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Abreviaturas

ABB : tampo6n de unién de la anexina-V ("Annexin Binding Buffer")
AIF: factor inductor de apoptosis ("Apoptosis Induction Factor")
AnnV: anexina-V

Apaf-1: factor inductor de apoptosis ("apoptosis protease activating factor 1")
APC: "Allophycocyanin” (Aabs=652 nm, Aem=658 nm)

AuNPs : nanoparticulas de oro

AuNPRs : nanoprismas de oro

CTL: linfocito T citotoxico o CD8+ ("Citotoxic T Lymphocyte™)

CARD: dominio de reclutamiento de caspasas ('Caspases Recuitment
Domain")

CrmA: del inglés "Cytokine response modifier A"

DAMPS: del inglés, "Danger/Damage Associated Molecular Patterns”
DD: dominio de muerte ("Death Domain")

DED: Dominio efector de muerte ("Death Efector Domain")

DEVD: Péptido Asp-Glu-Val-Asp

DISC: complejo sefializador inductor de muerte ("Death-Inducing Signaling
Complex")

EndoG : Endonucleasa G

FADD: del inglés, "Fas associated death domain”

FITC: "Fluorescein Isothiocyanate” (Aabs=495 nm, Aem=519 nm)
fmk : fluorometilcetona

GM-CSF: "granulocyte-macrophage colony stimulating factor"

gzm: granzima

h: horas

HS: Suero de caballo ("Horse Serum")

IAPs: Inhibidor de proteinas apoptoticas

ICP-MS: del inglés, "inductively coupled plasma mass spectrometry"
IETD: Péptido lle-Glu-Thr-Asp

INF-y: Interferon y

KO: del inglés, "Knock out"

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

min : minutos



MNP(s): nanoparticula(s) magnéticas

MOMP: Poro en la membrana externa mitocondrial formado por la
oligomerizacién de Bak y Bax ("Mitochondrial Outer-Membrane Pore")

NK: Célula asesina natural ("Natural Killer")

NP(s): Nanoparticula(s)

NPR: Nanoprismas de oro recubiertos con PEG

NPR-G: Nanoprismas de oro que ademas de PEG presentan Glucosa

NPR-T: Nanoprismas de oro que ademas de PEG presentan el fluoroforo tamra
NPR-TG: Nanoprismas de oro que ademas de PEG presentan glucosa y tamra
NPR-AG: Nanoprismas de oro que ademas de PEG presentan glucosa y el
fluoréforo Alexa-647

PBS: Tampon fosfato ("Phosphate Buffered Saline™)

PEG: polietilenglicol. Polimero sintético no degradable

PGA: acido poliglutdmico ("Polyglutamic Acid"). Polimero sintético degradable
PS: fosfatidilserina ("Phosphatidilserine™)

PTP: Poro transitorio en la membrana mitocondrial "Permeability transition
pore"

RE: reticulo endoplasmico

ROS: especies reactivas de oxigeno ("Reactive Oxygen species")

seg: segundos

SFB: Suero Fetal Bovino

TCR: Receptor de antigeno de células T ("T-cell Receptor")

TNF: factor de necrosis tumoral ("Tumor Necrosis Factor")

TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral (“Tumor Necrosis Factor
Receptor")

TRADD: del inglés "TNF receptor associated death domain™

z-VAD: péptido Val-Ala-Asp inhibidor general de caspasas.

wt: fenotipo silvestre ("Wild type")

7AAD: sonda fluorescente (Aabs=488-518nm, Aem=647 nm) "7-
Aminoactinomycin D"

2HE: 2-hidroxietidio (Aabs=518nm, Aem=606 nm)



indicej







Capitulo 1: Antecedentes Yy ODJELIVOS  .......vviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e ae e 1

1.1. Estudio del mecanismo de apoptosis en terapia fototérmica utilizando AUNPRs .3
1.2. Estudio de la seguridad del uso de AUNPRS..........ccoooiiiiiiiiiii 3
1.2.1. Estudio de la toxicidad de AUNPRS iN VItro..........cccceeeeeiiiiiiiiiiiicceee 3
1.2.2. Estudio del efecto de AUNPRs sobre la actividad de células NK .............. 4
1.2.3. Estudio de biodistribucién y toxicidad de AUNPRS in vivo..........cccccuvuenn... 4
Capitulo 2: INtrodUCCION  .....ccoo e 5
2.1, MUEIE CeIUIAI ... 7
P20 Nt R Y o o] o) 0 1] - 7
2.1.1.1. Moléculas implicadas en la apoptoSIS........ccceerrrrriinnnnnniinnnnnns 8

N O I I O T 0 T L7 1 9

Activacion de 1as CasPaSaS........cuuuvverrreeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 10

Sustratos de 1as CasPasaS ......ccevvvveeivieeiiiiii e 11

Regulacion de las Caspasas .........cccceeeeemmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 12

2.1.1.1.2. Proteinas de la familia BCI2 .............cccociiiiiiiiiiiiis 13

2.1.1.2. Mecanismos de apOPLOSIS .....ceeeruruniiieeeeeieeeeiieee e e 16

2.1.1.2.1. Via intrinseca o mitocondrial...........ccccccooeiummiiiiieeennnnnnnn. 16

2.1.1.2.2. Via de los receptores mortales .............ccceevveevvvviniieeeeenn, 19

2.1.1.2.3. Via de l0s granulos CitotOXiCOS  ........ceevviiuvrriereeeeeennninnne 22

2.1.2. INECTOSIS ..cceiiiiiit ettt e e e 26
2.1.3. AULOTAGIA .o 27
N S 1 (0] o] (0 ] < S 29

2.2, NANOECNOIOGIA. .. ... e e e e e 31
2.2.1. Relevancia de los nanomateriales.............ccccccviiiiiiiiiiiiciiniieeceeeee 31
2.2.2. Descripcion de las nanoparticulas (NPS).........coooiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 33
2.2.3. Nanoparticulas en medicina: Nanomedicina...........cccccceeeeiveeeeeeeiiiinnnnnnnn. 34
2.2.3.1. Nanoparticulas para el diagnéstico: Nanodiagnostico............... 35

2.2.3.2. Nanoparticulas en la terapia: Nanoterapia...........cccccceeeeernnnnnne. 35

2.2.4. Tipos de NanopartiCulas ...........uceeiiiieiiiieie e e 36
2.2.4.1. Nanoparticulas POlMEriCaS. ..........occuuiiiiiiiieiiiiee e 36

W B W o 0110 ] o 1 = 1= 37

2.2.4.3. Nanotubos de Carbono ...........ccccooiii e 37

2.2.4.4. Quantum dotS (QDS).....cciiiieeiiiieiiiie e 38

2.2.4.5. Nanoparticulas magnéticas (MNPS)..........ccccooiriiriiiiieeeennnnnne. 38

2.2.4.6. Nanoparticulas de oro (AUNPS) .....cccooeeeiiiiiiiiiii e 39

2.2.5. Estructura de las NPS iNOrganiCas.........cccccceeeeiieeeeieeeiiiiee e 39



2.2.6. Nanoparticulas de oro (AUNPS) .......cccoiiiiiiiiieieic e 40

2.2.6.1. Propiedades OptiCaS ..........ccevvveeriiiiiiiie e 41

2.2.6.2. SiNteSiS de AUNPS........cuiiiiiiei e 43

2.2.6.2.1. MEtOdOS fiSICOS.......uvrriiiiieeiiiiiiie e 43

2.2.6.2.2. Transformacion qUIMICa ............ceeveeeeeeeieieeiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 44

2.2.6.3. FUNCIONAlIZACION .....ccoiiiiiiiiiiicc e 45

2.2.7. TOXICIAA ... 46
2.2.8. Hipertermia como tratamiento para el CAnCer.........ccccccceeevveeeevveiiiinnnnn. 49
Capitulo 3: Materiales Y MEtOUOS .......uoiiiiiiiis i e 53
3.1 CURIVOS CEIUIAIES. .....ceiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 55
3.1.1 LiN€as CElUIAreS ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiice e 55

3.1.2 Mantenimiento de los cultivos celulares ............cccccoiiiii 56

3.1.3 Contaje y determinacién de la viabilidad celular ................ccccccceeenieeene. 56

3.1.4 Congelacion y descongelacion de lineas celulares...........ccccccoiiiiiinnneen. 57

3.1.5 Inactivacion del complemento del SUEIO...........ocevvviciiiiiiiiieeicee e, 57

3.1.6 Determinacion de la presencia de micoplasmas............cccccceevviiiiiiinneenn. 58
3181 PCR i 58

3.1.6.2 LUMINISCENCIA ... .uuveiiiiieiiiiiiiiiiit et ettt 59

3.1.7 Eliminacion de micoplasmas ..........ccccouuiiiiiiiieieeiiiiieee e 59

3.1.8 Inmortalizacién de células primarias 3T9........c.ooevvviiiiiiiiiiieeiecee e, 60

3.1.9 Obtencién de medio condiCioNAdO .............uuveveiieeiiiiiiiiiiieee e 60

3.2 Obtencién de macroéfagos a partir de médula ésea de ratdn..............cceevvvvnnnnnnn. 60
3.3 Obtencién de células mononucleares de sangre periférica (PBMCS)................. 61
3.4 Sintesis y funcionalizacion de nanoprismas de Or0..........cccccceeiiieeeeeeeeeiiinnnn. 62
o R ] [ ] (= E L TP PPPPRRPPI 62

3.4.2  FUNCIONANIZACION. ......uiiiiiiiiiiiiiiieie et 62

3.5 Citotoxicidad y entrada en la célula de AUNPRS ............ccooviviiiiiiiiiieeceeeen 63
3.6 ACHVACION & NKS.. ... e et e e e e 64
3.7 Separacion de poblaciones celulares mediante MACS (separacion celular
basada en campos MAagNELiCOS). ....cceeeiiiiiiiieieiee e 64

3.8 Marcaje de las células con sondas fluorescentes ...........ccccvvvvvieii e, 65
3.9 Citotoxicidad mediada por células NK............cccuuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 65
3.10 ANAISIS A€ ProteINAS ....coeviviiiii e e 66
3.10.1 Analisis de proteinas por Western-BIot.............ccccooviiiiiiiiiiiciiiiiiiieeeen 66
3.10.1.1 Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares con .................

