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RESUMEN

El cdncer es una enfermedad de distribucion mundial con cifras de morbimortalidad
elevadas convirtiendo en una prioridad la investigacion en este campo. Los
microtubulos y los filamentos de actina participan en la divisién celular por lo que son
diana de las principales terapias antineoplasicas. La Nanotecnologia es una ciencia en
auge, en la que los nanomateriales estan adquiriendo relevancia en la medicina. Los
Nanotubos de carbono (Carbon NanoTubes: CNT) comparten propiedades
estructurales con los elementos del citoesqueleto ejerciendo asi un papel como
estabilizadores de microtubulos y filamentos de actina alterando el ciclo celular y
modificando el fenotipo celular. Debido a las resistencias tumorales generadas por
antineoplasicos tradicionales y el diferente mecanismo de accidén de los CNT, estos se
presentan como un grupo innovador de estabilizadores de microtubulos que podrian
emplearse como adyuvante antineoplasico. En este trabajo se investigd el efecto de la
interaccion de Nanotubos de carbono multipared (Multiwalled Carbon NanoTubes:
MW(CNT) con filamentos de actina en células tumorales Hela y B16F10. Se observo que
las células Hela y B16F10 expuestas a MWCNT presentaron una disminucién en la
proliferaciéon celular dosis dependiente. Se analizaron alteraciones fenotipicas por
redistribucion de los filamentos de actina, sugiriendo la interferencia de los MWCNT
con la dinamica de los filamentos de actina. Estos datos indican un efecto
antiproliferativo, antineoplasico y modulador fenotipico por parte de los MWCNT en
ambas lineas celulares.

Palabras clave:
ABSTRACT

As cancer is a worldwide disease with high morbimortality research in this field is a
priority. Microtubules and actin filaments are implicated in cell division so they are the
main target of anticancer therapies. Nanotechnology is a booming science, in which
nanomaterials are gaining importance in medicine. The CNT share structural properties
with cytoskeletal elements thereby exerting a role as microtubule- and actin filaments
stabilizing agents triggering alterations in the celular cycle and modifying cellular
phenotype. Due to tumor resistance to traditional antineoplastic therapies and
different action mechanism of CNT, these nanomaterials are presented as an
innovative microtubule-stabilizing group that could be used as anticancer adjuvant.

In this work was investigated the MWCNT interaction with actin filaments effect in
Hela and B16F10 tumor cells. It was noticed that HeLa and B16F10 cells exposed to
MWCNT showed a reduced cell proliferation dose-dependent. Phenotypic alterations
because of redistribution of actin filaments was analyzed, suggesting MWCNT
interference with actin filaments dynamic. These data prompt a MWCNT
antiproliferative, antineoplastic and phenotypic modulator effect in both cell lines.

Keywords:
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INTRODUCCION

EL CANCER

El cancer es una de las principales

causas de morbimortalidad en todo el 16 -
mundo. De acuerdo con el Informe 14 -
7 . w
sobre el cancer de 2014 de la Agencia €12 -
. . .y o
Internacional de Investigacion del £ 10 -
, . H Q.
Canc_er (IARC), en 2(_)12, a nivel mundial s s Incidencia
surgieron aproximadamente 14 P i
. . 2 6+ Mortalidad
millones de nuevos casos y 8,2 millones S
de muertes, y a nivel europeo se S 41
estimd una incidencia de 3,5 millones y 2 -
una mortalidad de 1,8 millones (Figura 0 ' ‘
1). Y se calcula que se incrementara en Mundial Europeo

un 70% la incidencia en los préximos 20 Figura 1. Representacion grafica de la incidencia y
afios. Estas cifras suscitan un gran mortalidad por cadncer en 2012 a nivel mundial y
interés en el campo de la investigacic')n europeo, segln datos recogidos por la IARC.
promoviendo el estudio patogénico de

la enfermedad con objeto de desarrollar nuevos métodos preventivos, diagndstico
precoz y terapias individualizadas al tratarse de una enfermedad muy variable.

El cancer es una enfermedad caracterizada por la existencia de una proliferacion
anormal de células con capacidad de invadir 6rganos y tejidos, y diseminarse a
distancia via hematica o linfatica, esta propiedad denominada metastasis le otorga su
caracter maligno. La base de esta enfermedad reside en la interaccion de factores
genéticos y ambientales de tipo fisico, quimico y/o bioldgico que conducen a la
produccion de un cumulo de mutaciones en genes implicados en los mecanismos
reguladores del funcionamiento, proliferacion, diferenciaciéon y muerte celular.!

El tumor se origina a partir de la alteracién genética de una unica célula normal que
estimula su proliferacién anormal generandose una poblacién clonal a partir de ella.
Posteriormente se producen progresivamente mutaciones en las células de dicha
poblacién tumoral pudiendo realizarse una seleccién de aquellos clones con los
fenotipos celulares mas resistentes dentro de la masa tumoral (Figura 2). Esta es una
de las estrategias de adaptacién de la masa tumoral inherente al proceso de
transformacién celular, que implica el desarrollo de resistencia a farmacos. Esta es la
razon por la que las terapias antineopldsicas basadas en actuar sobre genes o
proteinas alterados suelen presentar una eficacia limitada ya que el cancer acaba
desarrollando resistencia a dichos tratamientos.

Las principales caracteristicas que diferencian las células cancerosas de las células
normales se han ido convirtiendo en diana de los agentes antineopldsicos mas
utilizados en la actualidad. Dentro de estas caracteristicas tumorales se encuentran la
ausencia de inhibicién de la proliferacién dependiente de la densidad, la escasa
diferenciacién que permite una alta tasa de division celular, la ausencia de muerte
celular programada o apoptosis.
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Independientemente de las mutaciones genéticas que llevan a la transformacién
tumoral de las células, la division celular es necesaria para la progresién del tumor, por
lo que su bloqueo mediante la interferencia en la dindmica del citoesqueleto es un
mecanismo fenotipico que a priori podria permitir tratar cualquier tipo de cancer.*®

Factores

genéticos

+

Factores

ambientales
—

B

Seleccion
cIonaI

Inestabilidad
genomlca
—
Figura 2. Desarrollo tumoral.

A. Poblacién celular normal (naranja), B. Transformacion célula normal en tumoral (azul) por alteracion genética
estimulada por factores genéticos y ambientales, C. Poblacion monoclonal de células tumorales (azul), D.
Poblaciones monoclonales de células tumorales por alteraciones genéticas posteriores (verde, morado), E.
Seleccién de poblaciones clonales de células tumorales con fenotipos mas resistentes (verde, morado, rojo).

EL CITOESQUELETO

El citoesqueleto es una red tridimensional de filamentos proteicos que se extiende
por el citoplasma de todas las células eucariotas. Se trata de una estructura dinamica
gue se reorganiza continuamente segun la célula se mueve y cambia de forma. Estd
implicado en diversas funciones fundamentales para la célula, tales como su
morfologia, viscosidad
citoplasmatica, movimientos
celulares internos y externos, y
division celular, tanto en la
cariocinesis donde participa en la
separacion de las cromatidas
como en la citocinesis etapa en la
que se divide el citoplasma.’

Actina/Hoechst/Tubulina

El citoesqueleto esta compuesto
por tres tipos de filamentos en
las  células eucariotas de
mamiferos: filamentos de actina,
filamentos intermedios y
microtubulos que se unen a los

B ] Figura 3. Citoesqueleto de Célula Hela.
organulos intracelulares y a la | a Micrografia laser confocal, B. Canal tubulina, C. Canal actina,

membrana plasmatica mediante | D.Canal ADN.

proteinas accesorias (Figura 3).
Filamentos de actina

La actina es la proteina citoesquelética mas importante de la mayoria de las células.
Los filamentos de actina se forman a partir de mondmeros, actina globular/G, proteina
de 375 aminodcidos (43kDa). Cada mondmero tiene sitios de unidén que median la
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interaccidon cabeza con cola con otros dos monémeros de actina, de esta forma la
actina G polimeriza formando filamentos, actina fibrilar/F. El filamento de actina se
forma a partir de dos hebras de actina fibrilar enrolladas en espiral con un didmetro de
7 nm vy longitud variable (Figura 4). Los filamentos de actina presentan polaridad
debido a que todos los monémeros de actina estan orientados en la misma direccion,
distinguiéndose un extremo (+) y un extremo (-). Asimismo, son capaces de crecer por
adicién reversible de mondmeros a ambos extremos, siendo la polimerizacién en el
extremo (+) cinco a diez veces mas rapido que en el extremo (-).!

