.1.  Eficiencia de encapsulacion de la doxorrubicina

La encapsulacion de farmacos en MSNPs depende de varios factores, incluyendo
el tamafo de poro, el area y la carga superficial de las NPs y la carga del farmaco
[181-183]. Para evaluar la eficiencia de encapsulacion de la DOX en las
DOX@MSNPs se empleo la espectroscopia de fluorescencia. Para poder conocer
la cantidad de DOX en las muestras problema, se usoé la recta patron recogida en
la Figura MM.5. Luego se calcul6 la cantidad, en nug, de DOX encapsulada por
cada mg de DOX@MSNPs, el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE)
y el porcentaje de carga (%LC) siguiendo las formulas descritas en la seccion de
Materiales y Métodos 3.2.3.4 y la recta patron de la Figura MM.6b.

Se obtuvo una encapsulacion de 30,3 + 2,8 ug DOX/mg DOX@MSNPs, siendo
el %EE del 14,6 £ 1,4% y el %LC del 3,1 + 0,3%. En la Tabla R.4 se encuentran
recogidos los datos para cada paso del proceso.

Tabla R.4. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de la DOX en las
DOX@MSNPs.

Cantidad Sobr.1 Sobr.2 Encap./mg

Inicial (n) (ug)  NPs (ug)
1036+123 816 +11 66,5+13 30,3+2,8 14,6+1,4 3,1+ 0,3
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Los valores de %EE y %LC obtenidos en este trabajo estan respaldados por los
que se encuentran en la literatura cientifica con respecto a este tipo de NPs y
farmaco [64,184-188].

4.4.2. Comportamiento del nanosistema bajo condiciones
fisioldgicas in vitro

Conocer la estabilidad de las MSNPs en medios acuosos fisiologicamente
relevantes es importante para su uso como agentes de administracion de farmacos
[189-193]. Trabajos de la literatura han demostrado que las MSNPs se disuelven
cuando son incubadas en tampones bajo condiciones fisiologicas de pH y
temperatura. El proceso de disolucion de la silice en H,O ocurre hasta que se
alcanza el equilibrio, es decir, cuando en el sistema se alcanza la concentracion
de saturacion de silice. En ese momento, no se disuelven mas particulas ya que
no se esta retirando silice del sistema. El ratio de disolucion depende, ademas de
la cristalinidad, de la concentracion de NPs de partida en la solucion acuosa, del
tamafio y el grado de porosidad de las mismas, de la temperatura y del pH, y de
la frecuencia con la que se sustituya el medio acuoso. En general, concentraciones
de partida mas bajas, tamafios de particula pequefios, particulas porosas frente a
particulas compactas, temperaturas altas y valores de pH basicos, aceleran la
cinética de disolucion. Ademas, cuando se cambia el medio de disolucion durante
el proceso también se acelera el proceso, ya que se estan retirando las especies
libres de silice [190,193].

Como parte de este trabajo, se ha estudiado mediante TEM el proceso de
disolucion de las DOX@MSNPs en condiciones de pH y temperatura fisiologicas
(PBS 1X, pH 7,4 y 37 °C). De forma paralela, se llevd a cabo el estudio de
liberacion de la DOX empleando la recta patron recogida en la Figura MM.8.

Se puede apreciar una rapida disolucion del nticleo de silice (Figura R.25a). La
superficie rugosa a las 2 y 6 horas de incubacion indica que la estructura porosa
de Si-O-Si de las MSNPs es atacada por los grupos OH- presentes en la solucion
acuosa, disolviendo las particulas desde fuera hacia adentro [64]. Las particulas
mantienen su morfologia esférica hasta las 6 horas, y a partir de ese tiempo la
estructura comienza a colapsar, resultando en la aglomeracion de las particulas y
dando como resultado estructuras de forma irregular sin estructura mesoporosa.
En tiempos mas prolongados, 24 horas, las particulas se descomponen en su
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mayor parte y solo se pueden observar sustancias con formas irregulares. Esto
resulta del deterioro y desintegracion de la matriz de silice.

Midiendo la fluorescencia correspondiente a la DOX en el medio a cada tiempo,
se calcul6 la cantidad de farmaco liberada, y se representé como la cantidad en
ug o el porcentaje liberado con respecto al tiempo. En la Figura R.25b se muestra
la curva de liberacion de la DOX, tanto en porcentaje como en masa. Este proceso
presenta una fase inicial de liberacion rapida (burst release) y otra de liberacion
prolongada y sostenida en el tiempo, que alcanza un maximo de 45,6 £ 4,3% a
las 48 horas, y se corresponde con 17,5 £ 1,6 ug de DOX. La DOX liberada de
las DOX@MSNPs desarrolladas en este trabajo, muestra un perfil tipico para este
tipo de nanosistemas [187,188,194—199].

a b

25+

20

T.0p

154

10

Liberaciéon acumulada
DOX (ug)

0 T T 1
40 60

Tiempo (horas)

o
N
o

60

4

k

40 L
T.24

DOX (%)

20+

Liberacion acumulada

o 1 1 1
0 20 40 60
Tiempo (horas)

Figura R.25. Disolucion de DOX@MSNP y liberacion del farmaco en medio
fisiologico. (a) Imagenes representativas de TEM del proceso de disolucion de las
MSNPs cargadas con el farmaco DOX. Barra de escala = 100 nm. (b) Perfil de
liberacion de la DOX de las DOX@MSNPs en funcion del tiempo, en masa (ug) y en
porcentaje (%) con respecto a la cantidad encapsulada. Los datos estan representados
como la media + DE de 3 réplicas experimentales independientes. Tanto para las
imagenes de disolucion como para la liberacion, la concentracion de particulas se
mantuvo a 1 mg/ml, y los experimentos se realizaron en PBS 1X, pH 7,4y 37°C.
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4.4.3. Liberacion de doxorrubicina encapsulada en cultivos
celulares 2D

Para completar los estudios anteriores de liberacion del farmaco in vitro, se llevo
a cabo el estudio de la liberacion de DOX del nanosistema en cultivos celulares
2D de células de melanoma murino. Para ello, se anadieron 50 pg/ml de
DOX@MSNPs a cultivos celulares 2D y los resultados se analizaron mediante
microscopia confocal. Gracias a la fluorescencia intrinseca que presenta la DOX,
se pudo determinar la localizacion celular del firmaco una vez liberado en las
células.

En la Figura R.26 se muestran los resultados tras 24 horas de incubacion. Las
imagenes revelaron la acumulacion de fluorescencia roja correspondiente a la
DOX, que se aprecia tanto en el citoplasma como en el nucleo de la célula (#1)
[195,200]. La fluorescencia del nucleo se corresponde con DOX libre que es
capaz de atravesar la membrana nuclear para unirse al ADN. Esta DOX libre
proviene de su liberacion del nanosistema, bien en el medio de cultivo o una vez
internalizado en el interior celular. Por otro lado, la fluorescencia en el citoplasma
podria corresponder a la acumulacion de DOX@MSNPs en proceso de
disolucion.