AELEIGENIES. ... e 66



3.10.1.2 Separacién de proteinas celulares. Electroforesis en geles de

poliacrilamida Con SDS. ... 67
3.10.1.3 Transferencia de proteinas a membranas...........ccccccceeeeeeeeeeee, 67
3.10.1.4 Analisis de proteinas por inmunoblot (Western blotting). .......... 67
3.10.2 Analisis de proteinas mediante tincion con Azul de Coomasie................ 69
3.10.3 Analisis de proteinas por citometria de flujo. ..........ccccoevieiiiiiiiiiiin e, 69
3.10.3.1 Andlisis de proteinas de superficie ...........ccccceeeeriiiiiiiiiiieeeeenene 70
3.10.3.2 Analisis de proteinas intracelulares ...............cccceeveevivieiiieeeenn, 71
3.11 Analisis de la muerte celular por citometria de flujo ... 72
3.11.1 Analisis de traslocacion de fosfatidilserina y la permeabilizacion de la
MEMBDIANG CEIUIAN ... ..uuiiiiiiiiiii e 72
3.11.2 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial......................... 73
3.11.3 Analisis de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) ....... 73
3.11.4 Analisis de la activacion de la caspasa 3...........ccccvceeeiiieeiieeeeiiiiiee e, 73
3.12 ENSAYO CIONOGENICO. ......ceeuiiiiiiiiee e et et e e e e e e e e e s e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e 74
3.13 Test de proliferacion celular de MosSmMan (MTT) .....coooviiiiiiiiiieeiiiiiiieee e 74
3.14 Laser para irradiaCion NIR ........cccoiiiiiiiiie e 75
3.15 Microscopia de fluorescencia confocal ..............uevvviiiiiiiiiiiiiiii e 75
3.16 Microscopia electrénica de transmision (TEM) .......cccoooiiiiiiiiiiiiien e, 76
3.17 Determinacion de 0ro POr ICP-MS .........coooiiiiiiiiiiee e 76
3.18 Cuantificacion del TAMRA en los nanoprismas por fluorimetria......................... 77
3.19 Toxicidad y biodistribucion de NPS iN VIVO ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieee e 77
3.19.1 ConcentraCion de NPS..........occuiiiiiiiie i 78
3.19.2 MOdelo @animal............ooiiiiiiiiiiiiii e 78
3.19.3 TOMA UE MUESIIAS ....coeiiiiiiieieieee e 78
Capitulo 4: RESUIATOS  ..oeeeeiiiiiieiieee ettt e e e e et e e e e e e e nnnne e eeeeeeannes 81
4.1  Nanoprismas de 0r0 (NPRS) ......oo o 83
4.1.1 Funcionalizacion de 10S NPRS..........cccoiiiiiiiiiiiiiiee e 83
4.2 Estudio del uso de AuNPRs para terapia fototérmica (PTT). ....ccoovviiiiiiiieenennnnne 85
4.2.1 Estudio del tipo de muerte celular inducida por PTT.........ccccvvvieiiieeeenn. 86
4.2.2 Mecanismo molecular de muerte celular inducida por PTT .................... 89

4.2.3 Papel de los lisosomas en el mecanismo de apoptosis inducida por PTT
CON AUNPS. ... 93

4.2.4 Papel de las catepsinas en el mecanismo de apoptosis inducida por PTT
CON AUNPIRS L. e 97
4.2.5  DISCUSION. ...cceiiiiiiiitiieit ettt ettt 100
4.3 TOXICIAAA IN VIEFO...ceeieiiiiiiiiiiiiiiieie ettt e e e e 105



4.3.1 Internalizacién de los nanoprismas en la célula...................cccccoooeee. 106

4.3.2 Cambios en la morfologia celular .............cccooooeeiiiiiiiiiiiie, 109

4.3.3 Generacion de radicales libres de oxigeno (ROS)..........cccceevvviiiiiennenn. 110
4.3.4 Caida de Potencial mitocondrial.............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiie 112
4.3.5 Muerte Celular.........ccoooiiiiiiii 113

4.3.6 ENSAYO CIONOQGENICO .....ccceveeeiiiiiiiieee e et e e e e e e e e s 115

4.3.7 Toxicidad en células primarias ........ccccceeeeeeeeeeee e 117

4.3.8  DISCUSION. ...ceiiiiiiiiiitieit ettt ettt e et 120

4.4 Efecto de los AUNPRSs en la activacion de célullas NK ............cccccceeniiiiiininnenn. 123
4.4.1 Introduccion al sistema inmune. Células NK............ccccceeiiiiiiiiiinnnen. 123
4.4.2 Efecto de los NPR-G en la actividad citotoxica de células NK .............. 125

A.4.3  DISCUSION. ...ceiiiiiiiiitiitie e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nenbbneees 130

4.5 Toxicidad y biodistribucién de los AUNPRS iN VIVO ...........cooeviiiiiiie i, 133
4.5.1 Biodistribucion de AUNPRS ... 133
4.5.1.1. Biodistribucion de AUNPRs a los 3 dias de su administracion 133

4.5.1.2. Biodistribucion de los AuNPRs tras 4 meses de su
AAMINISITACION. .....iiiiit ittt e 135

4.5.2 Toxicidad de NPR-TG ....coooiiiiiiiiee e 139
4.5.2.1. Toxicidad aguda de 10S AUNPRS ...........ccceiiiiiiiiiiiiee e, 139

4.5.2.2. Toxicidad cronica de 10S AUNPRS..........cccccciiiiiiiiiiiiieeeeee 142

4.5.3  DISCUSION. ...ceiiiiiiiiitiite et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnbbneees 147
Capitulo 5: DiSCcusiOn general ........coooiiiiiiii i 153
Capitulo B6: CONCIUSIONES ... e e e e e e e e e eaaaane 153

BiblOGrafia........ccoe e 161



Capitulo 1

Antecedentes y

Objetivos







Antecedentes y Objetivos

El efecto fototérmico consiste en la habilidad que presentan los materiales
plasmoénicos en transformar la luz absorbida en calor. Esta respuesta
fototérmica se ha explorado durante muchos afios para su uso en varias
aplicaciones incluidas la terapia fototérmica [1], liberacion de drogas [2, 3],
imagen [4, 5] o biosensores [6].

En las ultimas 2 décadas, el numero de trabajos sobre las aplicaciones de
los materiales plasmoénicos se ha visto aumentado, particularmente debido al
desarrollo de nuevos materiales y el tratamiento contra el cancer [7]. El uso de
nanoparticulas (NPs) en medicina, utilizando sus propiedades fisico-quimicas y
la posibilidad de funcionalizarlas con distintas moléculas [8], mejora la
sensibilidad de las técnicas actuales de imagen y diagndstico y la especificidad
de las terapias [9, 10]. La nanomedicina pretende solucionar algunos de los
problemas por los que se han descartado el uso de determinadas drogas, como
por ejemplo, solubilidad, tiempo de vida en el organismo o conseguir altas
concentraciones.

En particular, las nanoparticulas de oro (AUNPS) presentan unas ventajas
adicionales respecto a otros metales. La primera es que las propiedades
opticas de las AuNPs pueden localizarse en el infrarrojo cercano (NIR), en lo
gque se conoce como ventana biolégica, donde la absorcibn de los
componentes bioldgicos es limitada [11]. Segundo, en contraste con otros
metales como plata o cobre, el oro es mas noble y se considera uno de los mas
seguros y estables [12]. Por ultimo, la cantidad y facilidad de métodos sintéticos
permiten la sintesis de AuNPs con objetivos especificos simplemente variando
la forma, tamafo y superficie [13].

La terapia fototérmica (PTT) abarca la localizacion de las NPs en el tumor
seguida de una irradiacion que produce un aumento de temperatura local que
mata la célula [14]. Un nimero limitado de trabajos han propuesto la apoptosis
como mecanismo de induccion de muerte durante la terapia fototérmica
utilizando diferentes tipos de NPs [15-17]. Sin embargo, la mayoria de estos
trabajos no explora en detalle si realmente la muerte celular se produce por
apoptosis. De hecho, la necrosis sigue siendo el mecanismo mayoritario de
muerte celular durante la ablacion tumoral [18]. La necrosis supone la
liberacion de componentes celulares al medio extracelular, lo que supone la
induccion de una respuesta inflamatoria que puede dafar el tejido adyacente,
incluso favorecer el crecimiento y la resistencia tumoral [19]. Mientras que la
apoptosis se caracteriza por la preservaciéon de la membrana plasmética y la
aparicion de sefales de fagocitosis en las células que se mueren, lo que hace
gue sean rapidamente eliminadas por macréfagos y células dendriticas, lo que
ademas de evitar las consecuencias indeseadas de la necrosis, puede activar
la inmunidad antitumoral [20, 21].
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Como respuesta de un estimulo externo, tanto la apoptosis como la necrosis
pueden ocurrir de forma independiente, secuencial y simultanea [22]. De
hecho, la respuesta celular a materiales plasmonicos es compleja y depende
de la cantidad de NPs internalizadas, asi como de la cantidad de energia
absorbida [11]. Las propiedades de los materiales plasmoénicos pueden ser
moduladas cambiando el tamafio, la forma y composicion. La internalizacion de
las NPs por parte de la célula puede ser incrementada con moléculas
especificas como péptidos [23], carbohidratos [24] o proteinas [25], o que
mejora la selectividad y permite reducir las dosis de irradiacion. Un reto en este
area es ajustar la excitacion éptica para inducir apoptosis de modo especifico
en determinadas areas.

Por otro lado, los materiales utilizados para bioaplicaciones deben preservar
sus caracteristicas fisicoquimicas en condiciones biolégicas, ademas no deben
afectar a la funcion de componentes biolégicos como células y proteinas. La
nanotoxicologia es un area que crece rapidamente, la cual investiga las
interacciones de las NPs con componentes biologicos [26, 27]. Las
propiedades fisicoquimicas de las NPs que incluyen la composicion, tamafo,
forma, etc, influyen en su toxicidad [13]. La respuesta celular mas comun es la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que pueden ser toleradas
hasta ciertos niveles sin efectos secundarios, lo que depende del tipo celular
[28, 29]. Ademéds, la alteracion de la homeostasis celular debido a la
acumulacion masiva de NPs dentro de la célula o la interaccion con rutas de
sefalizacion puede llevar a multitud de efectos adversos [30].

La terapia fototérmica utilizando AuNPs ya se encuentra en estudios clinicos
(AuroLase® Therapy) [1], sin embargo el impacto de estas NPs en cultivos
celulares no se ha investigado ni caracterizado en detalle.

Recientemente, en el grupo de investigacion se ha desarrollado un método
sintético que permite la produccién de AuNPs con forma de prisma (AuNPRS)
en ausencia de agentes toxicos [31]. Estos AUNPRs se pueden funcionalizar
con moléculas como la glucosa que permiten su internalizacion en las células,
absorben en el NIR (1064 nm) y ya se ha demostrado su eficiencia en la
generacion de calor para la ablacion de las células in vitro [31], tomografia
optoacustica [4] o biosensores [32].

El objetivo principal de esta tesis ha sido el uso de estos AUNPRs para de
forma eficiente y selectiva inducir apoptosis en células tumorales y mas
importante, descifrar el mecanismo de muerte celular que se desencadena,
para poder predecir la eficacia de este nuevo tratamiento contra células
tumorales que son resistentes a las terapias convencionales. Todo ello junto
con un estudio en detalle de su toxicidad, para poder prevenir y minimizar sus
efectos adversos.
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A continuacion se describen los objetivos intermedios de este trabajo.

1.1 Estudio del mecanismo de apoptosis
en terapia fototérmica utilizando AuUNPRSs

La mayoria de los estudios de fototermia analizan, con distintas condiciones
y diferentes tipos de NPs, si son capaces de matar células tumorales tanto in
vivo como in vitro [33, 34]. Sin embargo, nosotros consideramos que no solo es
importante la eliminacion de las células tumorales, sino también como se
eliminan, ya que esto puede tener consecuencias para el organismo. Por lo que
no solo nos planteamos utilizar estos nanoprismas para matar células, si no
también modular las condiciones para que la muerte sea por apoptosis. Para
ello incubamos células MEF con AuNPRs con glucosa (para favorecer su
internalizacion) y los irradiamos a 1064nm.