Dentro de la célula, los filamentos de actina se organizan formando fasciculos o redes
tridimensionales, que se localizan principalmente bajo la membrana plasmatica en
forma de red unida a proteinas que constituye el cortex celular (Figura 4). Esta
estructura contribuye a establecer el fenotipo celular ya que proporciona un soporte
mecanico, determina la forma celular y permite el movimiento de la superficie celular,
pudiendo asi llevar a cabo acciones como migracién, fagocitosis o division. Otras
funciones en las que participan los filamentos de actina incluyen el movimiento
intracelular y el control de la citocinesis, en el cual participa formando un anillo
contractil junto con la miosina que divide el citoplasma en dos.

OO00 OO

D e -
TR SR L RS SR LA

Actina G
7 nm

Figura 4. Representacion esquematica de los filamentos de actina.”

A. Imagen y Micrografia electrénica de transmisién (derecha) de Filamento de actina.
B. Imagen de fasciculos de filamentos de actina.

C. Imagen de redes de filamentos de actina.

La Faloidina es una micotoxina producida por el hongo Amanita phalloides que se une
fuertemente a los filamentos de actina impidiendo su despolimerizacién. Se emplea en
combinacién con un marcador fluorescente para visualizar la distribucion de los
filamentos de actina mediante microscopia de fluorescencia.’

NANOMEDICINAS CONTRA EL CANCER



Las fibras de estrés son haces contractiles de | actina/Hoechst
filamentos de actina, entrelazados por a-
actinina, que anclan a la célula ejerciendo
tensién sobre el sustrato (Figura 5). Estdn
unidas a la membrana plasmatica en las
adhesiones focales a través de la integrina,
qgue también se utilizan para establecer
contacto con células adyacentes,
componentes tisulares y otros sustratos.’

A

Figura 5. Fibras de estrés en Células Hela.
Filamentos intermedios A. Micrografia laser confocal, B. Canal actina
(gris).

Fibras de estrés (flechas blaincas y amarillas).

Los filamentos intermedios estan distribuidos
en todas las células eucariotas, pero predominan en células neuronales y epidérmicas.
Su funcion es principalmente estructural, proporcionando resistencia mecanica a las
células y tejidos.

Los filamentos intermedios estan
constituidos a partir del ensamblaje de
dos a-hélices conformando dimeros
helicoidales que se unen lateralmente
formando tetrameros en posicidn
antiparalela. Los tetrdmeros se unen por F.igura 6. ‘ Represgnta7cién esquematica de los
filamentos intermedios.

sus extremos dando IUgar a Imagen y Micrografia electronica de transmision
protofilamentos de 2 nm que se unen | (debajo) de filamentos intermedios.
lateralmente en protofibrillas de 4 nm, y

por union de cuatro protofibrillas se forma el filamento intermedio de 10 nm de
didmetro (Figura 6). Los filamentos intermedios se relacionan entre si y con otras
estructuras celulares mediante proteinas, formando fasciculos y redes.™’

Existe una gran variedad de filamentos intermedios en funcién de la proteina que los
genera, expresandose especificamente en distintos tipos de células. Y a pesar de las
diferencias en tamafio y secuencia de aminoacidos, presentan una organizacion
estructural comun.

Microtubulos

Los microtubulos son estructuras altamente versatiles que intervienen en la
morfologia celular, la divisidén celular y el movimiento intracelular y extracelular.?

Los microtubulos se forman a partir del ensamblaje de los mondmeros a- y - tubulina,
que son proteinas globulares de 55 kDa, formandose el heterodimero af-tubulina,
mientras que la y-tubulina se localiza en el centrosoma donde interviene en el inicio
del ensamblaje de los microtubulos. Los dimeros se unen longitudinalmente formando
los protofilamentos, los cuales se asocian lateralmente alrededor de un centro hueco
en grupos de 13 protofilamentos constituyendo el microtubulo de 25 nm de didmetro
y longitud variable (Figura 7).%’
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Debido a la organizacién de
los protofilamentos, los
microtubulos adquieren
una polaridad intrinseca
con dos extremos
diferenciados, un extremo
(+) formado por un anillo
de [-tubulina que es de
crecimiento rapido y por
tanto mads dindmico, y otro
extremo (-) formando por
un anillo de a-tubulina que
es de crecimiento lento.®’

Protofilamento

La capacidad que S
t | iadel Figura 7. Representacidn esquematica de los microtubulos.
presentan la mayoria de los A. Imagen de heterodimero afB-tubulina.

microtubulos para B. Imagen y Micrografia electrénica de transmision (derecha) de
continuamente someterse | Microtubulo.

a ciclos de polimerizacion y

despolimerizacidon se conoce como inestabilidad dinamica, que permite su renovacion
continua y rapida, esencial para el remodelado del citoesqueleto durante la mitosis.”

El centro organizador de microtubulos (COMT) es una estructura que como su nombre
indica permite organizar los microtubulos en interfase, asi como formar el huso
mitotico en la division celular, controlar el ensamblaje y polaridad de los microtubulos.
Existen dos estructuras que actéian como COMT, el centrosoma y los cuerpos basales.

El centrosoma sirve como lugar de inicio del
ensamblaje de los microtubulos, los cuales se | Actina/Hoechst/Tubulina
anclan a él a partir de sus extremos (-).! En la célula
interfasica, el centrosoma se localiza cerca del
nucleo y los microtubulos se extienden hacia la
periferia celular (Figura 8).! Esta organizacion
centrosomal del citoesqueleto de microtubulos
genera un patrén radial de filamentos que es crucial
para organizar el trafico vesicular a nivel
intracelular y la distribucién de las organelas en la
célula interfasica.”® En la célula mitdtica, los
centrosomas se duplican para formar dos COMT
separados en polos opuestos del huso mitético, el
cual se forma por despolimerizacion de la matriz | figyra 8. Microtdbulos.
microtubular de la interfase y reorganizacién del | Micrografia confocal de células Hela:
pa.tr,c').n radial de microtubulos (Figura 8).% El huso :\::;:fi;sicamic(rf‘l’gsﬁ:'arblanec';), clj'uus'z
mitotico es responsable, durante anafase de la | nitstico de célula en anafase B de la
mitosis, de la segregacion y distribucién de los | mitosis (flecha amarilla).
cromosomas a las células hijas mediante la
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separacién y migracion de las cromatidas hermanas a polos opuestos del huso.' En
esta fase los microtubulos son altamente dindmicos, de 20 a 100 veces mayor.lz’13

ANTINEOPLASICOS CONTRA EL CITOESQUELETO

De acuerdo con las funciones del citoesqueleto, la interferencia con su dindmica
producird importantes cambios en la morfologia y division celular generandose
aberraciones en el huso mitético, aneuploidias o multinucleacién, que pueden
conducir a la muerte celular. Razén por la cual, son diana de multiples agentes
antineoplasicos tradicionales, con un amplio rango de tumores frente a los que son
eficaces.” A pesar de que los farmacos dirigidos contra el citoesqueleto de actina
suponen una gran promesa por su efecto bloqueante de la migracion y proliferacion
celular no consiguen superar los ensayos preclinicos debido a la incapacidad de
discriminar entre el citoesqueleto de actina de las células tumorales del de las células
musculares sanas generando una gran cantidad de efectos secundarios.”>™® Sin
embargo, los farmacos que actuan sobre el citoesqueleto de microtdbulos son una
herramienta fundamental en la terapia contra el cancer.