24 horas DOX/Citoplasma/Nucleos

Sin tratamiento | DOX@MSNPs

Figura R.26. Andlisis de la liberacion de DOX encapsulada en células de melanoma
murino. Imagenes representativas de microscopia confocal 24 horas post tratamiento,
de células sin tratar y tratadas con DOX@MSNPs. Los nucleos aparecen teriidos con
DAPI (azul), los citoplasmas con FITC (verde) y la DOX presenta fluorescencia en el
canal rojo. La cantidad de DOX@MSNPs en ug fue ajustada para anadir una
concentracion final de DOX de 1ug/ml. Barra de escala = 100 um.
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4.4.4. Estudio de la citotoxicidad de la doxorrubicina libre
frente a la encapsulada

Una vez estudiada la liberacion de la DOX del nanosistema en cultivos celulares,
se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad en la linea celular de melanoma
murino. Se compararon los efectos del farmaco encapsulado frente al farmaco
libre a 2 concentraciones diferentes: 1 pg/ml, que es la concentracion establecida
en ensayos previos en el laboratorio, y 0,3 pg/ml, que simula la cantidad de DOX
liberada por las DOX@MSNPs durante las 2 primeras horas. La cantidad de
DOX@MSNPs se establecio en 50 pg/ml, que equivale a una concentracion final
de DOX de 1 pg/ml.

En la Figura R.27 se muestran imagenes de contraste de fases donde se observan
claros cambios morfoldgicos inducidos por los diferentes tratamientos tras 24 y
72 horas de incubacion. En las células tratadas con el farmaco libre a una alta
concentracion se observa una muerte celular temprana. Las células muertas se
ven como agregados de color negro debido a la gran secrecion de melanina. A las
72 horas casi no se observan células adheridas a los pocillos, indicando una alta
citotoxicidad del tratamiento. Por otro lado, las células tratadas con
DOX@MSNPs, exhiben un fenotipo diferente. Se trata de células que presentan
un tamafo celular mayor que el de las células sin tratar. Esta diferencia comienza
a ser evidente a las 24 horas de tratamiento, acentuandose atn mas tras 72 horas.

Este aumento en el tamafio celular inducido por el tratamiento con DOX
encapsulada, se determind cuantificando el didmetro corpuscular mediante
citometria de flujo 24, 48 y 72 horas post tratamiento. En este estudio no se
incluy6 la DOX a 1 pg/ml ya que, a las 24 horas, la mayoria de las células no eran
viables, por lo que no se pudo determinar de manera adecuada su tamatfio celular.
En la Figura R.28 se muestra la cuantificacion del diametro celular mediante
citometria de flujo. Se puede apreciar como, el diametro de las células sin
tratamiento y de las células tratadas con MSNPs vacias, se mantiene constante a
lo largo del tiempo de analisis, alrededor de las 17 um. Sin embargo, las células
tratadas con DOX@MSNPs muestran un diametro celular aumentado, llegando
su maximo a las 48 alrededor de las 30 um. A partir de este tiempo, el didmetro
comienza a disminuir debido a que comienza la muerte celular, efecto visible a
las 72 horas de tratamiento. Ademas, se aprecia que el diametro de las células
tratadas con la DOX libre a una concentracién mas baja, coincide con el de las
células tratadas con DOX@MSNPs.
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Sin tratamiento DOX 1ug/ml DOX@MSNPs
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72 horas

Figura R.27. Evaluacion de los cambios morfologicos en las células de melanoma
murino inducidos por el tratamiento con DOX libre y DOX encapsulada en MSNPs.
Imagenes representativas de microscopia de campo claro a las 24 y 72 horas post
tratamiento. La cantidad de DOX@MSNPs en ug fue ajustada para aniadir una
concentracion final de DOX de 1ug/ml. Barra de escala = 120 pum.
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Figura R.28. Cuantificacion del diametro de células de melanoma murino mediante
citometria de flujo. Se tomaron muestras de las células adheridas a los pocillos a 24, 48
y 72 horas post tratamiento. Los datos estan representados como la media £ DE de 3
réplicas experimentales independientes. La cantidad de DOX@MSNPs en ug fue
ajustada para afiadir una concentracion final de DOX de 1ug/ml.

146



RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios de morfologia celular se completaron con estudios de viabilidad
celular mediante ensayo MTT y contaje de células vivas mediante citometria de
flujo 24, 48 y 72 horas post tratamiento.

En la Figura R.29 se muestran los resultados del ensayo MTT a los 3 tiempos de
incubacion para el farmaco libre a ambas concentraciones y las DOX@MSNPs.
Se puede observar que todos los tratamientos inducen citotoxicidad en los
cultivos celulares de manera progresiva con el tiempo. Sin embargo, existe una
gran diferencia entre la DOX libre a una concentracion de 1 pg/ml con respecto
a los otros 2 tratamientos, encontrandose la mayor diferencia a las 72 horas. A
este tiempo, solo quedan un 2,7 + 0,9 % de células viables tras un tratamiento con
DOX libre a dicha concentracion. Sin embargo, en células tratadas con DOX libre
a una concentracion de 0,3 pg/ml, quedan un 17 £ 1 % de células viables. Para
las particulas, a las 72 horas de incubacion, la viabilidad se reduce a un 26 & 5,4%.
Esta reduccion en la viabilidad estd mas equiparada a la de la DOX libre a una
concentracion de 0,3 pg/ml, aunque sigue siendo superior, probablemente debido
a que el farmaco libre se incorpora mas rapido en las células que las
DOX@MSNPs.

24 horas 48 horas 72 horas
% 100 100- 100
3
< 80- 80 80
.2
NS
] 60 60 60
2
= 404 40 40
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Z 20~ 20+ 204
2
= 0- 0- 0-

Bl DOX Libre 1 ug/ml [ DOX Libre 0,3 pg/ml B DOX@MSNPs

Figura R.29. Andlisis de la viabilidad de células de melanoma murino mediante ensayo
MTT. Se analizo la viabilidad 24, 48 y 72 horas post tratamiento. Los datos se
representan como diagramas de barras donde se muestra la media £ DE de 3 réplicas
experimentales independientes. La cantidad de DOX@MSNPs en ug fue ajustada para
aniadir una concentracion final de DOX de 1ug/ml.
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Con respecto al contaje de células vivas mediante citometria de flujo, se analizo
la cantidad de células vivas que quedaban en cada pocillo después de 24,48 y 72
horas de incubacion con los distintos tratamientos.

En la Figura R.30 se muestra el nimero medio de células vivas a cada tiempo
para cada grupo experimental. El nimero de células en el grupo no tratado y en
el grupo tratado con MSNPs control (sin firmaco) aumenta con el tiempo,
alcanzando su maximo a tiempo final de 72 horas de incubacion. Por otro lado, el
numero de células tratadas con DOX libre a 1 pg/ml disminuye significativamente
con el tiempo, tal y como se observo con el ensayo MTT. Para este tratamiento se
observa una disminucion en el nimero de células desde el inicio del tratamiento
y a las 72 horas este ntimero es practicamente 0. Por otro lado, el nimero de
células en los pocillos tratados con DOX@MSNPs se mantiene estable durante
las primeras 24 horas y comienza a disminuir a las 48 horas, alcanzando su
minimo a las 72 horas. Finalmente, las células tratadas con DOX libre a 0,3 pg/ml
presentan la misma tendencia que las tratadas con las particulas.
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Figura R. 30. Andlisis de la viabilidad de células de melanoma murino mediante
citometria de flujo. Se analizo el contaje de células vivas 24, 48 y 72 horas post
tratamiento. Los datos se representan como la media + DE de 3 réplicas experimentales
independientes. La cantidad de DOX@MSNPs en pg fue ajustada para anadir una
concentracion final de DOX de 1ug/ml.
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Finalmente, para comprender por qué las células que se someten a un tratamiento
con DOX libre a una baja concentracion o a DOX encapsulada en MSNPs
presentan ese comportamiento in vitro tan peculiar (crecimiento retardado con
progresiva muerte celular y un tamafio celular aumentado), frente al
comportamiento de las células tratadas con DOX libre a una mayor
concentracion, se llevo a cabo un estudio, mediante citometria de flujo, de los
cambios en el ciclo celular a las 24 horas post tratamiento. Se analizaron los
cambios a las 24 horas ya que es el tiempo en el cual el 100% de las células han
internalizado los tratamientos, y se empiezan a observar los cambios en la
proliferacion celular y el aumento de tamafio.