Una vez conseguidas las condiciones para inducir apoptosis, nos
propusimos estudiar cual es el mecanismo molecular que se desencadena, ya
que muchos tumores han desarrollado resistencias para evadir la apoptosis
[35], lo que dificulta su tratamiento con terapias convencionales. Por lo que
conocer el mecanismo de muerte es importante para predecir la efectividad en
el tratamiento de células resistentes. Para llevar a cabo dicho estudio se
utilizaron lineas celulares (MEF) que carecen de diferentes moléculas que
intervienen en la apoptosis.

1.2 Estudio de la seqguridad del uso de
AUNPRs

Como ya se ha nombrado anteriormente, el uso de NPs lleva inherente una
serie de efectos secundarios debidos a sus caracteristicas como nanomaterial,
que les permiten interaccionar con componentes biolégicos [36]. Todo
nanomaterial que se desarrolle para aplicaciones biomédicas antes de que
pase a clinica, es necesario su estudio toxicologico en detalle, para prevenir
posibles efectos adversos [37]. Por lo que nos planteamos el estudio de la
toxicidad de estos AuUNPRs tanto in vitro como in vivo

1.2.1 Estudio de la toxicidad de AuNPRSs 1
vitro

En la literatura encontramos métodos de lo mas diversos para el estudio de
toxicidad de NPs in vitro. Como por ejemplo, el uso de distintas lineas celulares
en las que cada autor analiza distintos aspectos como la proliferacion celular,
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generacion de ROS, muerte celular, etc [28]. Con toda esta variedad, los
investigadores no se ponen de acuerdo en cuales son los mejores métodos
para determinar la toxicidad de las NPs. Dada la variedad de NPs utilizadas,
diferentes concentraciones y métodos de andlisis, es muy dificil comparar
resultados de diferentes grupos [28]. Por ello nos propusimos analizar la
toxicidad de los AUNPRs en diferentes lineas celulares y células primarias tanto
humanas como de ratdén, analizando diferentes aspectos para cada una de
ellas como generacion de ROS, caida de potencial mitocondrial, muerte celular
o capacidad para formar colonias (viabilidad).

1.2.2 Estudio del efecto de AuNPRs sobre la
actividad de células NK

La toxicidad de las NPs no siempre supone la muerte de la célula, es posible
que afecte a su funcion aunque la célula siga viva [38]. La principal aplicacion
de estas NPs es su uso en el tratamiento del cancer y el sistema inmune juega
un papel importante en el desarrollo y eliminacion de tumores [39], en especial
las células asesinas naturales (NK). Por lo que pensamos que es importante
analizar el efecto de estas AuNPRs sobre las células NK, analizando su
activacion y si se ve comprometida su capacidad de eliminar células tumorales
en presencia de AUNPRs.

Para ello activamos células NK in vitro en presencia de los AuNPRs y
analizamos su activacion enfrentandolas a las células tumorales K562 (diana
para las NK).

1.2.3  Estudio de biodistribucion y toxicidad de
AuNPRSs in vivo

Finalmente es necesario un estudio toxicolégico in vivo, ya que las NPs
pueden sufrir cambios, ser degradadas y eliminadas o acumularse en tejidos y
resultar toxicas [38]. Asi como de su farmacocinética para poder determinar su
posible uso terapedutico [37].

Para ello se administraron los AuNPRs en ratones y se estudié su
biodistribucién al cabo de tres dias y 4 meses. También se analizé la toxicidad
que pueden suponer para distintos 6rganos mediante histologia y analisis de
marcadores toxicoldgicos en sangre.
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2.1. Muerte Celular

La muerte celular es un proceso que esta estrechamente relacionado no sélo
con el desarrollo fisiolégico normal de los tejidos, sino también, con varios tipos
de enfermedades. Se han descrito numerosos mecanismos de muerte
generalmente basados en criterios morfolégicos, por lo que ha sido necesario
establecer unos criterios de clasificacion universales basados ademas de en
cambios morfoldgicos, en aspectos bioquimicos. Segun la definiciéon del NCCD
(Nomenclature Committe on Cell Death) [40] una célula se considera muerta
cuando se dan uno o varios de los siguientes criterios moleculares o
morfoldgicos:

1. La célula ha perdido la integridad de la membrana.

2. La célula, incluyendo el nucleo, ha sufrido fragmentacion completa,
mostrando los llamados cuerpos apoptoticos.

3. Los fragmentos de la célula han sido fagocitados por las células
adyacentes.

Segun este comité existen 3 tipos de muerte celular; necrosis, apoptosis y
autofagia. Estos procesos estan regulados genéticamente y las vias de
sefalizacion estan en muchos casos relacionadas entre si [41].

2.1.1. Apoptosis

La apoptosis o0 muerte celular programada es un proceso celular que tiene
especial importancia tanto durante el desarrollo embrionario [42], como durante
la vida adulta en el mantenimiento de la homeostasis tisular. La apoptosis
induce la eliminacion de células dafadas, infectadas o aquellas cuya funcién ya
no es necesaria para el organismo [22].

Existe un equilibrio entre proliferacion y muerte celular en los tejidos. La
ruptura de dicho equilibrio esta relacionada con numerosas patologias [43],
tanto por defecto de la apoptosis (cancer, enfermedades autoinmunes, etc.),
como por exceso (enfermedades neurodegenerativas, infeccion por VIH, etc.)
[44, 45].

El término apoptosis fue introducido por Kerr y colaboradores [46] para
describir un proceso basado en los siguientes cambios morfologicos  (figura
2.1):

» Las células se van redondeando a la vez que se retraen sus pseudopodos
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e Disminucioén del volumen celular
» Condensacion de la cromatina (picnosis)
* Fragmentacion nuclear

e Aparicibn de cuerpos apoptoticos (fragmentos de célula rodeados de
membrana plasmatica)

La apoptosis se caracteriza por mantener intacta la membrana plasmética
durante todo el proceso. La formacién de cuerpos apoptéticos, que tiene lugar
en las dltimas etapas, permite que sean fagocitados por células fagociticas
vecinas que los degradan rapidamente mediante sus enzimas lisosomales. Es
por lo tanto lo que se denomina una muerte limpia, ya que de esta forma se
evita la liberacion del contenido citosolico y por lo tanto que se desencadene un
proceso inflamatorio no deseado [47]. Por otro lado las células fagociticas
procesan los restos celulares produciendo la presentacion de antigeno y la
consecuente respuesta inmune especifica mediante un proceso conocido como
presentacion cruzada [48].

Cuerpo apoptético

P ‘..:\\
oD/ )
323 ( 7 e /
ST W Al
o U//’/

®

o

< ©7 Célula fagocitica

Condensacion nuclear Formacion Fagocitosis
y citoplasmatica  cuerpos apoptoticos

Figura 2.1: Cambios morfolégicos en la célula durante laa  popotosis [49].

Bioquimicamente , la apoptosis es un proceso a traves del cual varias
sefales intracelulares llevan a la activacion de unas proteinas denominadas
caspasas [50].

2.1.1.1. Moléculas i mplicadas en la apoptosis

Antes de explicar los mecanismos de apoptosis se van a describir las
principales moléculas implicadas en ellos.
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2.1.1.1.1. Caspasas

Son una familia de cistein proteasas con especificidad de corte tras un
residuo aspartico (Asp). Se denominan con la palabra caspasa seguida de un
namero que las identifica. Las caspasas se sintetizan como zimdgenos
inactivos, denominandose en esta forma inactiva como pro-caspasa seguido de
su numero correspondiente [51]. Esta familia se encuentra altamente
conservada y las pequefas variaciones estructurales que aparecen entre sus
miembros son las responsables de la especificidad de sustrato [52].

Las caspasas participan en cascadas de sefializaciéon con un papel central
en la apoptosis, regulacion de la inflamacion, proliferacién y diferenciaciéon
celular. Segun su funcion se clasifican en 2 grupos: Las que participan en
procesos de inflamacién (1, 4, 5, 11, 12, 13 y 14) [53] o las que participan en
la apoptosis (2, 3, 6, 7, 8, 9 y 10). Dentro de estas Ultimas tenemos que
diferenciar a las iniciadoras (2, 8, 9, 10) de las ejecutoras (3, 6, 7) dependiendo
de si inician la ruta o son las responsables ultimas de ejecutar la apoptosis.

No Prodominio Subunidad Subunidad Especificidad  Funcién
p20 pl10 Sustrato

SN Ciro B B
8 DED DED 1IETD Caspasas
Iniciadoras
o (I GS SN 5D
10 DED DED LEHD
3 — — . DEVD
6 — | ] VEHD Caspasas
Ejecutoras
7 — — . DEVD

Figura 2.2: Caspasas apoptéticas. Entre las caspasas que participan en la apoptois
podemos diferenciar entre caspasas iniciadoras y ejecutoras. Estas caspasas
presentan diferentes especificidades de sustrato y se diferencian segun sus dominios;
DED: Dominio efector de muerte, CARD: dominio de reclutamiento de caspasas [54].

Todas las caspasas se sintetizan como pro-caspasas y presentan 3
dominios (figura 2.2):

* Dominio central de unos 20 KDa (p20) con el sitio activo de la caspasa, un
residuo cisteina dentro de una secuencia altamente conservada [55]

e Dominio C-terminal de unos 10 KDa (p10)
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* Pro-dominio en el extremo N-terminal de longitud variable implicado en la
traduccion de sefiales. Este dominio pertenece a la familia TNF (factor de
necrosis tumoral) y puede presentar a su vez dos subdominios:

o DED: Dominio efector de muerte
o CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas.

Su funcién y clasificacion depende de su preferencia de sustrato y del pro-
dominio que presenten (figura 2.2). Las caspasas ejecutoras presentan un
prodominio corto mientras que las caspasas inflamatorias e iniciadoras
presentan un prodominio largo con los subdominios DED o CARD necesarios
para la interaccion entre las caspasas y sus adaptadores, lo que es esencial
para su activacion [56].

Activacion de las caspasas

La activacion de las caspasas se produce por cortes proteoliticos y la
maduracion de la caspasa. Las caspasas una vez activas se presentan como
heterotetrAmeros formados por dos dimeros idénticos unidos por interacciones
hidrofébicas, cada uno de ellos con un sitio catalitico (figura 2.3). Estos dimeros
estan formados por una subunidad larga (p20) y una corta (p10) [56].

Procaspasa

Centro activo
Cys

Prodominio p20 l pl0

Asp Asp
Zona especifica Zona especifica
de corte de corte

Caspasa Activa

Figura 2.3: Activacion de las caspasas [57]. Las pro-caspasas se activan por corte
proteolitico en la zona especifica de corte.
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El mecanismo de activacion es diferente dependiendo de la caspasa;

» Las pro-caspasas iniciadoras presentan cierta actividad catalitica y para
que se activen es necesario su oligomerizacion. Esta oligomerizacion produce
un cambio conformacional que activa la caspasa (como el caso de la caspasa
9) [58] o permite su autoproteolisis (como la caspasa 8) para su completa
activacion. Para ello es necesario que la caspasa se una a proteinas
adaptadoras a través de sus dominios CARD o DED [59].

» Las caspasas ejecutoras son activadas por corte proteolitico llevado a
cabo generalmente por las caspasas iniciadoras aunque también por otras
proteasas como la granzima B (gzmB), una serin proteasa que también corta
tras un residuo Asp [60].