La forma de actuacion de los antineoplasicos sobre el citoesqueleto de microtubulos
consta de dos fases. En una primera fase, el farmaco interfiere con los microtubulos
como agente desestabilizador o estabilizador de microtubulos inhibiendo el correcto
alineamiento de los cromosomas en metafase y el ensamblaje del huso mitdtico,
bloqueando asi la célula en metafase.*® Y en una segunda fase interviene el Punto de
control del ensamblaje del huso mitdtico (Spindle Assembly Checkpoint: SAC), se trata
de un mecanismo que controla que se produzca el correcto alineamiento de los
cromosomas en metafase con el fin de evitar la inestabilidad gendmica y la
aneuploidia, por ello al producirse anomalias en la mitosis el SAC permanece activado
de forma prolongada desencadenando la muerte celular por apoptosis u otros
mecanismos, fenémeno conocido como catdstrofe mitética,® que implica la
destruccion de las células tumorales.

Los fdrmacos antineoplasicos que interfieren con la dinamica de los microtubulos se
pueden clasificar segiin su mecanismo de accién en dos familias.’

Agentes desestabilizadores de microtibulos o inhibidores de polimerizacion de
microtubulos. Son la colchicina y analogos como los alcaloides de la vinca (vinblastina,
vincristina, vindesina, vinorelbina y vinflunina).

Estos agentes se wunen al mondémero PB-tubulina produciendo cambios
conformacionales en el heterodimero aB-tubulina que impiden su polimerizacién para
formar el protofilamento de tubulina (Figura 9. A, B).? Su efecto final es el
desensamblaje de la matriz de microtubulos interfasica y el bloqueo de la divisidn
celular en metafase, produciéndose la muerte celular.'® Este grupo de antineopldasicos
puede emplearse de forma aislada o en combinacién con otros tratamientos.

Agentes estabilizadores de microtubulos o inhibidores de despolimerizacion de
microtubulos. Son los taxanos (paclitaxel, docetaxel y cabazitaxel), de los cuales el
paclitaxel, comercialmente denominado Taxol® es el quimioterdpico prototipo.
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Estos agentes interaccionan con un bolsillo lateral de la B-tubulina polimerizada (Figura
9. C) produciéndose cambios estructurales en el heterodimero de tubulina que
estabilizan el protofilamento e inhiben la despolimerizacién del microtibulo.” En
consecuencia se forman en interfase, microtubulos mas cortos y estables; y en mitosis,
husos mitéticos aberrantes que conducen a la apoptosis por detencidn del ciclo celular
en la fase de transicion G2/M.% Los taxanos son activos frente a una gran variedad de
tumores y pueden utilizarse con radioterapia neoadyuvante.

Otro agente  estabilizador de
microtubulos son las epotilonas, que
se unen al mismo sitio de la B-tubulina
(Figura 9. D).*! Aunque todavia se
encuentran en fase de estudio, los
ensayos clinicos realizados han
demostrado una potente actividad
citotdxica, incluso en canceres
refractarios a taxanos, y con menos
efectos secundarios.?

A. Colchicine B. Vinblastine
- %

e

C. Paclitaxel

Sin embargo, son dos los principales
elementos que pueden conducir a la
resistencia tumoral frente a los
quimioterdpicos en general. En primer
lugar, las células cancerosas
desarrollan mecanismos para evitar

los efectos del antineopldsico; y en ] - - ] ]
Figura 9. Sitios de unién de tubulina para farmacos y

Segundo IUgar' la quimioterapia actua nanotubos de carbono. Estructura de los heterodimeros
como un medio de seleccidn | de tubulina (a-tubulina: azul, B-tubulina: magenta)

eliminando las células tumorales no unidos a los desestabilizadores (arriba) y estabilizadores
(abajo) de microttbulos.’

resistentes Y perm'tlendo la A. Colchicina, B. Analogos de la vinca, C. Taxanos. D.
supervivencia y el crecimiento de | Epotilonas, E. Nanotubo de carbono (rojo).

aque“as células tumorales que evaden Sitio de unién del farmaco a la tubulina: verde.
el efecto del farmaco.?
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Los mecanismos tumorales de resistencia frente a los agentes que interfieren con los
microtubulos se basan en mutaciones o modificaciones post-traduccionales en el sitio
de unién del farmaco a la tubulina, cambios en las proteinas reguladoras de
microtubulos y modificacidon de las vias de sefializacidon para acortar o promover un
SAC débil. Cuando el SAC se debilita, se inactiva a pesar de las anomalias en la mitosis
produciéndose una salida precoz de ella por un mecanismo denominado deslizamiento
mitdtico, evitando de esta forma el efecto apoptético del farmaco.?

Las halicondrinas son unos compuestos también dirigidos contra los microtubulos, que
actualmente estan siendo estudiadas con el propdsito de superar la resistencia a los
quimioterdpicos mencionados. Sin embargo, la inestabilidad gendmica inherente al
cancer es un proceso activo que promueve la evolucién del tumor hacia la resistencia.’
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Por ello es esencial continuar la busqueda de nuevos tratamientos, que se combinen o
sustituyan a los farmacos tradicionales en su lucha por erradicar las células del cancer.

Actualmente, los expertos opinan que la mejor forma de evadir la resistencia tumoral a
estos farmacos y mejorar su efecto citotdxico seria obstaculizar la salida de mitosis
aguas abajo del SAC inhibiendo asi el deslizamiento mitético.**

Los nanomateriales se postulan como una de las mejores alternativas, ya que emplean
estrategias muy diferentes a los farmacos convencionales.

LA NANOTECNOLOGIA

La Nanotecnologia es la ciencia que estudia el desarrollo y
funcionalidad de todo material cuyo tamafio sea nanométrico, en
la escala de 1 a 100 nm, siendo un nandmetro equivalente a la
mil millonésima parte de un metro (1 nm = 10°m) (Figura 10).>> | cabello humano
Existe una gran variedad de nanomateriales, algunos de ellos son | 80000nm

los nanotubos de carbono, dendrimeros, fulerenos, \
nanoparticulas de oxido de zinc, etc; que en funcion de sus
propiedades intrinsecas son empleados con diferentes fines.

Esta ciencia esta siendo aplicada en muy diversos campos como
medicina, medio ambiente, energia, comunicacidon e industria,
con resultados prometedores.

La aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud ha
permitido la creacion de una nueva disciplina, la Nanomedicina.
En ella, a partir de la interaccién molecular a nivel nanométrico
entre biomateriales y elementos intracelulares, se obtienen
efectos celulares vy tisulares, cuyo objetivo final es la creacién de
herramientas para la prevencion, el diagndstico y el tratamiento
de enfermedades, preferiblemente en estadios precoces.25
Actualmente las principales lineas de trabajo de la nanomedicina
se centran en el diagndstico precoz, el desarrollo de farmacos y la
regeneracion tisular.

B 40 nm

Una de las enfermedades en las que se estan estudiando la
potencial aplicacion de la nanoterapia es el cancer. Su principal
ventaja respecto otros tratamiento antineopldsicos es que no e ula de ADN
requiere un gen o proteina sobre la que actuar para destruir la anchura 2 nm

célula, por lo que la resistencia tumoral basada en adaptaciones
genéticas que permite evadir la accion de los habituales
antineoplasicos no afectan a los nanomateriales. Concretamente,
uno de los nanomateriales con los que se estan trabajando y que
esta mostrando resultados prometedores a nivel preclinico son | higrsgeno 0.1 nm
los nanotubos de carbono’. Figura 10. Medidas

en nanotecnologia.