Mediante este andlisis (Figura R.31) se pudo observar, que, en las células tratadas
con la DOX libre a 0,3 pg/ml y con DOX@MSNPs, ademas de un aumento en la
apoptosis con respecto a las células sin tratar, se producia un cambio en el perfil
del ciclo celular, con una disminucién en la fase G1 y aumento de la fase G2/M.
Mientras que en las células sin tratamiento la fase G2/M ronda el 17%, esta fase
representa un 49% para las células tratadas con DOX libre a 0,3 pg/ml y alrededor
del 43% para las tratadas con DOX@MSNPs. Esto implica que, dichas células se
encuentran en una parada en la fase del ciclo celular en G2/M, no se dividen y
por ello, presentan un tamafio celular aumentado con respecto a las células sin
tratar.

Sin tratamiento DOX libre 0,3pg/ml DOX@MSNPs

]

0.65% Sub Go 4.94% Sub Go 5.85% Sub Go
73.29% G1 37.04% G1 39.38% G1
8.41% S 8.64% S 12.27% S

= 17.65% G2/M mm 49.38% G2/M mm 4250% G2/M

Figura R.31. Andlisis del ciclo celular en células de melanoma murino mediante
citometria de flujo. Cambios en el ciclo celular 24 horas post tratamiento. Se observa
una parada del ciclo en G2/M para las células tratadas con DOX libre a 0,3 ug/mly DOX
encapsulada. La cantidad de DOX@MSNPs en ug fue ajustada para anadir una
concentracion final de DOX de 1ug/ml.
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Los resultados obtenidos en este apartado sugieren que los efectos de la DOX
dependen de la dosis. Esta reportado en la bibliografia que, la toxicidad inducida
por el tratamiento con agentes quimioterapicos como la DOX, depende tanto de
la dosis como del tiempo de exposicion. Altas concentraciones de farmaco o
tiempos largos de exposicion promueven la apoptosis celular debido a la rapida
difusion de la DOX al interior celular. Este fenotipo es el que se observa en los
resultados anteriores con una exposicion de las células de melanoma murino a
una concentracion de fAirmaco libre de 1 pg/ml. Sin embargo, cuando se cambian
las condiciones del tratamiento, por ejemplo, disminuyendo la dosis, la DOX es
capaz de inducir otro fenotipo, que implica un aumento del tamafio celular debido
a una parada en fase G2/M del ciclo celular. Este fenotipo es el que se observa
cuando se exponen las células a una concentracion de fAirmaco libre de 0,3 pg/ml
0 a DOX@MSNPs [35,201-204]. Aunque las DOX@MSNPs se afiaden a los
cultivos celulares para tener una concentracion final de DOX de 1 pg/ml, la
liberacion del farmaco sostenida en el tiempo hace que la disponibilidad de
farmaco libre al final sea menor. Por lo tanto, en cultivos celulares, las particulas
no van a tener el mismo efecto citotoxico que el farmaco libre a la misma
concentracion [205]. La importancia de encapsular el firmaco y ver un efecto
mejorado con respecto al farmaco libre, se pondrda de manifiesto en los
experimentos in vivo. Esta citotoxicidad temprana de la DOX libre conduce a
varios efectos secundarios in vivo que podrian reducirse mediante el uso de
DOX@MSNPs dirigidas al TME a través del ligando PA17.

4.4.5. Funcionalizacion del nanosistema con la proteina ligando
PA17

Después de encapsular el farmaco DOX en las MSNPs sintetizadas y evaluar su
comportamiento en cultivos celulares, se llevd a cabo el estudio de la
funcionalizacion con la proteina ligando PA17. La proteina unida a la superficie
de las DOX@MSNPs se analizO mediante electroforesis SDS-PAGE. Los
resultados de dicha funcionalizacion se muestran en la Figura R.32.

Durante el protocolo de funcionalizaciéon se observd una pérdida de la DOX
encapsulada dentro de las MSNPs, que se cuantifico mediante fluorimetria y se
estimé en 12,6 + 6,5 pg por cada mg de DOX@MSNPs@PA17. Esta cantidad se
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tuvo en cuenta a la hora de llevar a cabo los experimentos in vitro e in vivo y asi
poder igualar la cantidad de fArmaco encapsulado frente al farmaco libre.

a ";.4,\.
DOX@MSNPs —> DOX@MSNPs +PA17  ——>  DOX@MSNPs@PA17
Q%
b &
S )
L
70kDa »-
40 kDa
25kDa
L —| | W <— PAI7
15kDa » -

Figura R.32. Funcionalizacion de DOX@MSNPs con la proteina ligando PAI7.
(a) Esquema general del proceso de biofuncionalizacion electrostatica del nanosistema.
(b) Gel de SDS-PAGE donde se muestra la proteina purificada y la proteina PA17 unida
a la superficie de las DOX@MSNPs. Proteina correspondiente a 100 upg de
DOX@MSNPs.

4.4.5.1.  Cambios en la cinética de disolucion y liberacion de
doxorrubicina inducidos por el ligando PA17

Esta descrito en la bibliografia que, el recubrimiento de la superficie de las
MSNPs con diferentes sustancias o procesos como la calcinacion, disminuyen la
velocidad de disolucién y/o liberacion del cargo encapsulado [193]. Por ello, se
decidio llevar a cabo el mismo estudio descrito en el apartado de Resultados 4.4.2,
pero con las DOX@MSNPs@PA17.

Estas NPs parecen tener una cinética de disolucion mas lenta que las particulas
desnudas (Figura R.33a). A las 2 horas de incubacién, la presencia de una
superficie rugosa no es tan evidente y las particulas muestran un mayor contraste
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en las imagenes de TEM, indicando un estado de disolucion menos avanzado. A
las 6 horas de incubacidn se observa una capa externa con mas contraste que el
interior de las particulas, indicando que podria tratarse de una disolucion desde
dentro hacia afuera. Esto significa que el nucleo de la MSNP se degrada antes que
la superficie, que permanece protegida por la capa formada por la proteina
ligando. La biocorona de PA17 adsorbida en la superficie de las MSNPs forma
una capa limitante de difusién que conduce a la formacion intermedia de
particulas estructuradas mucleo-cubierta tras la disolucion [190]. Ademas, son
mas estables en condiciones fisiologicas, como se ve en las imagenes tomadas a
las 24 horas de incubacion, donde aiin se observan particulas completas. Esta
diferencia en la disolucién de las particulas recubiertas con proteina puede
resultar ventajoso a la hora de emplearlas como agentes de administracion de
farmacos.