Sustratos de las caspasas

Senal
apoptotica

' [ 1€
A

e
ool |

* = — "m“ Caspasa
* ejecutora
* 1 0 Sustratos
R S SO efectores
* apoptosis
Desmantelamiento celular
Vo

condensacion cromosomica
y fragmentacion nuclear

Figura 2.4: Papel de las caspasas en la apoptosis  [55]. Tras la sefial apoptética las
caspasas iniciadoras oligomerizan, lo que permite su activacién. Estas caspasas
iniciadoras activan a las caspasas ejecutoras que a su vez actlan sobre distintos
sustratos que llevaran finalmente a la muerte de la célula, segun las caracteristicas
propias de la apoptosis.

Las caspasas activas tienen como sustratos multitud de proteinas celulares.
Reconocen una secuencia corta de 4 aminoacidos en la que es esencial un
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residuo Aspartico (Asp o D) tras el cual se produce el corte. Este corte puede
dar lugar a la activacion o inhibicion de la proteina (figura 2.4). Las caspasas de
cada uno de los grupos (inflamatorias, apoptéticas iniciadoras o apoptoticas
ejecutoras) comparten especificidad de sustrato [61].

Las caspasas iniciadoras actuan sobre si mismas (autoproteolisis) y sobre
las caspasas ejecutoras, por lo que su preferencia de corte coincide con los
residuos de su propio sitio de corte para su activacion y los de las caspasas
ejecutoras [62].

Dentro de los sustratos de las caspasas ejecutoras se encuentran proteinas
implicadas en la degradacion del DNA (ICAD) [63], en la parada del ciclo
celular y relacionadas con el desmantelamiento celular, como por ejemplo la
actina (ROCK1) [64, 65]. De esta forma se producen los cambios estructurales
propios de la apoptosis. Ademas, son también sustratos moléculas que actuan
como sefales para la migracion y activacion de macréfagos (lisofosfatidilcolina)
[66].

Requlacion de las caspasas

Las caspasas activas pueden causar la muerte celular de forma rapida, por
ello son necesarios unos mecanismos de regulacion tanto de activacion como
de inhibicién [62]. Los estudios estructurales de estas proteinas han llevado a
la determinacion de la especificidad de sustrato de cada una de ellas lo que ha
permitido el descubrimiento de inhibidores naturales y posteriormente el
desarrollo de nuevas moléculas que puedan actuar como tales [67].

Entre los inhibidores naturales se encuentran;

CrmA ("Cytokine response modifier A") que es una proteina del virus de la
viruela bovina que se une a la caspasa 8 y bloguea la cisteina del sitio activo
[68].

IAPs ("inhibitor of apoptosis proteins"), una familia de inhibidores de la
apoptosis altamente conservados entre especies [69]. Entre ellos los XIAPs son
los mas importantes y actlian sobre las caspasas 3y 7, 9y 6 [70, 71]. Son
inhibidores enddgenos que a su vez presentan homologos viricos. Se
descubrieron por primera vez en baculovirus donde estaban implicados en la
inhibicion de la muerte de la célula huésped como respuesta a la infeccion.
Mutaciones en estos inhibidores generan enfermedades debido a un exceso de
apoptosis como es el caso de la atrofia muscular espinal [72]. También se ha
visto la sobreexpresiéon de IAPs como survivina [73] en la mayoria de tumores
mas comunes [74], indicando su importancia para la supervivencia celular o la
quimiorresistencia [75].
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c-FLIP ("FLICE-like inhibitor protein™) es un inhibidor por competicion de la
caspasa 8. Presenta DED a través del cual se une a FADD ("Fas associated
death domain") impidiendo asi la unién de la pro-caspasa 8 al complejo DISC
("Death-Inducing Signaling Complex™) y por lo tanto su activacion [76] (este
mecanismo se explica mas adelante). Ademas también se ha visto que activa
NF-kB, implicado en supervivencia y proliferacion.

Existen isoformas inactivas de las caspasas generadas por empalme o
"splicing" alternativo que compiten con las caspasas activas. Y también es
posible su regulacion por la compartimentalizacion de las caspasas, proceso
por el cual no se localizan en el mismo lugar donde actian. Por ejemplo, si su
papel se lleva a cabo en el nlcleo, estas caspasas se localizan en el citosol
[55].

Ademas de los inhibidores naturales se han desarrollado péptidos
sintéticos imitando la secuencia de los sustratos especificos de las caspasas.
Asi tenemos el péptido DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) como inhibidor de las
caspasas 3y 7, IETD (lle-Glu-Thr-Asp) para las caspasas 8 y 10 y z-VAD (Val-
Ala-Asp) como inhibidor general de caspasas [77]. Estos péptidos suelen
presentarse en forma de fluorometilcetonas (fmk), que llevan a cabo la
metilacion de la cisteina del centro activo de las caspasas, produciendo una
inhibicién irreversible.

2.1.1.1.2. Proteinas de la familia Bcl2

Las proteinas de la familia Bcl-2 son un grupo de proteinas que participan en
la regulacion de la apoptosis [78]. Todas ellas comparten la presencia de uno o
varios dominios de homologia a Bcl-2 (BH) y segun éstos se pueden clasificar
en tres grandes grupos [79] (figura 2.5):

Proteinas antiapoptéticas : son las proteinas Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1 entre
otras. Poseen cuatro dominios de homologia a Bcl-2 (BH1-BH4) y su papel es
el de inhibir la apoptosis.

Proteinas proapoptéticas multidominio : a este grupo pertenecen Bax,
Bak y Bok, las cuales poseen los dominios BH1, BH2 y BH3. Bak y Bax son las
proteinas responsables de la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial gracias a su oligomerizacion y formacion de un poro. Este permite
la salida de determinadas proteinas mitocondriales al citosol lo que se
considera como punto de no retorno en el mecanismo de apoptosis.

Proteinas proapoptéticas sélo-BH3  (BH3-only): son un grupo numeroso
de proteinas que sélo poseen el dominio de homologia BH-3. Entre ellas estan
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Bim, Bid, Bad, Puma o Noxa. Estas proteinas actian como efectoras de los
estimulos proapoptoticos.

Proteinas | (1BH4] [BH3] [BHA] [BH2 [TM[ ] Bck2, BekX, BekB, BokW

antiapoptoéticas
multidominio

( |BH3] [BH1| [BHZ] [TM][ ] Mck1, Bfl1/A1
Proteinas
proapoptoticas ( [BH3 |BH1| |BH2 TM [ ] Bax, Bak, Bok
multidominio
Srcialage ( [BH3| [TM] ] Bim, Bik, Hrk
proapoptdticas
sblo BH3 ( BH3 ] Bel-Rambo, Bel-G, Bid,

Puma, Bmf, Bad, Noxa,

Spike

Fig. 2.5: Miembros de la familia de proteinas Bcl-2. Clasific ~ acién. Las proteinas de
la familia Bcl-2 se clasifican segun su estructura. TM, dominio transmembrana; BH1-4,
dominios de homologia a Bcl-2 [80].

Requlacion de la activacion de las proteinas proapoptoticas Bak y
Bax

Frente a diversos estimulos que activan la apoptosis, que la célula sobreviva
o muera depende de la interaccidon entre las proteinas de la familia Bcl-2 [81].
Esta interaccion lleva a la activacion o inhibicibn de las proteinas
proapoptoticas Bax y Bak [79]. Diversos modelos han sido propuestos para
explicar la relacion entre estas proteinas [82] (figura 2.6):

El modelo directo (figura 2.6 A) propone que dentro de las proteinas solo-
BH3 existen unas que son activadoras (a) y otras sensibilizadoras (s). Las solo-
BH3 activadoras son las encargadas de activar Bax y Bak y las proteinas
antiapoptoticas inhiben la apoptosis secuestrando a las proteinas solo-BH3
activadoras para impedir que interaccionen con Bax y Bak. En este contexto,
las proteinas s6lo-BH3 sensibilizadoras serian las que, bajo estimulos
proapoptoticos, se unirian a las proteinas antiapoptéticas liberando las sélo-
BH3 activadoras para que puedan unirse a Bax y Bak promoviendo la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial [83] .
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A) Modelo directo
®f-o-{

B) Modelo indirecto
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C) Modelo mixto
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Figura 2.6: Modelos de activacién de las proteinas de la familia Bcl-2 [82]. Las
flechas en negro representan las interacciones en condiciones normales, en rojo se
representa el estimulo proapoptético.

Segun el modelo indirecto (figura 2.6 B) (0 modelo de desplazamiento) las
proteinas antiapoptoticas se unen directamente a las proteinas proapoptoticas
Bak y Bax inhibiendo su accion. En este modelo, los estimulos proapoptoticos
promueven que las proteinas sOlo-BH3 interaccionen con las proteinas
antiapoptoticas liberando Bak y Bax para la formacion del poro [84].

Existe un tercer modelo mixto o alternativo (figura 2.6 C) que intenta
unificar las evidencias de uno y otro, dejando claro que la membrana lipidica
donde se anclan las proteinas juega un papel importante en la interaccion y
activacion de éstas. En este modelo, las proteinas antiapoptoticas
interaccionan tanto con las so6lo-BH3 activadoras como con Bax y Bak
directamente para impedir, de las dos formas, su oligomerizacion y formacion
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del poro. En este caso, bajo sefales pro-apoptéticas las proteinas BH3
sensibilizadoras se unirian a las antiapoptoéticas para liberar tanto a las BH3
activadoras como a las proapoptoticas Bax y Bak [85].

2.1.1.2. Mecanismos de apoptosis

Tradicionalmente se han distinguido 3 rutas principales de apoptosis; La via
intrinseca, en la que juega un papel central la mitocondria, es activada por las
proteinas de la familia Bcl-2. Las otras dos vias son activadas por células del
sistema inmune como los linfocitos T citotdéxicos (CTLsS) o las células NK
("Natural Killers"). Estas células reconocen las células infectadas o
transformadas y son capaces de inducir su muerte a través del sistema de
receptores mortales (0 via extrinseca) o a través de la secrecion de granulos
citotoxicos.

2.1.1.2.1. Viaintrinseca o mitocondrial

La via intrinseca se activa por una serie de sefales intracelulares
desencadenadas por estrés celular como dafio en el DNA, estrés oxidativo
(ROS), citotoxico o en el reticulo endoplasmatico (RE), falta de factores de
crecimiento, etc.

En esta ruta la mitocondria desempeia el papel principal y viene regulada
por las proteinas de la familia Bcl-2. Tras el estimulo pro-apoptético se activan
Bak y Bax (como se explico en el apartado anterior) formando un poro en la
membrana externa mitocondrial denominado MOMP (del inglés "Mitochondrial
Outer-Membrane Pore"). En condiciones normales, Bak se encuentra unida a la
membrana externa mitocondrial, sin embargo, tanto Bax como Bid son
proteinas citoplasmaticas que tras el estimulo apoptético se traslocan y anclan
a la membrana externa mitocondrial [86] mediante homo-oligomerizacion
(Bax/Bax o Bak/Bak) o hetero-oligomerizacion (Bax/Bak, Bax/tBid) [87, 88].

La regulacién de la formacion de este poro viene determinada por proteinas
de la familia Bcl-2 y su formacién supone la salida al citosol de factores
apoptogénicos que se encuentran en condiciones normales en el espacio
intermembrana de la mitocondria. Estos factores apoptogénicos tienen distintos
papeles y llevan a la muerte celular dependiente o independiente de caspasas
[89] (figura 2.7).
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Figura 2.7: Via intrinseca. Tras las sefales pro-apoptdticas se produce la
oligomerizacion de Bak y Bax formando un poro en la membrana externa mitocondrial
(MOMP) a través del cual salen distintos factores apoptogénicos que presentan
diferentes funciones y llevan a la muerte celular. Adaptado de Jeong et al [90].