Atomo de
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Los Nanotubos de Carbono

Los Nanotubos de carbono (Carbon
NanoTubes: CNT) son estructuras tubulares
de diametro nanométrico compuestos de
una, dos o multiples [dminas de grafeno
enrolladas, dependiendo de su proceso de
fabricacion;*® y se mantienen unidos
mediante fuerzas de Van der Waals, lo cual
les proporciona flexibilidad.?’

1.0-3.0nm

04-3.0nm 20-100.0 nm

Se pueden clasificar en dos tipos. Los _
Nanotubos de carbono de pared simple {
(Singlewalled Carbon NanoTubes: SWCNT), B
constan de una Unica capa de grafeno 5 _
enrollada con un didmetro de 0.4-3.0 nm y O O fu
una longitud de 20-1000 nm (Figura 11).%° ,

. Figura 11. Nanotubos de Carbono.
Los Nanotubos de carbono mUIt'pared A. Imagen tridimensional de SWCNT, B. Imagen
(Multiwalled Carbon NanoTubes: MWCNT), | tridimensional de MWCNT, C. Micrografia
estan compuestos por varios cilindros electrénica de transmision de CNTs con

. diferente numero de paredes‘.27

coaxiales, cada uno formado por una sola
capa de grafeno, y equidistantes entre ellos, presentan un didmetro externo de 2-100
nm e interno de 1-3 nm con una longitud de 1 a varios um (Figura 11).%°

Los CNT son un material prometedor para su empleo en el drea de la nanomedicina
debido a propiedades como su composicion carbonada, compatibilidad quimica,
capacidad de penetrar en tejidos y membranas celulares de mamiferos, caracter no
reactivo y resistente a acidos, bases y enzimas celulares, capacidad para interferir con
los mecanismos celulares biomecanicos, de proliferacién y movimiento celular y
capacidad de transportar fdrmacos, nanoparticulas o acidos nucleicos dentro de las
células®.

Los microtubulos y los CNT comparten muchas propiedades, tales como su estructuray
morfologia, ya que ambos son fibras nanométricas huecas de dimensiones similares
que se auto-ensamblan, de elevada flexibilidad y resistencia (Figura 12).°*%° La
principal diferencia entre ambos elementos reside en su comportamiento, mientras
que los microtubulos son muy dindamicos, los CNT son muy estables. Este conjunto de
propiedades son las que permiten la interaccién longitudinal entre los CNT y los
microtdbulos (Figura 9. E); in vitro, dando lugar a polimeros sintéticos;***! e in vivo,
produciendo cambios en la matriz

. , - 2
de microtubulos que la estabilizan.

Como se expuso previamente, en el
tratamiento del cancer, los
quimioterapicos disponibles mas
i s N, _ demandados son los dirigidos
Figura 12. Representacién esquemdtica y Microscopia contra los microtubulos, a pesar de
electrdnica de transmision: A. Microtubulos; B. CNT. las resistencias generadas por el
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tumor. Por ello una de las lineas de investigacidon contemporanea que busca erradicar
dichas resistencias se basa en la utilizacién de los CNT como agentes estabilizadores de
microtubulos.

La estabilizacidon de microtubulos a través de CNT tiene dos tipos de efectos en funcién
de la fase del ciclo celular en que actuen. En la interfase, los CNT producen
aberraciones en el centrosoma, ya que al unirse a los microtibulos promueven el
desprendimiento de su extremo (-) del centrosoma y desorganizacién del patron radial
del citoesqueleto de microtubulos. Este efecto altera la capacidad de migracién de las
células,***® pudiendo aplicarse como inhibidor de la propagacién y metastasis. Durante
la mitosis, los CNT provocan la catastrofe mitética que impide la proliferacion vy
migracion celular, ya que al interferir con la dindmica de los microtubulos del huso
mitotico se altera el ensamblaje del huso permaneciendo activo el SAC; pero también
se pueden producir aberraciones mitéticas y malsegregacion de cromosomas.?®34%

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento, tanto los CNT como el
resto de agentes que interfieren con la dindmica de los microtubulos generan los
mismos efectos, pero con un mecanismo de unién a los microtibulos completamente
diferente.> Los CNT no se unen a regiones especificas de la B-tubulina sino
longitudinalmente a los protofilamentos estableciéndose un contacto previsiblemente
mas estable que con los farmacos tradicionales (Figura 9). Este tipo de interaccién es
dificil de modificar por mutaciones puntuales en los genes de tubulina, reduciéndose el
riesgo de resistencia genética al efecto antiproliferativo y citotéxico de los CNT.
Ademds de que presumiblemente, potencien el efecto citotéxico de cualquier
antineoplasico retrasando la salida de mitosis y previniendo el deslizamiento
mitético.?*

Pero los CNT no se limitan a estabilizar los microtibulos, también actian como
estabilizadores de filamentos de actina, participando a la inhibicion de la divisidn
celular y la migracién. Estudios previos han demostrado la interaccién de los SWCNT
con los filamentos de actina y sus consecuencias, tales como la modificacion del
fenotipo celular mediante agregacion y redistribucidon de los filamentos de actina.*®
Por lo que el presente trabajo pretende valorar si los MWCNT pueden generar este
mismo efecto o incluso optimizarlo debido a dos de las principales ventajas de los
MWCNT respecto a los SWCNT. En primer lugar, el efecto citotoxico de los CNT
depende de su afinidad, en términos morfolégicos de didmetro y longitud, por los
diferentes elementos intracelulares,***”***? siendo los MWCNT mds selectivos ya que
interaccionan preferentemente con los microtdbulos y filamentos de actina,??*3%
mientras que los SWCNT pueden interaccionar con el ADN de doble cadena generando
efectos clastogénicos.>*3>38414>
En segundo lugar, las dimensiones
de los MWCNT les convierten en
una opcidn mas compatible para
interaccionar con los filamentos
de actina, ademas de presentar

una mayor superficie para dicha
2,15

Figura 13. Representacion esquematica y Microscopia ) ; ;
electrénica de transmisién: A. Filamento de actina, B. CNT. interaccion (Figura 13).
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OBJETIVOS

Los principales objetivos de este trabajo de fin de grado se centran en el estudio in
vitro de forma cualitativa y descriptiva del efecto de los MWCNT sobre los filamentos
de actina en dos lineas celulares muy diferentes entre ellas, HeLla y B16F10. Las
alteraciones en los filamentos de actina contribuirdn a la inhibiciéon de la division
celular y la migracion, asi como a la modulacién fenotipica de la célula.

Las células Hela son una linea celular de adenocarcinoma cervico-uterino humano.*®
Fue la primera linea de células inmortales debido a su resistencia a la apoptosis y
crecimiento muy agresivo, ya que siguen proliferando siempre que dispongan de un
medio adecuado. Son un modelo homogéneo, bien caracterizado y una de las
principales lineas celulares empleadas en el estudio de cancer.

Las células B16F10 son una linea celular de melanoma murino®® caracterizadas por ser
muy agresivas, genéticamente muy heterogéneas y metastatizar produciendo nédulos
pigmentados visibles. Son un modelo de estudio muy apropiado por su facil
reconocimiento en el in vivo y los resultados obtenidos podrian aportar informacién
para su futuro empleo como terapia.

De acuerdo a sus caracteristicas y su amplio conocimiento por parte del Grupo de
Nanomedicina, Departamento de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Cantabria, donde he realizado este estudio, se decidid trabajar con
dichas lineas celulares. Ademas, las caracteristicas diferenciales de ambas lineas
celulares permitieron una valoracion comparativa de la eficacia de los efectos
antiproliferativo, antineoplasico y modulador fenotipico de los MWCNT sobre ellas.
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MATERIALES Y METODOS

Nanotubos de carbono multipared

Se emplearon MWCNT caracterizados mediante
microscopia electrénica de transmisidon en estudios
previos realizados por el Grupo de Nanomedicina.
Los MWCNT empleados presentan un numero | ==
variable de paredes, entre 3 y 12, con un didmetro
externo de 5-15 nm y un didmetro interno de 2.5-10
nm, y longitud variable (Figura 14).