Por otro lado, el perfil de liberacion de la DOX en estas MSNPs es igual que el
de las MSNPs desnudas. La cantidad de farmaco en masa liberada de las
particulas recubiertas con proteina ligando PA17 es menor que la de las particulas
desnudas (Figura R.33Db, panel superior), debido a la cantidad de farmaco que se
pierde tras el proceso de funcionalizacién. Si se representa la liberacion en
porcentaje (Figura R.35b, panel inferior) se puede observar que la liberacion de
farmaco es ligeramente inferior que para las particulas desnudas, alcanzando un
maximo de 40,9 + 3,8% frente al 45,6 + 4,3% que se observaba en la Figura R.27.
Aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa, podria estar
ocasionada por la diferencia en la cinética de disolucion de las particulas al
recubrir la superficie y modificar el mecanismo de disolucion.

Estos resultados ponen de manifiesto que la biocorona formada por la proteina
ligando PA17 no impide la liberaciéon de DOX desde las MSNPs y sugieren que
el sistema DOX@MSNPs@PA17 podria usarse como un agente antitumoral
efectivo en experimentos in vivo.
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Figura R.33. Disolucion de DOX@MSNPs@PA17 y liberacion del farmaco en medio
fisiologico. (a) Imdgenes representativas de TEM del proceso de disolucion de las
DOX@MSNPs@PAl7. Barra de escala = 100 nm. (b) Perfiles de liberacion de la DOX
en funcion del tiempo de las DOX@MSNPs@PA17, en masa (ug) y en porcentaje (%)
con respecto a la cantidad encapsulada. Los datos estan representados como la
media + DE de 3 réplicas experimentales independientes. Tanto para las imdagenes de
disolucion como para la liberacion, la concentracion de particulas se mantuvo a 1 mg/ml,
y los experimentos se realizaron en PBS 1X, pH 7,4y 37°C.

4.5. Actividad antitumoral del nanosistema en el
tratamiento local de melanoma murino

Una vez caracterizado el comportamiento del nanosistema en cultivos celulares y
su correcta funcionalizacion con la proteina ligando PA17, el quinto objetivo de
este trabajo consistio en estudiar su efecto antitumoral en el tratamiento
local de melanoma maligno murino. Segun la hipotesis propuesta, en este
modelo, donde se expresa el receptor TEMS8 en el TME, las DOX@MSNPs
recubiertas con el ligando PA17, tendran un efeto quimioterapéutico mayor que
las particulas sin recubrir y que el farmaco libre.
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Para lograr dicho objetivo, se empled el modelo de melanoma subcutaneo en
ratones neonatos CD1 descrito en la seccion de Materiales y Métodos 3.4.2.1. El
protocolo que se sigui6 esta descrito en la Figura MM.12. Brevemente, 7 dias
después del trasplante de células de melanoma, las crias de cada camada fueron
divididas de forma aleatoria en 4 grupos de tratamiento: (i) inyectados PBS como
grupo control, (ii) inyectados con DOX libre, (iii) inyectados con DOX@MSNPs
e (iv) inyectados DOX@MSNPs@PA17. Los tratamientos se administraron
intratumoralmente una Unica vez, sacrificandose los animales a las 72 horas
después de aplicar el tratamiento. La concentracion de DOX libre fue establecida
en 2,5 mgkg por inyeccion y la cantidad de DOX@MSNPs vy
DOX@MSNPs@PA17 fue ajustada para equiparar la cantidad final de DOX. Tras
la diseccion de los tumores, se analizo su peso, normalizandose frente al grupo
control (PBS) para cada camada (Figura R.34).

La cuantificacion de los pesos tumorales reveld un efecto significativo de los
tratamientos con DOX. Como era esperable, los tumores de los cuatro grupos
experimentales crecieron con el tiempo. Sin embargo, los tumores en los tres
grupos tratados crecieron significativamente menos que en el grupo control
inyectado con PBS. Si se considera que en el grupo control el peso de los tumores
ha alcanzado el 100% (que se corresponde con un peso medio de
304 £ 148,7 mg), el grupo tratado con DOX libre y el grupo tratado con
DOX@MSNPs crecieron aproximadamente lo mismo, un 58 + 20,6% y un
53,4 £ 20,6%, respectivamente. El grupo tratado con DOX@MSNPs@PA17, sin
embargo, crecid un 35,2 + 17,1%. Esto implica que las DOX@MSNPs
funcionalizadas con la proteina ligando han conseguido reducir en un 65% el
crecimiento tumoral.

Aunque todos los tratamientos han sido administrados de forma local, se observan
resultados muy diferentes en la inhibicion tumoral. La hipotesis es que los
tumores estan altamente vascularizados. Por lo tanto, como el farmaco tiene un
alto coeficiente de difusion, y las DOX@MSNPs tienen un pequefio tamaiio, se
espera que, después de la inyeccion intratumoral de los tratamientos, gran parte
se pierda debido a la rapida difusion hacia los vasos sanguineos [206,207]. Por
otro lado, las DOX@MSNPs@PA17 presentarian el mejor efecto antitumoral
debido a tres posibles factores. Primero, a que la propia proteina ligando tiene
efecto antitumoral, como se mostrd anteriormente en la Figura R.22. Segundo, a
que este ligando interacciona con el receptor TEMS, por lo que las
DOX@MSNPs son capaces de permanecer en el TME durante mas tiempo.
Tercero, a que el farmaco se libera de forma extendida en el tiempo, favoreciendo
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asi la no difusion fuera del tumor. Estos resultados ponen de manifiesto que la
proteina recombinante PA17, ademds de tener una actividad antitumoral
intrinseca cuando es administrada intratumoralmente, es capaz de mejorar el
efecto antitumoral del farmaco encapsulado.
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Figura R.34. Actividad antitumoral del nanosistema dirigido administrado
intratumoralmente frente al nanosistema sin dirigir y al farmaco libre. (a) Diagramas
de barra (media + DE) del porcentaje del peso tumoral de cada grupo experimental en
relacion con el grupo control (establecido en el 100%) de 9 experimentos independientes
(n=15 PBS; 13 DOX libre; 15 DOX@MSNPs; 15 DOX@MSNPs@PA17). p-valor para
la prueba de Brown-Forsythe y Welch ANOVA = 0,01. p-valores para la post-hoc de
Games-Howell s indicados con asteriscos: (valores de p: (ns) = 0,91; (*) = 0,02;
(*) = 0,04). La concentracion de DOX se establecio en 2,5 mg/kg de raton. La cantidad
de DOX@MSNPs y DOX@MSNPs@PA17 en ug fue ajustada para anadir esta
concentracion final de DOX. (b) Tumores sdlidos de melanoma representativos de cada
grupo experimental, tratados con una sola inyeccion intratumoral, diseccionados 72
horas después del tratamiento.
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4.5.1. Histopatologia de los tumores tratados localmente

En el estudio histopatolégico de los tumores que se llevo a cabo, se observaron
cambios en la morfologia celular muy claros inducidos por los 3 tipos de
tratamientos (Figura R.35).