Algunos de los factores apoptogenicos que se liberan de la mitocondria son:

e« Citocromo C: en condiciones normales se encuentra en el espacio
intermembrana actuando como transportador de electrones en la respiracion
mitocondrial. Su salida al citosol se considera como punto de no retorno.
Una vez en el citosol, en presencia de dATP, se asocia a varias unidades de
Apaf-1 ("apoptosis protease activating factor 1") de forma que las estabiliza
permitiendo la union de la pro-caspasa 9 a través de los dominios CARD de
ambas. Todas estas moléculas forman lo que se denomina apoptosoma [91]
(figura 2.8). De esta forma la caspasa 9 se activa siendo capaz de activar a
las caspasas efectoras 3 y 7 que son las que ejecutan la apoptosis.

« SmaC/DIABLO: Inhibe la accion de los inhibidores de caspasas (IAPS)
gque en condiciones normales estan asociados a las caspasas
manteniéndolas inactivas. De esta forma las caspasas activas quedan libres
para poder actuar [92, 93].

e AIF: Factor inductor de apoptosis ("apoptosis inductor factor").
Flavoproteina asociada a la cadena transportadora de electrones
(membrana mitocondrial interna). Su liberacion depende de un corte
proteolitico que puede producirse por la calpaina o por catepsinas, una vez
en el citosol se trasloca al nucleo y forma un complejo con otras proteinas
llevando a la degradacion del DNA [94, 95].

. Endonucleasa G (EndoG): Una vez liberada de la mitocondria se
trasloca al nucleo donde procede a la degradacion del DNA [96].
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pro-caspasa 9
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' Citocromo C

Figura 2.8: Activacion de la caspasa 9. Para la activacion de la caspasa 9 es
necesario la formacion del apoptosoma, compuesto por varias subunidades de Apaf-1
y citocromo C a las que en presencia de dATP se une la pro-caspasa 9. Basada en
[97].

La salida de citocromo C y Smac/DIABLO induce muerte dependiente de
caspasas, mientras que la de AlIF y EndoG es independiente [22].

La salida de todas estas moléculas no ocurre de forma simultanea, ya que
cada una se encuentra mas 0 menos secuestrada en el espacio
intermembrana. AIF esta asociado a la membrana interna y es necesario un
corte proteolitico para su liberacion y sélamente el 15-20% del citocromo C esta
disponible en el espacio intermembrana [98]. El fragmento truncado de Bid
(tBid) es responsable de la movilizacion del citocromo C [99], acercandolo a la
membrana externa mitocondrial, asi como de su liberacion al favorecer la
formacion del poro a través del cual sale al citosol (para esta funcion necesita
el dominio BH3) [100, 101]. Por otro lado la liberacion de Smac/DIABLO de la
mitocondria es dependiente de caspasas [102].

La formacion del MOMP puede venir acomparfiada de la permeabilizacién de
la membrana mitocondrial interna. Esta permeabilizacion se debe a la
formacion de un poro transitorio llamado PTP ("Permeability Transition Pore")
que se forma en las zonas de uniébn de ambas membranas. Esta apertura
produce una caida de potencial mitocondrial que puede recuperarse cuando se
cierra el poro. En condiciones normales la conformacion va cambiando entre
abierta y cerrada [103], pero su apertura es muy sensible a la concentracion de
Ca®", agentes oxidativos, quimioterapeuticos, etc [104]. Cuando se abre
permanentemente, permite la entrada y salida de agua e iones equilibrandose a
ambos lados de la membrana produciendo un choque osmoético que acabara
con la ruptura de la membrana externa. De esta forma se produce también la
salida de factores apoptogénicos [89]. En este caso la caida de potencial
mitocondrial es independiente de caspasas.
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La regulacion de la apertura de este poro, que se mide por caida de
potencial de membrana mitocondrial (A¥) y su importancia no quedan claras
todavia. Algunos trabajos lo consideran imprescindible para la completa salida
de citocromo C [105], aunque en otros casos se ha visto que con la formacién
del MOMP por la activacién de Bid y Bax es suficiente [106]. Ademas, se ha
visto que la caida de AW, se inhibe con inhibidores de caspasas, pero no la
salida de citocromo C [106]. En este caso la caida de AW, se deberia a que las
caspasas pueden cortar la subunidad NDUSF1 del complejo | de la cadena
transportadora de electrones causando la pérdida de funcionalidad de la
mitocondria [107]. Asi se produce una retroalimentacion positiva que facilita la
salida de mas factores apoptogénicos y por lo tanto la muerte de la célula.

2.1.1.2.2. Viade los receptores mortales

Esta ruta es activada por la unién de ligandos a sus receptores mortales y
depende de caspasas y de proteinas adaptadoras.

Activacion de las caspasas iniciadoras

Para la activacion de esta via es necesario que la célula diana exprese
receptores mortales. Estos receptores son receptores transmembrana de la
familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) [108].

La union de los ligandos mortales a los receptores correspondientes permite
su oligomerizacion y promueve la union de moléculas adaptadoras a través de
los dominios de muerte, DD ("death domain”) que presentan tanto los
receptores como las moléculas adaptadoras. En el caso de FasL vy
Apo2L/TRAIL estd molécula es FADD ("Fas associated death domain”),
mientras que en el caso de TNF-a la molécula que actia como adaptador es
TRADD ("TNF receptor associated death domain™) [109].

La proteina adaptadora ademas presenta un dominio efector de muerte
(DED) por el cual se unen las pro-caspasas 8 y 10 formando un complejo
llamado complejo de sefializacién de muerte celular o DISC formado por el
receptor, la molécula adaptadora y la pro-caspasa [110]. Como hemos
explicado anteriormente, la pro-caspasa 8 presenta cierta actividad proteolitica
en su forma inactiva, por lo que basta con la alta concentracion local y la
proximidad de las pro-caspasas en el DISC para que se produzca el
procesamiento de unas a otras, dando lugar a la forma activa de la caspasa 8
[111] (figura 2.9).
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Mecanismo de activacion de las caspasas ejecutoras

Segun la via por la que la caspasa iniciadora active a las caspasas
ejecutoras, podemos dividir a las células en dos grupos: células de tipo | y
células de tipo 11 [112, 113] (Figura 2.9).

Ligando

Receptor

Proteina
adaptadora

DISC
Pro-caspasa 8
Células tipo II ] Células tipo 1
tBid <— Bid <——— Caspasa8 - [0 Pro-caspasa 3

‘ v

v .
- ‘7 e Citc — » Caspasa9 —— % Caspasa3
Bax il

: !
TROS Ay o Apoptosoma
L]

MUERTE

Figura 2.9: Activacion de la caspasa 8. La union del ligando a su receptor permite su
oligomerizacion y el reclutamiento de proteinas adaptadoras a las cuales se une la
pro-caspasa 8 formando un complejo denominado DISC. Esto permite la activacion de
la caspasa 8 [109] [54].

Las “células tipo I” son aquellas que son capaces de producir, a través del
DISC, niveles suficientes de caspasa 8 para activar directamente a la caspasa
3 [113]. La muerte en este tipo de células solo se inhibe con inhibidores de
caspasas.

Por el contrario, en las “células tipo II” se requiere una amplificacion de la
sefal a través de la mitocondria, debido a los bajos niveles de caspasa 8
activa. En estas células la caspasa 8 activa, proteoliza a la proteina solo-BH3
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Bid, originando tBid, que se trasloca a la mitocondria, donde provocara la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial y la consiguiente liberacion de
factores apoptogénicos a través del cambio conformacional de Bak y Bax
(como ya se ha explicado anteriormente) [114]. La muerte en este tipo de
células ademas de por inhibidores de caspasas puede ser inhibida por
proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl2 como Bcl2 y BelX, [115].

Receptores mortales

Los receptores y sus correspondientes ligandos mas importantes de esta
familia son: Fas/FasL (también denominados CD95/CD95L), TNF-aR1/TNFa y
DR4 y DR5/TRAIL(Apo2L) [109].

Fas

Fas es un receptor de la familia TNF que esta presente en muchos tipos
celulares. Sin embargo, su ligando se expresa en células hematopoyéticas,
principalmente en células NK, linfocitos B, T y células dendriticas.

El ligando de Fas es una glicoproteina de membrana cuya expresion es
inducida a través de la activacion especifica de receptores de membrana como
el receptor de antigeno de las células T (TCR) [116]. Se ha descrito ademas,
qgue en los linfocitos T humanos tras unos dias de activacién en presencia de
IL-2, FasL se almacena en el citoplasma dentro de cuerpos multivesiculares
[117] y es secretado al exterior celular en la superficie de exosomas [118].

La expresion de este ligando en las células efectoras del sistema inmune
produce la muerte de la célula diana que expresa Fas. El sistema Fas/FasL
participa en la eliminacion de células infectadas o tumorales. Sin embargo, su
papel fundamental es el control de la accion del sistema inmune, produciendo
la muerte de células T permanentemente activadas en un proceso conocido
como muerte celular producida por activacion (AICD, "Activation Induced Cell
Death") [119], evitando asi enfermedades autoinmunes. Por otra parte, FasL no
sb6lo esta implicado en muerte celular sino también en el control de la
expansion clonal y la proliferacion de los linfocitos T activados, a través de la
induccion de la expresion del regulador del ciclo celular p21 [120].

TNFR1

Es una glicoproteina de membrana que se expresa en células
hematopoyéticas y en células tumorales. Su ligando, TNF-a, es una citoquina
secretada por muchos tipos de células, entre ellos macrofagos, células T y
células NK.
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La union del ligando al receptor puede desencadenar multitud de sefales
[121] como diferenciacion, proliferacién o inflamacion, a través del factor de
transcripcion NF-kB [122, 123]. Cuando la sefalizacién a través de éste esta
bloqueada [124] induce apoptosis a través de diferentes moléculas
adaptadoras como FADD [125]. Si las caspasas estan inactivas induce
necroptosis (que se explica a continuacion en el apartado 2.1.2) [126].

DR4 y DR5

Son los dos receptores proapoptoticos conocidos para Apo2L/TRAIL [127,
128]. Ambos receptores se expresan en gran cantidad de tejidos, tanto
normales como tumorales [129]. Ademas se han descrito otros dos receptores,
DcR1 y DcR2, los cuales carecen de dominio mortal, por lo que no inducen
apoptosis. Se han denominado receptores sefiuelo y su papel parece ser
antiapoptotico por competir con DR4 y DR5 por el ligando [127]. Estos
receptores sefiuelo se han descrito en muchos tejidos sanos pero pocos
tumorales.

Este sistema juega un papel importante en la accion del sistema inmune. Su
ligando Apo2L/TRAIL es una glicoproteina de membrana que se expresa
preferentemente en células hematopoyéticas [130], entre ellas linfocitos T y
células NK [131-133]. Su expresion aumenta con la activacion de estos tipos
celulares [133, 134] y se libera asociado a microvesisculas (exosomas) [117].
De esta forma actla sobre células tumorales.