Figura 14. MWCNT.
Micrografia
transmision de MWCNT empleados
en este trabajo.32

electrénica de

Preparacion de Nanotubos de carbono multipared: Funcionalizacion y Dispersion

La incorporacién de MWCNT en una solucidn acuosa induce la
formacién de agregados debido a su caracter hidrofdébico, por
lo que se realiza un proceso de funcionalizacion y dispersidon
con objeto de individualizar los MWCNT creando la mayor
superficie activa posible y optimizando su rendimiento (Figura
15).27,47

Los MWCNT se resuspendieron en medio de cultivo tisular
estandar, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) que
contenia suero fetal bovino (SFB) al 30%, con el propdsito de
obtener una suspension de MWCNT estable. Se realizaron
repetidos ciclos de vortex, ciclos de dos segundos cinco veces a
frecuencia de 38kHz. Seguidamente, se realizd sonicacion de
intensidad leve en Elmasonic SH-15 con bafio de agua sonda,
consiste en la aplicacién de ultrasonidos generandose ondas de
choque que individualizan los MWCNT localizados en las capas
externas de los agregados, y se estabilizan mediante fuerzas de
Van der Waals impidiendo su reagregacion. Los MWCNT que
forman parte de las capas internas de los agregados no llegan a
dispersarse por lo que es necesario centrifugar la solucidn y
extraer el pellet, el cual se resuspende y vuelve a someterse a
sonicacion.

Cuando se alcanzé la dispersion completa de los MWCNT se
cuantificd su concentracion en la solucion y la estabilidad de la
suspensidon mediante espectrofotometria. Para ello primero se
calibré el espectrofotometro utilizando como blanco la
solucién formada por DMEM y SFB. Seguidamente, se midi6 la
absorbancia éptica de la muestra a 550 nm, que junto con una
recta patrén obtenida previamente permitio definir la
concentracion de MWCNT en la solucién. Posteriormente se
prepard la solucion de trabajo mediante dilucidn de la solucién

Figura 15. Cambios al
preparar los MWCNT
(Grupo de
Nanomedicina).

MWCNT sin preparar
forman agregados: A.
Micrografia de fuerza

atémica,
izquierda.
MWCNT  preparados
individualizados, se
dispersan aumentando
su superficie de
contacto, Eppendorf
derecha.

Eppendorf

stock de 200 pg/ml de MWCNT preparada en un medio de cultivo estandar.
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Cultivo celular

El cultivo celular es un conjunto de técnicas que permiten el crecimiento y
mantenimiento de células vegetales o animales in vitro manteniendo al maximo sus
propiedades fisiolégicas, bioquimicas y genéticas. Las células pueden ser extraidas
directamente del tejido y separadas por métodos enzimdticos y mecdnicos antes de

ser cultivadas o se pueden obtener a partir de una cepa o linea celular ya establecida.

Cultivo de células Hela. Las células Hela son
una linea celular de adenocarcinoma cervico-
uterino humano con morfologia epitelial, con
un ciclo celular de aproximadamente 20 horas
de duracion (Figura 16).*° Se cultivaron en
medio DMEM que contenia 10% de SFB y
50ug/ml de Gentamicina, a 37 2Cy 5% de CO2.
Los cultivos celulares fueron expuestos a
concentraciones de 0 (control), 20 y 100 ug/ml
de MWCNT durante 72 horas.

Cultivo de células B16F10. Las células B16F10
son una linea celular de melanoma de ratén
con morfologia de huso y tipo epitelial, cuyo
ciclo celular tiene una duracién aproximada de
16-18 horas (Figura 16).%® Se cultivaron en
medio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's
Medium) que contenia 10% de SFB y 50ug/ml
de Gentamicina, a 37 2C y 5% de CO2. Los
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Figura 16. Células Hela y B16F10 (Escala 100
46
um).

Micrografia 6ptica de:
Células Hela: A. baja densidad, B. alta
densidad

Células B16F10: C. baja densidad, D. alta
densidad.

cultivos  celulares fueron expuestos a
concentraciones de 0 (control), 20 y 100 pg/ml
de MWCNT durante 72 horas.

Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoquimica en que se conjuga un
anticuerpo con un fluorocromo, sustancia que emite un fotén cuando es excitado por
un fotén incidente, exponiendo el complejo anticuerpo-fluorocromo a otro anticuerpo
0 a un antigeno de una muestra, con el propdsito de demostrar la presencia de una
determinada molécula.

Este procedimiento permite dos variantes, la inmunofluorescencia directa e indirecta.
La inmunofluorescencia directa emplea un Unico anticuerpo unido a un fluorocromo
gue reconoce un antigeno especifico. La inmunofluorescencia indirecta utiliza dos
anticuerpos, un anticuerpo primario reconoce el antigeno diana y un anticuerpo
secundario conjugado con un fluorocromo reacciona con el anticuerpo primario. En
ambos casos, para determinar si la molécula diana estd presente en la muestra y por
tanto la reaccidon es positiva, se expone la muestra al microscopio de
inmunofluorescencia con luz ultravioleta y al excitar el fluorocromo utilizado este
emitird fluorescencia.
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Se realizé inmunotincidn de los cultivos de células HelLa y B16F10 control y expuestas a
20y 100 pg/ml de MWCNT previa fijacion de las células en paraformaldehido al 4%. Se
tifié la actina con faloidina-isotiocianato de tetrametilrodamina B (Sigma-Aldrich®) y el
ADN (nucleo y cromosomas) con colorante Hoechst (Sigma-Aldrich®).

Microscopia de contraste de fases y Microscopia laser confocal

Para la visualizaciéon de los cultivos celulares se empled microscopia de contraste de
fases. En esta técnica, mediante la iluminacién, se inducen sutiles variaciones en el
indice de refraccion dependiendo del espesor, con lo que se percibe mayor nimero de
detalles en la estructura.

También se empled microscopia laser confocal, que se trata de una variante de la
microscopia de fluorescencia que permite obtener imagenes en foco de cualquier
plano focal de la muestra fluorescente. Su principal ventaja respecto a la microscopia
de fluorescencia habitual, es que proporciona una imagen mds detallada y permite la
reconstruccién tridimensional de una imagen de la muestra mediante la combinacién
de una serie de imagenes tomadas en el eje Z.

Las imagenes fueron tomadas con el equipo Nikon Ti que incluye un sistema para
microscopia laser confocal Nikon A1R y microscopia de contraste de fases; vy
posteriormente, procesadas con el software de Investigacidn Avanzada Nis-Elements
de las instalaciones del Instituto de Investigacidn Sanitaria IDIVAL.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los MWCNT penetran en las células HeLa y B16F10

En este trabajo se comprobd que los
MWCNT penetraban en las células de
los cultivos expuestos, apuntando que
los cambios observados en los cultivos
celulares expuestos a MWCNT se
correlacionaban con su presencia.

En las imdagenes obtenidas por
microscopia de contraste de fases se
pueden observar unas estructuras a
nivel intracelular en las células
expuestas a MWCNT (Figura 17).
Ademads, estudios previos realizados
por el Grupo de Nanomedicina
demuestran mediante Microscopia
electrénica de transmision y
Espectroscopia Raman muestra
MW(CNT dentro de células Hela (Figura
17).%°

Debido a la nula afinidad de los CNT
por las células, para que los CNT
puedan atravesar la membrana
plasmatica de la célula deben ser
preparados mediante dispersién y
funcionalizacién, como se expone en el
apartado de Materiales y Métodos. El
mecanismo de entrada de los CNT en
las células ha sido estudiado por
diversos grupos de investigacién, pero
es dificil definir el mecanismo exacto
ya que depende de su tamaiio,
longitud y de la correcta
funcionalizacién previa.*®*

Actina/Hoechst

Figura 17. Inclusiones citoplasmaticas de MWCNT
dentro de células B16F10y Hela.”