Mientras que los tumores control (Figura R.35a) estan formados por masas
tumorales densas constituidas por células homogéneas, los tumores tratados
(Figura R.35b, c, d) estan constituidos por masas de células menos densas y
heterogéneas. Se pueden observar células tumorales activas (mas de 1 nucleolo,
Figura R.35¢), que presentan un tamafo celular aumentado con respecto a los
tumores control. Estos resultados son muy similares a los que se observaron en el
modelo de células de melanoma murino in vitro tratadas con DOX libre a una
baja concentracion y con DOX@MSNPs: células con un gran tamafio, que
duplican el ADN, pero no se dividen, pues tienen bloqueado el ciclo celular en la
fase G2/M.

Figura R.35. Evaluacion de la histopatologia en tumores de melanoma subcutineos
tras un tratamiento intratumoral. Secciones de hematoxilina-eosina de los tumores
(a) control, (b) tratados con DOX libre, (c) tratados con DOX@MSNPs y (d) tratados
con DOX@MSNPs@PA17. En los tumores tratados se observa un claro fenotipo, donde
las células tumorales presentan un tamaiio aumentado con respecto a las células
tumorales sin tratar. (e) Seccion extraida de (a) donde se muestran, con flechas negras,
las células con mas de I nucleolo. Barra de escala = 100 um.
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4.6. Efecto antitumoral del nanosistema en el
tratamiento intravenoso de melanoma murino

Gracias al estudio del efecto antitumoral del nanosistema en un sencillo modelo
in vivo de melanoma murino, se ha puesto de manifiesto el potencial que tiene su
recubrimiento con el ligando recombinante PA17 en la inhibicion del crecimiento
tumoral. Por ello, el sexto objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
antitumoral de este nanosistema cuando se aplicaba de forma intravenosa en
modelos de melanoma murino mas complejos.

Para lograr dicho objetivo, por su simplicidad y la facilidad de obtener una » de
ratones adecuada, se empled el modelo de melanoma subcutdneo en ratones
adultos descrito en la seccion de Materiales y Métodos 3.4.2.2. El protocolo que
se siguio esta descrito en la Figura MM.13. Brevemente, 6 dias post trasplante de
células tumorales, los ratones fueron divididos aleatoriamente en los grupos
experimentales: (i) inyectados con PBS como grupo control, (ii) inyectados con
DOX libre, (iii) inyectados con DOX@MSNPs e (iv) inyectados
DOX@MSNPs@PA17. Se administraron de forma intravenosa a dias 6, 8 y 10
post trasplante de células de melanoma. A las 48 horas después de aplicar el
ultimo tratamiento, los ratones fueron sacrificados. Se analizo el peso de los
tumores y se normalizd frente al grupo control tratado con PBS para cada
experimento. Para evaluar el posible efecto adverso del tratamiento intravenoso
con estas NPs, se monitoriz6 el peso de los ratones durante todo el experimento.
Es importante destacar que, en este experimento, la concentracion de farmaco
libre se determiné en funcion de la masa maxima de DOX@MSNPs que se podia
administrar intravenosamente, determinandose en 1,5 mg/kg por inyeccion.

Tal y como se puede observar en la Figura R.36a, considerando el peso de los
tumores del grupo control como el 100% (que se corresponde con tumores de
606,4 + 186,4 mg), los tumores so6lidos subcutaneos tratados con DOX libre de
forma intravenosa a dicha concentracion, crecen un 85,3 + 31,3%. Por otro lado,
los ratones tratados con DOX@MSNPs presentan un crecimiento tumoral del
67,6 £ 14,8%. Esto implica una reduccion de casi el 20% con respecto al
tratamiento intravenoso de farmaco libre, poniendo de manifiesto las ventajas
reales de emplear un fAirmaco encapsulado frente al farmaco libre. Finalmente, en
los ratones tratados con DOX@MSNPs@PA17, el peso de los tumores alcanza
un 45 £ 19,6% en comparacion al grupo control. Como se puede observar en la
Figura R.36¢, ninguno de los tratamientos indujo cambios aparentes en el peso de
los ratones a lo largo del tratamiento.
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Figura R.36. Actividad antitumoral del nanosistema tras su administracion
intravenosa. (a) Diagramas de barra (media + DE) que muestran el porcentaje del peso
tumoral de cada grupo experimental en relacion con el grupo control, establecido en el
100% de 5 experimentos independientes (n=13 PBS; 9 DOX libre; 13 DOX@MSNPs; 15
DOX@MSNPs@PAL7). p-valor para la prueba Brown-Forsythe y Welch ANOVA
= 0,003/0,007. Los p-valores de la prueba post-hoc Games-Howells se indican con
asteriscos: (valores de p: (ns) = 0,21; (*) = 0,01; (*) = 0,04). La concentracion de DOX
se establecio en 1,5 mg/kg de raton. (b) Tumores solidos de melanoma representativos de
cada grupo experimental, diseccionados 48 horas después del ultimo tratamiento.
(c) Monitorizacion del peso de los ratones en cada grupo experimental durante los dias
de tratamiento.
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Aunque la concentracion inicial de DOX encapsulada dentro de las MSNPs
equivale a la del farmaco libre, se observa una inhibicidon tumoral mas eficiente.
La diferencia en la inhibicion de la progresion tumoral entre el fArmaco libre y
encapsulado sin direccionamiento reside en que, tras una administracion
sistémica, la DOX libre se distribuye rapidamente en los tejidos, por lo que sus
niveles en sangre caen rapido. Por lo general, tras una administracion sistémica
de este fArmaco, se produce una acumulacién en muchos 6rganos, incluyendo el
corazon, el rifdn y el higado, produciéndose diversos efectos adversos [208,209].
Sin embargo, debido al efecto EPR causado por un aumento de la presion vascular
en la neovasculatura, las DOX@MSNPs se acumulan en los tumores aunque no
presenten un direccionamiento [21]. Por otro lado, el direccionamiento de las
DOX@MSNPs@PA17 hacia el TME mediante su funcionalizaciéon con un
ligando especifico con actividad antitumoral intrinseca, y por otro, la liberacion
controlada del farmaco encapsulado, consiguen un efecto terapéutico mejorado
con respecto a los otros 2 tratamientos.

Los resultados obtenidos en este apartado resultan muy prometedores en relacion
al direccionamiento de nanosistemas al TME a través del receptor TEMS. Aunque
existen estudios donde se han empleado variantes modificadas de la proteina PA
como agente antitumoral, hasta la fecha, no existen estudios donde se emplee para
direccionar nanomedicinas al TME.

4.6.1. Histopatologia de los tumores con tratamiento
intravenoso

Al evaluar las caracteristicas histopatologicas de los tumores tratados de forma
intravenosa, se observo un claro fenotipo, diferente al que se observo con el
tratamiento intratumoral (Figura R.37).

El fenotipo mas visible es la presencia de focos de necrosis. Estos focos son
reconocibles ya que se ve la acumulacion de células poli-nucleadas con roturas
de estos nucleos. Algunos de estos focos se encuentran alrededor de vasos
sanguineos, diana de las NPs dirigidas y punto de llegada y liberacion de los
tratamientos. En los tumores tratados con DOX libre, los focos de necrosis son
pocos y de pequeiio tamarfio. La morfologia celular no difiere significativamente
con respecto al grupo control. Sin embargo, en los tumores tratados con
DOX@MSNPs y DOX@MSNPs@PA17, es mas abundante la presencia de estos
focos de necrosis y son de mayor tamafo. Ademas, se observa la presencia de
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células de aspecto aumentado, como ocurria en el caso de los tratamientos
intratumorales.