El sistema Fas/FasL es muy importante en la regulacion de CTLs y células
NK activas, DR4 y DR5 también participan en este proceso inhibiendo la
proliferacion de estas células [135]. Como en el caso de TNFR, la unién de
Apo2L/TRAIL a sus receptores puede inducir apoptosis o proliferacion,
invasion, inflamacion, etc, dependiendo del tipo celular. Esto es debido a la
interaccion con diferentes moléculas como TRADD y RIP, induciendo la
activacion de factores transcripcionales como NF-kB y ERK [136]. Lo que
ocurre por ejemplo en el caso de las células T CD4" reguladoras [137].

2.1.1.2.3. Viade los granulos citotoxicos

Esta via de muerte celular es un mecanismo activado principalmente por dos
tipos de células efectoras del sistema inmune, CTLs vy células NK. Llamamos
células efectoras a las que llevan a cabo la eliminacién de la célula tumoral o
infectada (células diana), pero hay otros componentes del sistema inmune que
ayudan a la activacion y regulacion de las células efectoras, como monocitos y
macrofagos o células dendriticas.

Los linfocitos T se generan en la médula 6sea pero maduran en el timo. En
el proceso de maduracion, el linfocito T expresa en la membrana un receptor
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llamado TCR ("T Cell Receptor") a través del cual es capaz de reconocer un
antigeno extrafio [138] pero Unicamente si esta unido a proteinas de membrana
llamadas moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Existen
dos poblaciones de linfocitos T que se diferencian en los que expresan CD4
(linfocitos T CD4" o reguladores) que reconocen antigenos exdgenos unidos a
MHC-II y participan en la inflamacion y en la activacion de otras células del
sistema inmune. Y los que expresan CD8 (linfocitos T CD8" o citotdxicos) que
reconocen antigenos endogenos unidos a MHC-I y participan en la eliminacion
de células tumorales o infectadas. El reconocimiento del antigeno por el TCR
lleva a la activacion de estas células que pasan a denominarse CTLs.

Las células NK son células citotoxicas que eliminan células infectadas o
tumorales pero que carecen de receptores de membrana que reconocen
antigeno. Estas células forman parte de la inmunidad innata, por lo que su
respuesta es mas inespecifica. Las NK utilizan dos categorias diferentes de
receptores, unos proporcionan sefiales de inhibicion y otros de activacion. El
equilibrio entre estas sefiales de activacion/inhibicién hace que las NK distingan
entre las células sanas y las tumorales o infectadas [139]. Para que la célula
NK se active es necesario que haya sefiales de activacion y si existen sefiales
de inhibicién es posible la activacién de las NK si el balance se inclina a favor
de las sefales de activacion [140, 141].

Estas células presentan unos granulos citotoxicos que contienen una serie
de moléculas a través de las cuales inducen la muerte de la célula diana. Los
linfocitos T sin activar presentan un numero muy bajo de granulos citotéxicos,
gue aumenta al activarse. Las células NK poseen mas granulos a nivel basal,
pero su numero también aumenta tras su activacion en presencia de
citoquinas.

Tras entrar en contacto estas células con la célula diana, bien a través del
TCR en CTLs o de los receptores de activacion de las células NK, se produce
la migracion de los granulos citotoxicos hacia la zona de unién de las dos
células conocida como sinapsis inmunoldgica. Alli se fusionan con la
membrana plasmatica, liberando su contenido al exterior celular [142].

Son varias las moléculas presentes en estos organulos, entre las que se
encuentran las granzimas (gzms). Las gzms son una familia de serin proteasas
de las que se conocen 5 en humanos y 10 en raton [143]. Las mejor
caracterizadas y mas abundantes son la gzm A y B. La gzmB presenta un
papel importante en la muerte celular, sin embargo a la gzmA se le ha atribuido
un papel inflamatorio [144]. Por ello, en este apartado sélo vamos a describir el
papel de la gzmB y el de la perforina, otra proteina presente en los granulos
citotoxicos esencial para que la gzmB pueda actuar.
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Perforina

Es una proteina de unos 66 KDa, que forma poros en la membrana
plasmatica [145]. La perforina por si sola no es capaz de matar células, ya que
éstas son capaces de reparar el poro por diferentes mecanismos [146]. Su
papel consiste en permitir la entrada de las gzms a la célula diana que son las
que inducen la muerte celular [147, 148].

Granzima B

Es una serin proteasa con especificidad de corte similar al de las caspasas.
Se sintetiza como zimogeno y es procesada y activada justo en el momento en
el que se incorpora a los granulos citotdxicos, gracias a la accion de la
catepsina C (proteasa presente en el interior de estas vesiculas) [149]. Sin
embargo, no es hasta el momento en el que se libera de los granulos
citotoxicos cuando adquiere su capacidad proteolitica, debido a la acidez de
estas vesiculas [150].

Su principal funcion una vez en el citoplasma de la célula diana es la de
provocar la muerte de las células tanto infectadas [151] como tumorales [152],
generalmente por apoptosis. También puede intervenir en otros procesos como
la regulacién de la inflamacion, inactivacion de virus, modificacién de la matriz
extracelular o el control de linfocitos activados [153-157].

El papel de la gzmB en la apoptosis se lleva a cabo a través de 3
mecanismos, 2 de ellos dependientes de caspasas, por activacién directa o a
través de la via mitocondrial [158] y un tercero independiente de caspasas del
gue aun no se conoce mucho (figura 2.10).

Su especificidad de corte tras un residuo aspartico es similar al de las
caspasas, por lo que comparten algunos sustratos, aunque esta especificidad
es mas restrictiva en el caso de la gzmB [159]. Uno de los sustratos de la gzmB
es la pro-caspasa 3 que se activa por corte proteolitico en aspartico [158, 160].

La gzmB también puede actuar proteolizando la proteina proapoptética solo-
BH3 Bid dando lugar a tBid que actla sobre la mitocondria produciendo la
salida de factores apoptogénicos (como se explicé en el apartado 2.1.1.2.1)
[161].

Existe controversia en si uno de estos dos mecanismos es el principal y el
otro es un mecanismo de amplificacion de la sefal apoptotica [162]. Se ha
sugerido que eso depende del tipo celular. Parece ser que en raton la gzmB
tiene mayor preferencia por la pro-caspasa 3, mientras que en humano la
mayor afinidad es hacia Bid [163, 164]. Aunque hay que sefialar que estos
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estudios se han realizado con proteinas purificadas, por lo que son necesarios
experimentos adicionales para confirmar esta hipotesis [165]. Recientemente
se ha descrito que la gzmA es también capaz de activar la via mitocondrial a
través de la activacion de la proteina solo-BH3 Bim [166].
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Figura 2.10: Mecanismo de accion de lagzmB  [54].

Podemos decir que la gzmB es capaz de provocar caida de potencial
mitocondrial a través de dos vias diferentes; una dependiente de Bid, Bak y
Bax que implica la salida de citocromo C y otra dependiente de caspasas
acompafnada por un aumento en la produccion de ROS [158, 161]. La gzmB es
capaz de generar ROS mediante la activacion de NADPH oxidasas, a través de
un mecanismo dependiente de la caspasa 3 [167].

Se ha descrito un tercer mecanismo de accion independiente de caspasas,
del que aun no se conoce mucho, pero en el que parece que esta implicado el
citoesqueleto. Como hemos comentado anteriormente, existen algunos
sustratos de las caspasas efectoras que son compartidos con la gzmB. Por
ejemplo, la a-tubulina [168] o la filamina [169], lo que contribuye a la
desorganizacion del citoesqueleto y podria inducir muerte celular. También se
ha descrito que la gzmB procesa directamente ICAD provocando la activacion
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de CAD de modo independiente de caspasas [170]. Estos sustratos pueden
contribuir a la muerte de la célula, pero hay que sefialar que la afinidad de la
gzmB por ellos es mucho menor que por las caspasas o Bid, por o que estos
mecanismos solo seran activados en el caso en el que la via de las caspasas 0
la de Bid estén alteradas [153].

2.1.2. Necrosis

Aunque los cambios morfolégicos que se observan en la célula necrotica
dependen de la severidad del dafio, es un tipo de muerte que se caracteriza
principalmente por el aumento del tamafio celular y la ruptura de la membrana
plasmatica. La necrosis carece de marcador especifico, aparte de la
permeabilizacién de la membrana, por lo que se considera necrosis al proceso
de muerte en el que no hay evidencia ni de apoptosis ni de autofagia [171].

A diferencia de la apoptosis las células necréticas no son fagocitadas hasta
que han perdido la integridad de la membrana, con la consecuente liberacion
del contenido citoplasmatico al exterior. Esto hace que se desencadene una
respuesta inflamatoria por liberacion pasiva de DAMPS ("danger/damage
associated molecular patterns™) o por la induccion de secrecion de citoquinas
pro-inflamatorias a través de la activacion de NF-kB y MAPKs [172, 173].
Debido a esto, la necrosis normalmente est4 asociada a patologias [174, 175].

Hay muchos mediadores implicados en la necrosis como ROS, Ca®,
calpainas, catepsinas, fosfolipasas y ceramida [176]. El estrés oxidativo
conduce al dafio de macromoléculas incluido el DNA y proteinas. La
modificacion de las proteinas debido a la generacion de ROS hace que pierdan
su funcion y aumente su susceptibilidad a ser degradadas. Los acidos grasos
poli-insaturados de la membrana también son susceptibles a la generacion de
ROS, ya que son extremadamente sensibles a la oxidacion. De esta forma las
membranas se desestabilizan, esto altera la funcién de las mitocondrias y
permite la salida de enzimas lisosomales y Ca®" de los lisosomas y del reticulo
endoplasmatico (RE) respectivamente. El Ca** provoca la apertura del PTP en
la mitocondria [88] y acaba por generar la ruptura de la membrana mitocondrial
externa por choque osmatico. Si esto ocurre en la mayoria de las mitocondrias
se produce un déficit de ATP celular. Ademas el Ca** puede activar proteasas,
fosfolipasas, etc, que contribuyen a la necrosis.

Durante mucho tiempo la necrosis se ha considerado una forma de muerte
accidental e incontrolada. Sin embargo en la Ultima década se han observado
evidencias de que la necrosis esta regulada por una serie de sefales
desencadenadas por una variedad de estimulos (figura 2.11), por lo que ha
aparecido el término necroptosis [40, 177].
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Esta necrosis regulada o necroptosis se puede definir como una muerte
celular a través de una ruta dependiente del complejo formado por
RIPK1/RIPK3, que puede ser inhibida por necrostatina (Nec-1) [178]. Los
receptores de la familia del TNF inducen cascadas de sefializacién con
funciones completamente opuestas (figura 2.11). Pueden inducir proliferacion si
RIPK1 se encuentra ubiquitinada. Si la caspasa 8 estad activa se forma un
complejo que induce apoptosis, sin embargo si la caspasa 8 esta inhibida el
complejo que forma con RIPK1 y RIPK3, denominado necroptosoma, induce
necroptosis [179]. Por lo que en determinadas circunstancias en las que las
caspasas estan inhibidas, la necroptosis interviene en el desarrollo embrionario
[180], en el mantenimiento de la homeostésis celular [181, 182] y en el control
de infecciones [183] como una alternativa a la apoptosis.
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Figura 2.11: Necroptosis bajo diferentes estimulos [183].