Células B16F10 expuestas a MWCNT (20 pg/ml):

A. Micrografia laser confocal y de contraste de fases, B.
Canal actina (gris), C. Canal ADN, D. Micrografia de
contraste de fases.

Célula Hela expuesta a MWCNT (60 ig/ml).

E. Micrografia electrdnica de transmision de célula Hela
con agregados intracelulares de MWICNT (flechas rojas),
D. Micrografia electrénica de transmisién de célula Hela
con amplificacién de MWCNT (flechas rojas) paralelos a
un microtubulo (flechas blancas).

Se han propuesto dos posibles vias por las que los CNT atraviesan la membrana celular.
Una primera via es endocitosis-dependiente, que puede ser o no mediada por
receptor, en esta via se ha observado que los CNT de mayor longitud son introducidos
mediante fagocitosis mientras que los de menor longitud son internalizados por

pinocitosis.”®

Una segunda via es endocitosis-independiente, la cual incluye los mecanismos de
difusién, fusion de membranas o transporte directo a través de poros.*®
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Los MWCNT reducen la proliferacion de las células HeLa y B16F10

Se incubaron células Hela y B16F10 durante 72 horas con MWCNT a concentraciones
crecientes de 0 (control) 20 y 80 pg/ml. Dichas concentraciones fueron seleccionadas
basandose en estudios previos, en los que se mostraba una correcta internalizacién de
los MWCNT y un efecto citotéxico moderado.?

Se confirmdé mediante microscopia de contraste de fases la viabilidad celular
descartando un efecto citotdxico agudo por parte de los MWCNT.

Al comparar los cultivos celulares control con los expuestos a MWCNT se observd una
menor densidad celular en estos ultimos sugiriendo la interferencia de los MWCNT con
la dinamica del citoesqueleto en el ciclo celular (Figura 18).

Actina/

A

Figura 18. Disminucion de la proliferacion celular en cultivos celulares expuestos a MWCNT.
Micrografias laser confocal.

Células Hela: A. Control, B. Expuestas a 80 ug/ml MWCNT.

Células B16F10: C. Control, D. Expuestas a 80 pg/ml MWCNT.

Estos cambios cualitativos ya han sido observados en trabajos previos con cultivos de
células Hela expuestas a MWCNT. En ellos se indica una interferencia de los MWCNT
con los microtubulos del huso mitdtico que conduce a una disminuciéon en la
proliferacion celular por retraso o bloqueo de la divisidn y consecuente muerte celular
por apoptosis.29 Igualmente, investigaciones previas con cultivos de células Hela
expuestas a SWCNT identificaron una reduccién en la proliferacién celular explicada
por la interaccidon entre los SWCNT y los filamentos de actina. En ellos se propone que
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los SWCNT actuan estabilizando los filamentos de actina, que intervienen en la
formacién del anillo contractil de la citocinesis, de forma que dichos filamentos no
pueden desensamblarse y las células quedan bloqueadas en una fase tardia de la
citocinesis.>**”>

Consecuentemente, los resultados antiproliferativos y antineopldsicos obtenidos en
este trabajo pueden deberse a ambas causas, la interferencia de los MWCNT con los
microtubulos de huso mitéticos y los filamentos de actina del anillo contractil, ya que
se obtienen resultados uniformes a trabajos previos.

Sin embargo, en estudios anteriores no se valord el efecto de los CNT sobre la linea
celular B16F10. De acuerdo con este trabajo, en el que no se encontraron grandes
diferencias al comparar la densidad celular en cultivos Hela y B16F10 expuestas a la
misma concentracién de MWCNT, se puede concluir que el efecto antiproliferativo y
antineoplasico de los MWCNT? también se ejerce sobre las células B16F10
independientemente de la agresividad de la linea celular (Figura 18).

e La disminucion en la proliferaciéon celular de Hela y B16F10 es dosis dependiente

Al contrastar los cultivos celulares expuestos a diferentes concentraciones de MWCNT
se establecid una relacién inversamente proporcional entre la concentracién de
MWCNT vy la densidad celular (Figura 19), ya observada en estudios previos con
cultivos de células Hela expuestas a SWCNT>® y MWCNT *°. Por lo que se puede afirmar
que a mayor concentracion de MWCNT a la que se exponga el cultivo celular resultard
en una menor proliferacion celular y por ende una menor densidad celular.

50 um

Figura 19. Células B16F10 incubadas 72 horas. Disminucién de la proliferacion celular dosis
dependiente en cultivos celulares expuestos a MWCNT.

Micrografia de contraste de fases y laser confocal de Células B16F10: Ay B. No expuestas a MWCNT, C
y D. Expuestas a 20 pg/ml MWCNT, Dy E. Expuestas a 80 pg/ml MWCNT.
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Los MWCNT interfieren en la dinamica de los filamentos de actina provocando
cambios en las células HelLa y B16F10

La interaccion entre los MWCNT y los filamentos de actina se estudié mediante tincién
de las células con colorante Hoescht (canal azul) para marcar el ADN y faloidina
rodaminada (canal rojo) para marcar la actina, y visualizaciéon posterior al microscopio
de contraste de fases y laser confocal.

e Redistribucién de los filamentos de actina

Al comparar las imagenes de
microscopia laser confocal de los
cultivos celulares control y los
expuestos a MWCNT se identifico
un cambio significativo en la
distribucién de los filamentos de
actina. En ambas lineas celulares se
observé una marcada presencia de
actina en todo el cértex celular con
elongaciones de los filamentos de
actina y pequeiias protusiones de
escasos micrometros que  se
extendian desde el borde celular.

Actina/

A

e Aumento del numero de fibras

S
de estrés Figura 20. Fibras de estrés en Células Hela y B16F10
expuestas a MWCNT.

Se detectd un aumento en el Células Hela: A. Micrografia laser confocal, B. Canal actina

numero de fibras de estrés en los (gris).
Células B16F10: C. Micrografia laser confocal, D. Canal

cultivos de células expuestas a | actina (gris).
MWCNT (Figura 20)_ Fibras de estrés muy marcadas (flechas blancas y amarillas).

Semejantes alteraciones fueron observadas al estudiar el efecto de los SWCNT sobre
células Hela, en los que se sugirioé que la reorganizacidn de los filamentos de actina fue
inducida por los SWCNT y la formacién de fibras de estrés por atraccidn de la actina a
la superficie celular por los SWCNT.*

e Cambios en la morfologia celular

Se confrontaron los cultivos celulares control con los expuestos a MWCNT
objetivdandose cambios significativos en la morfologia de las células expuestas a
MWCNT de ambas lineas celulares. Debido al papel fundamental de la actina en el
soporte y configuracion celular, se sugiere que la reorganizacién de los filamentos de
actina por interaccion con los MWCNT es responsable de los importantes cambios en
la forma celular.
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Las células Hela control presentaron una morfologia epitelial caracteristica de esta
linea celular, de contorno pentagonal, bordes bien definidos y una disposicién en
monocapa con multiples adhesiones entre ellas. Mientras que las células tratadas con
MWCNT tenian una distribucion dispersa debido a la disminucién proliferativa, y
disponian de un aspecto mas alargado con dos o mds prolongaciones citoplasmaticas
de hasta 30 um de longitud proyectadas en direcciones aleatorias (Figura 21). Su
aspecto recordaba mas a la estructura de células de sostén del sistema nervioso
periférico, células de Schwann, que presentan un aspecto bi o multipolar, y cuya
especializacién morfoldgica depende del citoesqueleto.’

Actina/

A

Figura 21. Cambios morfoldgicos en células Hela expuestas a MWCNT.

Células Hela control: A. Micrografia laser confocal, B. Canal actina (gris).

Células Hela expuestas a 80 pug/ml MWCNT: C. Micrografia ldser confocal, D. Canal
actina (gris).