2 'f'.;’*" ::" ):’M?f?—. -~

Figura R.37. Evaluacion de la histopatologia de los tumores de melanoma subcutdineos
tratados via intravenosa. Secciones de hematoxilina-eosina de los tumores (a) control,
(b) tratados con DOX libre, (c) tratados con DOX@MSNPs y (d) tratados con
DOX@MSNPs@PA17. En los tumores tratados se observa un claro fenotipo de focos de
necrosis (recuadros negros), que son mas grandes y abundantes en el grupo tratado con
DOX@MSNPs dirigidas con la proteina ligando. Barra de escala = 100 um.

Para saber si este fenotipo se asociaba a la mayor acumulacion de DOX en el
TME se llevdo a cabo la valoracion semicuantitativa de la fluorescencia
correspondiente con la DOX mediante imagen empleando microscopia confocal
(Figura R.38) [210-212]. Se examinaron los tumores con distintos tratamientos
obtenidos tras el sacrificio de los animales (48 horas después del ultimo
tratamiento).

La Figura R.38a muestra imagenes de microscopia confocal de fragmentos de los
tumores frescos obtenidas con ajustes idénticos para poder comparar sus
emisiones en el canal rojo, representativas de la cantidad de DOX. La

160



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura R.38b presenta la cuantificacion de la emision fluorescente capturada en
secciones al azar de cada condicion. Se puede observar que la emision de
fluorescencia en los tumores tratados con DOX libre, asi como con
DOX@MSNPs, es similar, pero es significativamente mayor en los tratados con
DOX@MSNPs@PA17. Estos resultados corroboran la eficiencia antitumoral
mejorada de las DOX@MSNPs funcionalizadas y dirigidas al TME con la
proteina ligando PA17.

2 2 Dl DOX@MSNPs DOX@MSNPs@PA17

% % %
8 *k .
=1 DOX Libre
6 ﬁ EE DOX@MSNPs
s B DOX@MSNPs@PA17
]

Fluorescencia (u.arb.) DOX
en el tumor
n
1

Figura R.38. Deteccion de DOX en los tumores 48 horas tras el tratamiento
intravenoso. (a) Imagenes de microscopia confocal representativas de la fluorescencia
correspondiente a la DOX del TME. Barra de escala = 100 um. (b) Diagramas de barra
(media £ DE) de la cuantificacion de la fluorescencia roja en los 3 grupos
experimentales. n=7 por grupo. p-valor para la prueba Brown-Forsythe y Welch ANOVA
< 0,001. Los p-valorves para la prueba post-hoc Games-Howells se indican con
asteriscos: (valores de p: (ns) = 0,14, (**) = 0,001, (***) < 0,001).
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4.6.2. Estudio de la neovasculatura tumoral

Existen diversos estudios descritos en la bibliografia en los cuales, cuando se
emplean NMs dirigidos hacia la vasculatura tumoral, se observa una disminucion
significativa en el desarrollo tumoral acompafiado de una reduccion la
neovasculatura en el estroma tumoral [170,213,214]. Los tumores so6lidos no
pueden crecer mas de un tamafio de 2 mm?® sin una neovasculatura que les
proporcione oxigeno y nutrientes, por lo que la estrategia de destruir dicha
vasculatura tumoral resulta clinicamente relevante en el tratamiento del cancer
[215].

Este estudio se realizO para demostrar que el tratamiento con
DOX@MSNPs@PA17 afecta a la neovascularizacion tumoral y al TME, areas
hacia donde se dirige el nanosistema. Para evaluar la disminucion inducida en la
vasculatura intratumoral, se realiz6 la imagen por fluorescencia y cuantificacion
en secciones de parafina de los tumores tefiidas con hematoxilina-eosina
utilizando microscopia confocal. Los eritrocitos, localizados en los vasos
sanguineos, presentan una fluorescencia roja intensa cuando son examinados bajo
laser de fluorescencia verde. Mediante ajustes especificos que permiten distinguir
los eritrocitos del resto de tejido, se puede cuantificar la extension de la
vasculatura utilizando estos métodos de imagen.

El examen de las secciones tumorales (Figura R.39a) revel6 una disminucion en
la cantidad de vasos en el estroma tumoral en ratones tratados con las
DOX@MSNPs@PA17 frente a los ratones control (PBS) y tratados con
DOX@MSNPs no dirigidas. La cuantificacion de la vasculatura intratumoral
(Figura R.39D) en las secciones histologicas confirm6 una reduccion significativa
en la cantidad de vasos para los tumores tratados con
DOX@MSNPs@DOXPA17.

Por lo tanto, esta disminucidon de la neovasculatura en los tumores tratados con
DOX@MSNPs funcionalizadas con el ligando PA17, junto con la destruccion de
otras células de sostén del TME donde también se expresa TEMS, indican que el
nanosistema sigue el comportamiento esperable de acuerdo con la hipétesis de su
disefio, inhibiendo significativamente el desarrollo tumoral con respecto al grupo
control, el farmaco libre y las DOX@MSNPs sin direccionamiento.

162



RESULTADOS Y DISCUSION

a
Sin tratamiento. DOX(@MSNPs DOX@MSNPs@PAL7
W~ ¥ 7 dm
b 0.5 * k%
- | KoKk
22 04+ [ . .
£.8 T 1 Sin tratamiento
2 2
6 8 037 Bl DOX@MSNPs
o v
= § 0.2+ B3 DOX@MSNPs@PA17
£ & L
é § 0.1+
g
0.0 T 1

Figura R. 39. Estudio de la vasculatura intratumoral en tumores de melanoma murino
subcutdneos. (a) Imdgenes de microscopia confocal de las masas tumorales embebidas
en parafina y tefiidas con hematoxilina-eosina. Los vasos sanguineos (color rojo
brillante) se encuentran serialados con flechas blancas. (b) Diagramas de barra
(media + DE) de la cuantificacion de la fluorescencia roja correspondiente a los vasos
sanguineos. Los datos se encuentran normalizados frente a la fluorescencia verde del
estroma. p-valor ANOVA de una via < 0,001. Los p-valores para el analisis post-hoc de
Tukey se indican con asteriscos: (valores de p:(***) < 0,001). n= 10 por grupo.

4.7. El ligando PA17 es versatil y permite dirigir
otro tipo de nanosistemas a tumores

El séptimo y ultimo objetivo propuesto en esta tesis doctoral consistié en
validar la versatilidad de la proteina ligando PA17 para el direccionamiento
de otros nanosistemas al TME. Como nanosistema alternativo, se escogio una
NP que se estaba desarrollando en el laboratorio por mi compaiiero Andrés Ramos
Valle, en colaboracion con el grupo de Quimica de Acidos Nucleicos del Instituto
de Quimica Avanzada de Catalufia.
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Estas NPs de silice compacta, sintetizadas por el método de Stober modificado,
incorporan en su interior un oligonucleoétido que contiene multiples unidades de
5-fluoro-2’-deoxyuridina (floxuridina o 5-FU). Este oligonucleétido, que en
concreto consta de 10 unidades (FdU o), ha demostrado una eficiencia mejorada
en comparacion a su administracion en forma monomérica. Ademas, su
incorporacion en nanoformulaciones, ha demostrado una eficiencia in vivo
mejorada en comparacion al oligonucleotido libre [216-219]. En este estudio se
conjug6 el oligonucledtido al fluorocromo Cy5 (FdU;o-Cy5@SiO,), lo cual
permite detectar las NPs mediante técnicas de fluorescencia.