2.1.3. Autofagia

La autofagia es un proceso lento en el cual parte del citoplasma de la célula
es secuestrado en vacuolas especializadas de doble membrana y degradado
por enzimas lisosomales [184]. Es un mecanismo conservado en eucariotas
que permite asi la degradacion y reciclado de los componentes celulares. El
proceso de autofagia es desencadenado por falta de nutrientes, alta densidad

27



Introduccion

celular o aumento de la temperatura [185]. Niveles basales de autofagia
aseguran el mantenimiento de la homeostasis intracelular. Sin embargo, se ha
visto que también desempefia un papel importante en procesos celulares como
la diferenciacién, desarrollo, longevidad y sistema inmune [186-188].

El papel de la autofagia en la muerte celular ha sido ampliamente debatido.
Algunos grupos sostienen que la autofagia es la causa de la muerte [189],
mientras que otros opinan que es un mecanismo de defensa [190]. En
condiciones normales la autofagia permite a la célula regenerarse, mientras
qgue en situaciones de estrés sirve de mecanismo de defensa ya que de esta
manera la célula elimina los agregados de proteinas y organulos dafiados
[191]. Sin embargo, también se ha observado que en situaciones en las que la
apoptosis esta inhibida, se produce muerte como si fuera necrosis la cual va
acompafiada de autofagia, ademas existen conexiones entre apoptosis,
autofagia y necrosis [192-194]. Debido a esta controversia se denomina muerte
por autofagia al proceso en el que se produce muerte acompafada de
autofagia [171].

Existen distintos tipos de autofagia, la mediada por chaperonas, la micro-
autofagia y la macro-autofagia (a partir de ahora llamada autofagia) que es de
la que vamos a hablar en este apartado.

La autofagia se caracteriza por ausencia de condensacion de cromatina y la
presencia de vacuolas de doble membrana llamadas autofagolisosomas, que
contienen organulos citoplasmaticos y citosol [195]. Estas vacuolas se pueden
distinguir de otros organulos por microscopia electronica de transmisién (TEM)
gracias a su doble membrana y por la distribucion de la proteina LC3 en su
membrana [196].

La via tipica de autofagia es controlada por mTOR, una kinasa importante en
la progresion del ciclo celular [197]. En respuesta a una falta de nutrientes o a
la acciébn de determinadas drogas como rapamicina, mTOR es inhibido
activandose la autofagia [198]. La autofagia esta controlada por una serie de
proteinas de la familia Atg descubiertas en levaduras, que presentan su
homologo en eucariotas [199, 200]. En la activacion de la autofagia interviene
la proteina Beclina-1 también llamada Atg6, a la que se une Bcl-2 inhibiendo la
autofagia. En situacion de falta de nutrientes Bcl-2 es fosforilado lo que permite
la liberacion de la beclina-1 activandose la autofagia [201]. El primer paso y en
el que intervienen mas proteinas de la familia Atg es la elongacion de la
vesicula, que forma el denominado autofagosoma. LC3 se une a
fosfatidiletanolamina (PE) localizandose en la membrana del autofagosoma,
utilizandose como marcador de autofagia. Finalmente el autofagosoma se
fusiona con el lisosoma generandose el autofagolisosoma lo que permite la
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degradacion de la membrana y su contenido por las enzimas lisosomales
(figura 2.12) [202].

Falta de nutrientes

3 Autofagosoma

Degradacién
contenido
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material citoplasmatico vesicula

Autofagolisosoma

Figura 2.12: Autofagia . La autofagia tiene lugar en condiciones de falta de nutrientes.
Consiste en el secuestro de material citoplasmatico por una doble membrana
formando el autofagosoma, que se fusionara con un lisosoma con el fin de su
degradacion. Adaptado de [203]

2.1.4. Piroptosis

Es una forma de muerte célular reconocida recientemente con
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas diferentes de la apoptosis y la
necrosis [204]. La piroptosis se ha observado en monocitos, macrofagos [205] y
células dendriticas infectadas [206], en los cuales se activa la caspasa 1 con la
formacion del inflamasoma, complejo equivalente al apoptosoma en la
activacion de la caspasa 9 [207, 208].

La caspasa-1 es una caspasa pro-inflamatoria necesaria para la maduracion
de IL-1B e IL-18 [209, 210], citoquinas que inducen inflamacion. Por lo que la
piroptosis es un tipo de muerte desencadenada por una respuesta inflamatoria
gue se ve amplificada por la liberacién del contenido citoplasmatico cuando se
lisa la célula al morir [211].

La morfologia de la piroptosis no queda muy clara todavia. Se observa caida
de potencial mitocondrial y condensacion nuclear como en la apoptosis, pero
se pierde la integridad de la membrana plasmatica como en necrosis [212,
213].

29



Introduccion

30



Introduccion

2.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia ha ido cobrando mas y mas fuerza en las ultimas
décadas, tanto en el ambito cientifico como en la vida cotidiana, ayudando a
solucionar muchos problemas en los mas diversos campos.

En 1959 el fisico Richard Feynman [214] introdujo por primera vez la
posibilidad de trabajar a escala nanométrica en su famoso discurso "There’s
plenty of room at the bottom". Esta fue la primera vision de las posibilidades de
la ciencia y la tecnologia a escala nanométrica. El término "nanotecnologia” fue
usado por primera vez en 1974 por Norio Taniguchi de la Universidad de Tokio.
Sin embargo, la nanotecnologia no se convirti6 en una verdadera revolucidon
hasta la década de los 80 con el descubrimiento de técnicas como la
microscopia de efecto tunel (STM) por Binnig y Rohrer [215] y materiales como
el fullereno [216].

El término nanotecnologia ha sido definido por el NNI ("National
Nanotechnology Initiative") como la parte de la ciencia que comprende las
técnicas y herramientas para la creacion y utilizacion de sistemas, estructuras y
materiales que tengan, al menos una de sus dimensiones en el rango de 1 a
100 nm. Recientemente la Comisién Europea ha sugerido la introduccion de
materiales sintéticos o0 naturales que contengan particulas dispersas,
agregados o aglomerados siempre que mas del 50% de las mismas cumplan
las condiciones establecidas por el NNI.

2.2.1. Relevancia de los nanomateriales

La relevancia de los nanomateriales reside en la diferencia en su
comportamiento respecto a sus homologos a nivel macroscopico. Esto es
debido a su tamafio, grado de ordenacion y sus interacciones.

Al reducir a escala nanométrica los materiales con los que se construyen las
nanoparticulas se produce un aumento del ratio superficie/volumen. De esta
forma aumenta el porcentaje de atomos o moléculas presentes en la superficie
respecto del total, lo que hace que haya mas grupos reactivos y altera las
propiedades electronicas [217]. Este efecto conlleva la aparicion de nuevas o
mejoradas propiedades quimicas y/o fisicas (6pticas, magnéticas, térmicas,
eléctricas, etc.) [218]. Ademas, el rango de tamafio en el que se presentan las
nanoparticulas es en el que ocurren la mayoria de interacciones fisicas o
quimicas (figura 2.13).

31



Introduccion

Nanoparticula

*'IOIpm 109 Hm

Proteina Bacteria Célula

Molécula

Fig 2.13: Tamafio de las nanoparticulas en relacion a otros componentes
biologicos [219].

Segun el método de sintesis utilizado, variando la forma, tamafio y estructura
de los nanomateriales, podemos influir en sus propiedades. Es decir, podemos
sintetizar nanoparticulas con propiedades especificas que se puedan aplicar en
el campo de la industria y la medicina. Ademas, se estan desarrollando
nanomateriales con varias aplicaciones como por ejemplo, en el campo de la
nanomedicina, aquellos que permiten el diagndstico y el tratamiento
simultaneamente.

Es por todo ello que la nanotecnologia presenta un gran potencial para un
sinfin de aplicaciones en diversos campos como en la informatica,
microelectronica, comunicaciones, disefio de nuevos farmacos o control
medioambiental entre otros (figura 2.14). La variedad de aplicaciones que son
posibles con el desarrollo de la nanotecnologia ha incrementado su uso y
hacen que sea comparable con las consecuencias de la revolucion industrial
[220].
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Figura 2.14: Algunas aplicaciones de la nanotecnolo  gia. Adaptado de Tsuzuki
[220]

2.2.2. Descripcion de las nanoparticulas (NPs)

El término nanoparticula (NP) hace referencia a distintos nanomateriales
tanto inorganicos como organicos o0 incluso una mezcla de ambos. Las
propiedades de estas NP vienen determinadas por muchos factores [221]. Los
principales son:

* Composicion _quimica del nucleo: Distinguiendo las NPs de naturaleza
organica (liposomas, polimeros) o inorganica. Es el factor mas determinante
en las propiedades de la NP. Segun el compuesto utilizado, el sistema
poseera alta densidad electrénica e intensa absorcion Optica (oro, plata,
cobre) [222], momento magnético (6xido de hierro o cobalto) [223],
fosforescencia (6xidos dopados) [224], etc.

Una vez seleccionado el material se pueden modular dichas propiedades
mediante la variacién de otros parametros [225] como:

» Forma: esferas, prismas, cubos, estrellas, cilindros, etc [226].
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e Tamaio: entre 1y 100 nm.

* Medio de dispersién: pueden ser estables en fase organica o acuosa, segun
el método de sintesis y tratamientos posteriores [224].

» Estado de dispersion: dispersas, aglomeradas o agregadas.

* Ligandos en la superficie de naturaleza diversa pueden ejercer de
estabilizantes, modificar la solubilidad, variar la carga neta, etc. Estos
ligandos pueden estar unidos mediante enlaces covalentes, de coordinacion
o0 interacciones electrostaticas, directamente a la superficie de la
nanoparticula (ndcleo) o a otras moléculas que actian de espaciadores
[227].

2.2.3. Nanoparticulas en medicina: Nanomedicina

La nanomedicina se define como la rama de la medicina que utiliza
nanomateriales para  aplicaciones  biomédicas como  diagndstico
(nanodiagnéstico) y tratamiento de enfermedades (nanoterapia), pudiendo
combinarse ambas bajo el término de teragndstico "theragnostic". De esta
forma se puede diagnosticar la enfermedad, tratar y monitorizar el tratamiento
permitiendo conocer rapidamente su efectividad [228].

Los nanomateriales son muy interesantes para la biomedicina. Debido al
rango de dimensiones en el que se presentan, son ideales para su uso a nivel
celular ya que pueden interaccionar con biomoléculas (carbohidratos, acidos
nucleicos, proteinas, etc.). Ademas, como presentan una elevada superficie (al
aumentar la relacion superficie/volumen) permiten la unién de diversos
ligandos, de esta manera se aprovechan no solo las propiedades de la NP sino
también las que proporcionan estas moléculas (cataliticas, especificidad, etc) lo
que convierte a estos sistemas en plataformas multifuncionales [8].

La unién de ligandos a la NP permite entre otras, imitar la superficie externa
de las células generando mayor afinidad y mejorar el reconocimiento de las
células diana. Por ejemplo, al recubrirlas con carbohidratos que asimilan el
glicocalix [219]. También aumenta la especificidad al utilizar ligandos que dirijan
la NP a tejidos o células diana, de esta manera se pueden utilizar como
vehiculo para el transporte de drogas o para el diagnédstico [9, 229]. Incluso se
pueden utilizar para estudiar los mecanismos naturales de interaccion en los
procesos de reconocimiento celular [219, 230].