Las células B16F10 control, de acuerdo al aspecto habitual de esta linea celular,
mostraron una forma epitelial y fusiforme con tipicas elongaciones de escaso espesor.
Sin embargo, las células expuestas a MWCNT habian perdido la forma redondeada del
cuerpo celular y desarrollado un citoplasma mas engrosado del que partian multiples
elongaciones citoplasmaticas de menor longitud y mayor espesor que en las células
control, pero analogas en dimensiones a las presentadas por las células Hela (Figura
22).
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Actina/Hoechst

Figura 22. Cambios morfoldgicos en células B16F10 expuestas a MWCNT.
Células B16F10 control: A. Micrografia laser confocal, B. Canal actina (gris).
Células B16F10 expuestas a 80 pg/ml MWCNT: C. Micrografia laser confocal, D.
Canal actina (gris).

Asimismo, como se propone en estudios previos con células Hela, la presencia de
MWCNT no endocitados presentes en el medio de cultivo puede haber contribuido a
desarrollar las elongaciones observadas en las células expuestas de ambas lineas
celulares.”® En consecuencia, los MWCNT ejercerian un efecto en la morfologia celular
por actuacion intra y extracelular.

Actina/Hoechst

Con los resultados presentados, se
puede concluir que los MWCNT A
ejercen un efecto modulador del
fenotipo celular en ambas lineas
celulares al interferir con los
filamentos de actina y ocasionar la
redistribucidon de los mismos, que
confiere a las células un aspecto
mas diferenciado.

Aunque las variaciones
morfoldgicas  observadas  en = :
ambas lineas celulares respecto a Figura 23. Elongaciones y protusiones en Células Hela vy

sus controles no son B16F10 expuestas a MWCNT.
Células Hela: A. Micrografia de laser confocal, B. Canal actina

superponibles presentaron | (gris).

algunos cambios comunes tales Células B16F10: C. Micrografia de ldser confocal, D. Canal
. actina (gris).

como elongaciones

citoplasmaticas dirigidas por las

prolongaciones de los filamentos de actina, pequenas protusiones de los filamentos de

actina y aumento del numero de fibras de estrés (Figura 23). Este hecho orienta hacia
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una interaccion similar entre filamentos de actina y MWCNT en ambos tipos celulares
que condiciona una redistribucion de los filamentos de actina y cambios en la
morfologia celular afines.

En el tratamiento de las células tumorales con MWCNT, estas pueden responder de
dos formas; quedando bloqueadas en metafase y sufriendo muerte celular por
apoptosis o retornando a la fase GO del ciclo celular para diferenciarse, proceso en el
cual la célula deja de dividirse y sufre modificaciones morfoldgicas y funcionales para
desempefiar una funcién especializada.” Este tipo de respuesta podria suponer una
ventaja terapéutica ya que al limitar su division celular estabilizaria el crecimiento de la
masa tumoral. En este trabajo se observaron ambas respuestas por parte de los
cultivos celulares expuestos a MWCNT. Como se ha explicado previamente se
identificd una disminucién en la densidad celular en relacién con la muerte celular por
apoptosis; y cambios morfoldgicos que sugieren una tendencia hacia la diferenciacién
celular.

Cambios en el ciclo celular

Entre los recientes estudios llevados a cabo por el Grupo de Nanomedicina, se incluyen
los cambios en el ciclo celular generados por la interaccidon de los MWCNT con el huso
mitético.

Con el propésito de identificar dichos cambios se han realizado las siguientes
aproximaciones.

e Determinacion del tiempo de division
mediante microscopio de célula viva (Time-

lapse)

A partir del cultivo de células B16F10 no
expuestas a MWCNT, cultivo control, y
expuestas a 60 pug/ml de MWCNT durante 48
horas, se estimd la duracién de la divisidn
celular. Para este fin, se dispusieron las placas
de cultivo en el microscopio de célula viva
Nikon Ti del Instituto de Investigacién
Sanitaria IDIVAL y se tomaron fotografias a
intervalos de 15 minutos. Posteriormente,

tomando una muestra de 270 células, se Figura24mégenesdeMicroscopiadecélIa
analiz6 célula a célula el nudmero de | yivatomadas aintervalos de tiempo
fotografias que era necesario realizar para | predeterminado. A. Cultivo de células B16F10
recoger en imégenes la division celular control; B. Cultivo de células B16F10 tratadas
completa de cada célula. Basandose en que | conMWCNT. Se contabiliza el tiempo

cada fotografia se realizé con un intervalo de | ranscurrido desde elinicio de a division

15 minutos se determind que laduracion celular (flecha verde). Las células tratas con
media de la division celular era 48.2 minutos | pmwenT presentan un enlentecimiento de la
en las células del cultivo control y 59.7 | divisién celular.

minutos en las células del cultivo expuesto.

. ‘20 um

celular (flecha roja) hasta el final de la divisién
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Estos resultados muestran un enlentecimiento del 20% en la divisidn de las células
expuestas a MWCNT; apoyando las conclusiones recogidas previamente de que los
MWOCNT interfieren con los microtubulos del huso mitdtico induciendo un retraso en la
division celular.

e Estudio del ciclo celular mediante citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que permite identificar las
diferentes etapas del ciclo celular en que se encuentran las células mediante
cuantificacién del ADN celular.

Para este estudio, se tifileron con colorante Hoescht cultivos de células B16F10 no
expuestas, cultivo control, y expuestas a MWCNT durante 48 y 70 horas.
Posteriormente se sometieron al citometro de flujo midiéndose la intensidad de
fluorescencia de las células de forma individual.

Los resultados obtenidos se
representan graficamente A B
mediante un histograma,
qgue describe el porcentaje
de células con una
intensidad de fluorescencia
determinada, la cual es
proporcional a la cantidad L ‘
de ADN celular. En el intensklad de Flyorescencia
histograma se identifican

principalmente las fases de
crecimiento celular (G1, S
G2), que constituyen la interfase. En condiciones de normalidad, se reconocen dos
picos que corresponden a la fase G1, en la cual la célula esta creciendo sin replicar su

N2 de células

Figura 25. A. Fases del ciclo celular, B. Histograma de citometria de
flujo en condiciones de normalidad.

ADN por lo que presenta dos
P 48h MWCNT treated cells copias (Zn)’ ya la fase G2 gue
" mUntreated cells presenta el doble de ADN
A % WMWCNT-treated (4n) ya que es precedida por
la fase S de sintesis de ADN
¢ en la que las células tienen
: una cantidad entre 2n y 4n.
61 s 62 Apopiosts Tras la fase G2 el ciclo celular
80 70h NWCNT treated cells se completa con la fase M de
s mitosis seguida de la
B £ citocinesis  (Figura  25).
i» Ademds, aquellas células que
S hayan sufrido  apoptosis
: i mostraran una cantidad de
61 s 62 Polyploidy  Apoptosis ADN inferior a 2n.
Figura 26. Representacion grafica del porcentaje de células B16F10
en cada fase del ciclo celular: A. Tras 48 horas de exposicidn; B. Tras
70 horas de exposicién.15
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Comparando los resultados obtenidos en el cultivo control y en el expuesto a MWCNT
se observaron pequeiias diferencias tras las primeras 48 horas de exposicién, siendo lo
mas significativo el mayor porcentaje de células apoptédticas en el cultivo de células
expuestas a MWCNT. Sin embargo, tras 70 horas de exposicion se identificé una
intensa disminucidon del porcentaje de células en fase G1 contrarrestado por el
aumento en fase G2. Ademas, existe un porcentaje elevado de células con anomalias
cromosomicas. Estos datos muestran un estancamiento de las células B16F10
expuestas a MWCNT en fase G2/M, confirmando un bloqueo en la divisién celular por
interferencia de los MWCNT con los microtibulos del huso mitético (Figura 26).