Los estudios de sintesis, encapsulacion del FdU;o en las particulas,
comportamiento y efectos in vitro, se describen en la tesis de mi compafiero
Andrés Ramos Valle. Las NPs presentaron un diametro medio de 209 £ 5,1 nm y
un potencial { de -28,2 + 2,3 medido mediante DLS. Del mismo modo que actua
el farmaco quimioterapico floxuridina, estas NPs interfieren con la sintesis del
ADN, impidiendo su replicacion y provocando un arresto del ciclo celular en fase
GO0/G1. Para el direccionamiento de este nanosistema con la proteina ligando
PA17, se procedio a su funcionalizacion siguiendo el protocolo de conjugacion
electrostatica descrito en este trabajo (FdUo-Cy5@SiO,@PA17).

Para evaluar el efecto quimioterapico del nanosistema dirigido frente al
nanosistema sin dirigir, se emple6 el modelo de melanoma murino descrito en la
seccion de Materiales y Métodos 3.4.2.2. El protocolo para la administracion de
tratamientos se encuentra explicado en la Figura MM.13. Se establecieron 3
grupos experimentales: (i) ratones inyectados con PBS (grupo control),
(i1) ratones inyectados con FdU;o-Cy5@SiO; y (iii) ratones inyectados con
FdUo-Cy5@SiO.@PA17. Los tratamientos se administraron de forma sistémica
adias 4, 7y 10 de progresion tumoral y a las 48 horas después de aplicar el ultimo
tratamiento, los ratones fueron sacrificados. Se inyectaron 500 pg de NPs por
tratamiento. Se analizé el peso de los tumores, que se normalizo frente al grupo
control para cada experimento y se evaluo la fluorescencia correspondiente a la
acumulacion de Cy5 mediante el [IVIS®. Ademas, se monitoriz6 el peso de los
ratones durante todo el experimento. Los resultados se encuentran reportados en
la Figura R.40.
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Figura R.40. Direccionamiento y actividad antitumoral del nanosistema
FdUi10-Cy5@SiOx@PAl7en un modelo de melanoma subcutineo. (a) Diagramas de
barra (media = DE) del porcentaje del peso tumoral de cada grupo experimental en
relacion con el grupo control, establecido en el 100%. n=10 por grupo. p-valor para la
prueba de Welch = 0,006. (b) Diagramas de barra (media + DE) de la cuantificacion de
la fluorescencia total de los tumores mediante el IVIS®. n=5 por grupo. p-valor para la
prueba de Brown-Forsythe y Welch ANOVA = 0,004/0,008. Los p-valores para la prueba
post-hoc Games-Howells se indican con asteriscos: (valores de p: (ns) = 0,78;
(*) = 0,04; (**) = 0,01). (c) Monitorizacion del peso de los ratones en cada grupo
experimental durante los dias de tratamiento.
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Como se puede observar en la Figura R.40a, las NPs FdU;o-Cy5@SiO»
funcionalizadas con la proteina ligando muestran una reduccién significativa en
el crecimiento tumoral con respecto a las NPs FdUo-Cy5@SiO- sin funcionalizar
(48,6 £ 18 % vs 95 + 40,6%). Estos resultados se explican por la mayor
acumulacion de las NPs funcionalizadas en los tumores, tal y como muestra la
cuantificacion de fluorescencia correspondiente al fluorocromo Cy5 en los
tumores (Figura R.40b). Esta mayor fluorescencia en los tumores es a su vez un
indicativo del correcto direccionamiento de las NPs FdU;o-Cy5@SiO; gracias a
la proteina ligando PA17. Al igual que en los experimentos anteriores, se observo
que ninguno de los tratamientos inducia cambios aparentes en el peso de los
ratones durante el tiempo de tratamiento (Figura R.40c).

Finalmente, se localizo la fluorescencia correspondiente al FdU;o-Cy5 en los
tejidos tumorales mediante microscopia confocal. Tras la diseccion, fragmentos
de los tumores se sometieron a una IF in vivo frente al dominio extracelular del
receptor TEMS. En la Figura R.41, se puede apreciar como la fluorescencia
correspondiente a FdU;o-Cy5 (canal rojo) se encuentra difuminada por las
regiones donde abunda el receptor TEMS (canal verde).

Niicleos/TEMS8/FAU,,-Cy5@SiO,@PA17

100 um

Figura R.41. Andlisis de NPs FdU1o-Cy5@SiO2@PA17 en tejido tumoral en relacion
con TEMS. Imagen representativa de microscopia confocal de los tumores tratados con
NPs FAUI10-Cy5@SiOx@PA17. Se muestra la IF de TEMS en el TME (en verde). El

oligonucleotido y algunas NPs sin disolverse se observan en el canal rojo.

Estos hallazgos sugieren que el ligando PA17 posee una versatilidad notable,
permitiendo dirigir diversos tipos de nanosistemas hacia el TME. En este estudio,
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se ha logrado una inhibicion eficiente del desarrollo tumoral, independientemente
del agente antitumoral encapsulado dentro de las NPs. Este resultado subraya la
capacidad del péptido PA17 para potenciar la acumulacion selectiva de las NPs
en el entorno tumoral, lo cual es crucial para mejorar la eficacia terapéutica y
reducir los efectos secundarios no deseados en tratamientos contra el cancer. Asi,
el uso de ligandos como PA17 podria representar una estrategia prometedora para
el disefio y la optimizacidon de nanosistemas terapéuticos dirigidos.

167






CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

Conclusiones

1. Se han disefiado, producido y purificado 4 proteinas recombinantes
inspiradas en la secuencia y estructura del antigeno protector de la toxina
del antrax para el direccionamiento de nanoparticulas al receptor de
membrana TEMS. Estas incorporan una secuencia policatidnica que
permite su bioconjugacion electrostitica estable y orientada en la
superficie de las nanoparticulas.

2. Los ligandos disefiados muestran alta afinidad y especificidad por el
receptor de membrana TEMS8 en el modelo de sobreexpresion in vitro
disefiado, siendo la proteina ligando PA17 la que mejores resultados ha
mostrado. Este ligando ensambla una biocorona estable bajo condiciones
fisioldgicas manteniendo su afinidad por el receptor TEMS.

3. Enmodelos de melanoma murino, la proteina ligando PA17 inyectada de
forma intravenosa muestra una alta especificidad por el microambiente
tumoral, donde se expresa TEMS.

4. El ligando PA17 muestra actividad antitumoral intrinseca tanto a nivel
local como administrada de forma intravenosa en modelos de melanoma
murino subcutaneos.

5. El nanosistema de silice mesoporosa portador de doxorrubicina
funcionalizado con la proteina ligando PA17 y dirigido especificamente
al receptor TEMS en tumores de melanoma murino subcutaneos, muestra
una eficiencia terapéutica mejorada con respecto al nanosistema sin
dirigir y al farmaco libre, administrado localmente o via intravenosa.

6. La proteina ligando PA17 es versatil y permite el direccionamiento de
otro tipo de nanoparticulas portadoras de oligonucleétidos de floxuridina
al microambiente tumoral, mostrando una eficiencia terapéutica
mejorada con respecto al sistema sin dirigir.
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El estudio del receptor de membrana TEMS8 como posible diana para el
tratamiento del cancer es muy novedosa. No fue hasta el afio 2000 cuando se
describié por primera vez el posible rol que desempefia en el microambiente
tumoral (TME) [117]. Desde entonces, cada vez son mas las publicaciones
cientificas que hacen alusion a este receptor, sefialando sus posibles ventajas en
comparacion a otras dianas, debido, principalmente, a su especificidad en la
neovasculatura tumoral y otras células de sostén
[87,90,120,160,167,175,220,221]. Actualmente, se trata de una diana que se
encuentra implicada en ensayos preclinicos y clinicos [166].

Por ello, con el objetivo de dirigir de forma especifica quimioterapias
nanoencapsuladas al TME, nos hemos centrado en el disefio y caracterizacion de
un ligando inspirado en la toxina del antrax, el ligando PA17. Este ligando posee
la mayoria de los residuos de interaccion con TEMS, a excepcion de 2, presentes
en el DII del antigeno protector (PA). Al igual que esta descrito en la bibliografia,
este ligando ha demostrado tener actividad antitumoral intrinseca [175] tras su
administracion intratumoral y sistémica en modelos de melanoma murino. Sin
embargo, seria interesante el disefio de nuevos mutantes de PA17 para aumentar
su afinidad por TEMS8. La toxina del antrax no solo se une a TEMS, sino que
también es capaz de unirse al receptor CMG2 (del inglés, Capillary
Morphogenesis Gene 2). Aunque este receptor también se sobreexpresa en
algunos tumores soélidos, tiene un patron de expresion mucho menos especifico
que TEMS [100,103,104,222,223]. Mediante mutaciones en residuos clave de PA,
se pueden generar mutantes que tengan mayor afinidad por TEMS, para disminuir
la posible inespecificidad cruzada por CMG2 [125, 224].

Por otro lado, se ha disefiado un nanosistema basado en MSNPs cargadas con
DOX para ser dirigidas al TME a través del ligando PA17. Teniendo en cuenta
que la limitacion en el tratamiento intravenoso de melanoma murino fue la baja
encapsulacion de farmaco en el nanosistema, y, por ende, la cantidad de
DOX@MSNPs que se pudieron administrar (1.5 mg/kg), se deberia estudiar el
uso de otro tipo de nanosistema, por ejemplo, basado en lipidos. Estos, por lo
general, son capaces de encapsular mayores cantidades de fdrmacos. De este
modo, para mejorar aun mas el efecto terapéutico observado en la Figura R.36,
se podria aumentar la concentracion de administracion de la DOX hasta
2,5 mg/kg, a la vez que se reduce significativamente la cantidad en masa de NPs
que hay que administrar. Aumentando la cantidad de DOX encapsulada podria
inducir la apoptosis de las células del TME para evitar que entren en un estado de
senescencia debido a la menor disponibilidad de farmaco. Aunque como se vio
en los experimentos in vitro muchas de las células que entran en ese estado acaban

175



muriendo, algunas de ellas podrian generar resistencia a la apoptosis,
favoreciendo un relapso tumoral [201].

Ademés, independientemente del tipo de NM que se elija, seria relevante estudiar
la cantidad 6ptima de proteina ligando que se afiade a la superficie de los NMs.
Como se describid en la introduccion, normalmente, estos ligandos se afiaden en
exceso, y esto puede provocar que la eficiencia de interaccion entre el ligando y
el receptor no sea optima.

Por otra parte, seria conveniente realizar estudios de supervivencia de los ratones
y evaluar el posible relapso tumoral después de las 3 administraciones sistémicas
del nanosistema dirigido. En estos estudios habria que incluir el control de
parametros relevantes a nivel inmunolégico tras la administracion de los
tratamientos. Esta descrito en la bibliografia que la administracion de PA que se
emplea para lograr la inmunizacion de animales frente al antrax, induce
respuestas inmunes mediadas por linfocitos T [225-228].

Finalmente, con respecto a los modelos animales propuestos en esta tesis, cabe
destacar que también se ha desarrollado un modelo de melanoma murino
metastasico que recrea los modelos humanos de carcinomatosis peritoneal. Se
trata de tumores primarios gastrointestinales (cancer de colon o géstrico) o
ginecoldgicos (cancer de ovario) que tienen el potencial de metastatizar y crecer
en la cavidad peritoneal. Cuando se trata de un céncer de ovario epitelial, la
metastasis peritoneal ocurre casi en un 100% de los casos. Actualmente no existen
tratamientos demasiado efectivos y resulta muy complicado extirpar todo el tejido
tumoral una vez se ha diseminado por toda la cavidad peritoneal. Esto conlleva a
que, en algunos pacientes, las metastasis se vuelvan a desarrollar posteriormente.
Se trata, por lo tanto, de un reto en la medicina actual [146-148].

Después de la caracterizacion del modelo tal y como se describio en la
Figura MM.11, se estudi¢ la expresion del marcador TEMS8 en el TME. Las
imagenes obtenidas mediante microscopia confocal revelaron (Figura PF.1a) que
este marcador también se expresaba en el modelo de melanoma murino
metastasico, al igual que ocurria con los modelos subcutaneos. Este marcaje se
correspondia con la neovasculatura tumoral. Ademas, se llevo a cabo una mejora
en la deteccion de la carga tumoral mediante el trasplante de células de melanoma
murino que expresan de forma estable una proteina fluorescente roja (B16F10-
RFP). Mediante la cuantificaciéon de fluorescencia roja en sangre de ratones
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portadores de melanoma peritoneal (Figura PF.1b), se podria reportar a tiempo
real el crecimiento tumoral.

a b

TEMS

T T
Diall Dia 14

100 pm

Intensidad Fluorescencia (u.arb.)

Figura PF.1. Modelo de melanoma murino metastdsico: carcinomatosis peritoneal.
(a) Imagen de microscopia confocal donde se muestra la IF del receptor TEMS8 en el
TME. Se observa el marcaje de la neovasculatura tumoral. (b) Cuantificacion de la
fluorescencia en sangre de la proteina RFP en ratones portadores de melanoma
metastasico, 11 y 14 dias post trasplante celular. Cada raton se muestra como un punto
independiente.

Este nuevo modelo de melanoma metastasico, que resulta menos agresivo que el
melanoma metastasico pulmonar, resultaria 1til para estudiar el direccionamiento
del nanosistema desarrollado en este trabajo o de otras terapias dirigidas a nivel
sistémico.

Todos estos experimentos futuros podrian contribuir a la mejora de este estudio y
estar un paso mas cerca de la aplicabilidad en clinica de este trabajo a través del
direccionamiento de nanomedicinas al tumoral TEMS8 mediante el ligando PA17.
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