PROXIMOS ESTUDIOS

Con el propdsito de estudiar de forma mas directa la interaccion de los MWCNT con los
filamentos de actina, conocer mas exhaustivamente su mecanismo de interferencia e
interpretar mas profundamente los cambios celulares observados en el presente
trabajo, se proponen los siguientes estudios. La realizacidon de ensayos con filamentos
de actina ex vivo que permitirian excluir el sesgo de confusién ocasionado por los
multiples factores a nivel intracelular. Complementado con estudios a nivel molecular
para la identificacidon de los sitios de interaccidén entre los filamentos de actina y los
MW(CNT, asi como las caracteristicas necesarias para lograr uniones mas estables y
mayor superficie de interaccién entre ambos elementos.

POSIBLES APLICACIONES

Son multiples las aplicaciones que se les estan confiriendo a los MWCNT, pero de
acuerdo al area de investigaciéon a la que hace referencia este trabajo podemos
destacar las siguientes.

La actuacion de los MWCNT como estabilizadores de elementos del citoesqueleto los
convierte en un potencial antineopldsico, presentando como principal ventaja un
mecanismo de accion divergente al de otros antineoplasicos estabilizadores del
citoesqueleto. Por lo tanto, podrian utilizarse como terapia adyuvante o neoadyuvante
de los quimioterapicos tradicionales dirigidos contra los microtubulos ejerciendo un
efecto aditivo de inhibicidn de la divisidn celular, potenciando el efecto citotéxico de
los quimioterdpicos tradicionales y evadiendo las resistencias tumorales generadas
contra ellos.? Igualmente, podria sustituir a los antineopldsicos dirigidos contra los
filamentos de actina que por su elevada toxicidad no han superado la etapa preclinica
de desarrollo.

Ademads, como también apuntan estudios previos, los CNT podrian emplearse como
elemento modulador del fenotipo celular, dada su capacidad para producir cambios
morfoldgicos en las células por interferencia con los filamentos de actina.”’
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OBJETIVOS FUTUROS

El principal obstdculo para que los CNT lleguen a someterse a ensayo clinico para su
posterior uso biomédico es su eficacia y toxicidad, ya que debe conseguirse un efecto
toxico focalizado en las células tumorales. Se ha documentado la produccién de
efectos secundarios no deseados en células y tejidos no diana®>>® tales como
reacciones inflamatorias, citotéxicas y genetoxicas, rotura del ADN, aneuploidia y
cancer.?3%%

A pesar de su toxicidad, no deben ser desechados como posibles antineoplasicos ya
qgue muchas de las terapias actuales se basan en el desarrollo de un efecto tdxico
controlado. Por lo tanto, es necesario seguir investigando para comprender con
exactitud su farmacocinética y toxicidad in vivo."

OPTIMIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS CNT

Son varias las propiedades fisicoquimicas de los CNT que juegan un papel importante
en su farmacocinética. Afortunadamente, algunas son modificables por lo que estan
siendo analizadas para mejorar el perfil cinético de los CNT.

Preparacion de los CNT

La preparacién de los CNT mediante funcionalizacion y dispersién es un elemento
fundamental para estabilizarlos en el medio acuoso, asegurar una adecuada captacion
celular, aumentar la superficie de contacto para la interaccidén y mitigar la citotoxicidad
in vitro e in vivo.”*

La funcionalizacion quimica es determinante en la biodistribucién de los CNT, ya que se
ha comprobado que una funcionalizacion covalente puede conducir una significativa y
rapida excrecion urinaria, mientras que una funcionalizacion no covalente deriva en su
acumulacién, preferentemente en higado y bazo.>

Dimensiones de los CNT

La optimizacion de las dimensiones de los CNT tiene como fin principal mejorar su
biocompatibilidad para evitar su acimulo crénico y toxico en los tejidos y posibilitar
ciclos de tratamiento con CNT.

Mediante la reduccion de la longitud de los CNT se han observado dos consecuencias.
Una de ellas es que facilita la degradacion celular de los CNT tras su actuacién. El
tumor sélido consta de dos elementos, las células tumorales y el estroma que contiene
células del sistema inmune; como macréfagos, encargados de fagocitar elementos
extrafios presentes en el medio, en este caso los CNT.>> Se ha observado que los
macréfagos son incapaces de fagocitar MWCNT de gran longitud generandose una
mayor respuesta inmune que en el caso de ser fagocitados por poseer menor
longitud.”® La otra consecuencia es que se facilita su eliminacién por los dérganos
excretores, ya que se ha demostrado que una correcta dispersién y menor longitud de
los CNT permite una excrecidon renal mas rdpida y con menor riesgo de
nefrotoxicidad.>*
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OPTIMIZACION DE LA ACTUACION DE LOS CNT SOBRE LAS CELULAS TUMORALES

Hasta el momento solo es posible la aplicacién de CNT como tratamiento local ya que
para su aplicacién sistémica se requiere un mecanismo que dirija los CNT al tejido
diana sin causar efectos adversos en el resto de los tejidos. En este aspecto, algunas de
las estrategias que estan teniendo buenos resultados in vitro y con modelos animales
son las siguientes.

Marcaje de CNT con anticuerpos monoclonales

Esta técnica permite la administracion sanguinea de CNT y actuacidn especifica sobre
las células tumorales mediante un sistema de dos fases, que se basa en la llamada
Nanotecnologia Inteligente. En una primera fase, un agente dirigido especificamente
contra el tumor, el anticuerpo monoclonal, se administra por via sistémica y
permanece en circulacién sanguinea suficiente tiempo para acumularse en el tumor y
eliminarse de la sangre. En una segunda fase, se administra por la misma via un agente
con efecto citotdxico y de rapida eliminacidn de la sangre, los CNT, que presentan alta
afinidad por los anticuerpos monoclonales formando un complejo que posteriormente
se internaliza en la célula. Para llevar a cabo la unidon CNT - Anticuerpo monoclonal
ambos agentes son previamente modificados mediante la incorporacién de secuencias
de oligonucleétidos complementarias.”’

Captacion de CNT por monocitos especificos

Esta estrategia, de mecanismo aun desconocido, consiste en la administracion
sistémica de CNT que son reconocidos e internalizados por monocitos especificos
circulantes de la sangre, que conducen y ceden los CNT al tumor. Ademas, la capacidad
de captacion de CNT por los monocitos se incrementa mediante la unién de un ligando
alos CNT.*®
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran que los MWCNT penetran en células Hela y
B16F10 manteniéndose la viabilidad celular y descartando un efecto citotdxico agudo
por parte de los MWCNT.

Los cultivos de células Hela y B16F10 expuestos a MWCNT presentan una disminucion
en la proliferacion celular dosis dependiente.

Los MWCNT interfieren con la dindmica de los filamentos de actina provocando su
redistribucion y un aumento de la presencia de fibras de estrés. La interaccidn entre
los MWCNT vy los filamentos de actina provoca cambios en la morfologia celular
presentando un aspecto mas diferenciado en comparaciéon con las células de los
cultivos control.

En este trabajo se han identificado los dos tipos de respuesta de las células tumorales
frente a los MWCNT, muerte celular por apoptosis y diferenciacion celular.

Los resultados obtenidos se han observado de forma paralela en ambas lineas
celulares, confirmando el efecto antiproliferativo, antineoplasico y modulador
fenotipico en Hela y evidenciando el mismo efecto en B16F10.

Estudios recientes realizados por el Grupo de Nanomedicina confirman la interferencia
de los MWCNT con el huso mitético en células B16F10, debido al retraso o bloque en
fase G2/M del ciclo celular de los cultivos expuestos a MWCNT.

Aunque todavia son necesarios nuevos estudios para completar el conocimiento sobre
multiples aspectos de la actuacion de los CNT como terapia antineoplasica, los
resultados obtenidos hasta el momento sefialan a los CNT como un gran candidato
para su empleo futuro.
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