La nanotecnologia aplicada a la nanomedicina pretende resolver muchos de
los problemas que actualmente existen, como el diagndstico temprano, mayor
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sensibilidad o disminuir los limites de deteccion, efectividad de tratamientos y
reducir sus efectos secundarios.

2.2.3.1. Nanoparticulas para el diagnostico: Nanodi  agndéstico

El nanodiagnéstico desarrolla diferentes tipos de biosensores para un sinfin
de analitos [231] y marcadores tumorales [232]. El uso de NPs para el
diagnéstico supone un aumento en la sensibilidad gracias a la utilizacion de
diversas técnicas.

La sensibilidad se ve aumentada debido a la gran cantidad de ligando
utilizado como elemento de reconocimiento, expuesto en la superficie de la NP.
Ademas, la introduccion de nuevas propiedades fisicas permiten su analisis de
forma mas precisa. Minimas variaciones en las propiedades Opticas o
magnéticas se traducen en cambios importantes de la sefial correspondiente,
llegando a detectar concentraciones de varios érdenes de magnitud por debajo
de los obtenidos por métodos tradicionales [233].

Asi mismo, algunos tipos de NPs presentan grandes cualidades como
agentes de contraste en técnicas como la resonancia magnética de imagen
(MRI) [234] o la tomografia computarizada (CT) [235] o fluorescente entre otras
[236].

2.2.3.2. Nanoparticulas en la terapia: Nanoterapia

La nanoterapia permite utilizar NPs como vehiculos transportadores de
moléculas bioactivas (drogas, RNA, DNA, etc.), o utiliza las propias
caracteristicas de las NPs como terapia.

Por una parte, utilizar las NPs como transportadores permite la liberacion de
forma controlada de la molécula transportada mediante cambios quimicos o
fisicos como variaciones en el pH o temperatura. Esto permite el transporte
selectivo de farmacos para terapia antitumoral, o de acidos nucleicos en la
terapia génica, para modificar la expresion de proteinas a nivel celular [237,
238].

También se puede utilizar la capacidad que poseen determinados tipos de
NPs de generar calor en presencia de un campo magnético (hipertermia
magneética) [239] o tras irradiacion con luz a una determinada longitud de onda
(hipertermia Optica) [240]. Este calor permite un aumento en la temperatura
local que se traduce en la muerte de las células o en la liberacion de la
molécula transportada en la NP.
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Los agentes quimioterapéuticos convencionales se distribuyen de forma no
selectiva por el organismo y afectan tanto a células sanas como tumorales, lo
gue limita la dosis por su alta toxicidad. Uno de los grandes avances de la
nanoterapia es que se pueden dirigir los farmacos a las zonas de interés,
aumentando asi la selectividad del tratamiento pudiendo reducir la dosis y los
efectos secundarios y aumentar la eficacia. Ademas resuelve problemas de
solubilidad y permite modificar la via de administracion [241]. Por todo ello, la
nanoterapia abre la puerta al uso de farmacos descartados por su imposibilidad
de atravesar membranas biolégicas, o por ser poco solubles en medio
fisiologico o inestables.

2.2.4. Tipos de nanoparticulas

Existen diferentes tipos de NPs clasificadas en funcion de la composicion del
nacleo. Pueden ser organicas, como las NPs poliméricas o los liposomas, o de
naturaleza inorganica entre las que encontramos las NPs magnéticas o de oro.

2.2.4.1. Nanoparticulas poliméricas

Es uno de los tipos de NPs mas empleados en el transporte de farmacos, de
manera que podemos encontrar varios ensayos clinicos que utilizan este tipo
de NPs para el transporte de drogas o agentes quimioterapeuticos [242, 243]
(www.clinicaltrials.gov).

Dependiendo del método de sintesis, la droga esta encapsulada o unida
covalentemente a un polimero o a una mezcla de varios. Los polimeros mas
habituales son el polietilenglicol (PEG) (polimero sintético no degradable) [244],
el 6xido de polietiieno (PEO), el acido poliacrilico (PAA), la hidroxipropil
metacrilamida (HPMA) [245], o el acido poliglutamico (PGA) (polimero sintético
degradable) [246-248], entre otros. Estos polimeros aumentan el tiempo de
vida de la droga en la circulacion sanguinea y la acumulacion en los tumores
por el efecto EPR ("enhanced permeability and retention™) [249].

La eleccién del polimero modula las caracteristicas de la NP, como por
ejemplo la carga neta [250].

Dentro de las NPs poliméricas podemos diferenciar las micelas poliméricas,
que utilizan copolimeros para formar un nucleo hidrofébico que sirva de
reservorio de drogas hidrofobicas, pero con una cubierta hidrofilica que permite
su solubilidad en agua. De esta manera permite la posibilidad de utilizar drogas
descartadas por problemas de solubilidad, asi como su administracion por via
intravenosa [242, 251].
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Otro tipo de NPs poliméricas son los dendrimeros , que consisten en una
macromolécula polimérica compuesta por varios monémeros ramificados desde
el nucleo. Las cavidades internas que quedan, se utilizan para el transporte de
drogas [252].

2.2.4.2. Liposomas

Los liposomas son vesiculas formadas por bicapas lipidicas de forma
analoga a las membranas celulares. La importancia de los liposomas reside en
su versatilidad y plasticidad, seleccionando su composicion lipidica, carga y
tamafio se pueden modular sus caracteristicas. Permiten tanto la
encapsulacion de moléculas hidrofilicas en su interior, como la unién de
moléculas hidrofobicas a los fosfolipidos [253].

De esta manera es posible el transporte de drogas, aumentando el tiempo
gue permanecen en circulacion y su captaciéon por parte de las células
tumorales. La primera NP aprobada por la FDA para su estudio en
investigacion clinica en 1995 fue DOXIL, doxorrubicina encapsulada en un
liposoma cubierto por PEG [254].

La plasticidad de los liposomas los hacen interesantes para todas aquellas
aplicaciones que requieran la oligomerizacion de receptores y activacion de
sefales en las células diana, como en la induccion de apoptosis a través de
ligandos mortales [255, 256]. También son interesantes como vacunas, ya que
ademas de transportar antigenos y adyuvantes, favorece la activacién de la
respuesta inmune. La fagocitosis de los liposomas por las células
presentadoras de antigeno, permite su activacion y la consecuente activacion
de las células T. La plasticidad de los liposomas permite la coagregacion del
receptor de células B y por lo tanto la activacion de estas células [257].

Por otro lado, la unién de moléculas hidrofébicas a los fosfolipidos también
permite su uso para neutralizar toxinas [258].

2.2.4.3. Nanotubos de carbono

Son estructuras cilindricas pertenecientes a la familia de los fullerenos,
formados Unicamente por atomos de carbono dispuestos de manera
hexaédrica. Se subdividen en dos grandes grupos en funcion de si presentan
una sola capa de atomos o varias. Su caracteristica principal es poseer una
gran resistencia y ser eficientes conductores eléctricos y térmicos [259, 260].
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2.2.4.4. Quantum dots (QDs)

Son nanocristales semiconductores de entre 2 y 10 nm cuyo nucleo consiste
en una combinacién de elementos como CdSe, CdS, PbSe, GaAs, etc,
recubiertos de una capa formada por una aleacion, como ZnS. Su
caracteristica principal es que son fluorescentes, con bandas estrechas de
emision, cuya longitud de onda maxima depende de su composicion y tamafo
(figura 2.15). Se pueden excitar con cualquier longitud de onda por debajo de la
de emision, por lo que con un solo laser se pueden excitar varios nanocristales
y analizar de forma simultanea la emision de fluorescencia a distintas
longitudes de onda [261]. Tienen un elevado rendimiento cuéntico (de varias
ordenes de magnitud superior a los fluoréforos tradicionales) y presentan una
gran estabilidad frente a la degradacion por la luz o agentes quimicos. Por ello
son excelentes como agentes de contraste para imagen y transductores de
sefal en bioensayos [262].

Figura 2.15: Quantum dots. Fotoluminiscencia de quantum dots de 6nm de diametro
CdSxSel-x/zZnS. El material emite diferente color variando su composicion y tamafio.
(Sigma-Aldrich)

2.2.4.5. Nanoparticulas magnéticas (MNPSs)

Las MNPs estan formadas por un nucleo de hierro, niquel, manganeso,
cobre, o algun derivado. Su interés radica en sus propiedades magnéticas. Los
mas utilizados en aplicaciones biomédicas son aquellas cuyo nucleo se
compone de magnetita 0 maghemita debido a su menor toxicidad. Este tipo de
nanoparticulas pueden utilizarse para el transporte de farmacos guiados por un
iman (magnetofeccion) [263], como agentes de contraste [264], 0 para generar
calor, ya sea para tratamiento por hipertermia o para la liberacion de farmacos,
lo que se consigue con la aplicacién de un campo magnético [239].
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2.2.4.6. Nanoparticulas de oro (AuNPS)

Presentan un ndcleo de oro gracias al cual poseen unas propiedades épticas
y quimicas que las hacen muy utiles para aplicaciones biomédicas [265]. De
este tipo de nanoparticulas se hablara en mayor extension a continuacion.

También es posible la combinacion de distintos tipos de NPs en sistemas
hibridos aprovechando las ventajas aportadas por cada uno de ellos, por
ejemplo, en el desarrollo de los sensores tipo sandwich [266].

2.2.5. Estructura de las NPs inorganicas

Existen una serie de factores que restringen el uso de muchos materiales en
nanomedicina. Para que un nanomaterial sea el candidato ideal es necesario
gue sea soluble en medio acuoso, biocompatible, "invisible" al sistema inmune,
gue llegue al lugar de accién y que atraviese las membranas biolégicas.

Para poder cumplir con todos estos requerimientos, es necesario disefiar
cuidadosamente el sistema, ya que aspectos como la forma, el tamafio y la
carga neta tienen gran influencia en el comportamiento del material [267].
Ademas, al ser plataformas multifuncionales se pueden unir diversas moléculas
que ayuden a superar cada uno de los obstaculos. Por ejemplo, el tamafio de
las NPs tiene que ser suficientemente grande para evitar que escapen de la
circulaciéon sanguinea y suficientemente pequefio para que no sean fagocitadas
por los macrofagos. Las NPs més grandes se acumulan en areas menos
vascularizadas como es el caso de los tumores mientras que las mas pequefias
(menos de 5 nm) son mas facilmente excretadas [268].

Fluoréforo — Cubierta

Agente terape(tico Nucleo

Ligando de Internalizacion _ o
Ligando de sefializacién

Figura 2.16: Estructura de una nanoparticula inorganica. Plataforma multifuncional
[269].
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Concretamente, las NPs inorganicas suelen presentar una estructura
formada por tres componentes: ndcleo, cubierta y biomoléculas o ligandos de
interés (figura 2.16).

El nacleo aporta a la NP una serie de propiedades especificas que
dependen del material utilizado. Pero por si solo, el nlicleo es muy reactivo e
inestable.

Para evitar efectos no deseados como la adsorcion de proteinas o
generacion de ROS, tras la sintesis se recubre el nucleo con una cubierta .
Esta cubierta suele estar compuesta de un material poroso (silica) [270] o de
naturaleza polimérica [269], que ademas de estabilizar el sistema facilita la
conjugacion posterior de ligandos. De esta forma se evita la oxidacion y
corrosion del nucleo, la agregacion [271] y se favorece la solubilidad en
disolventes acuosos, lo que es necesario para aplicaciones biomédicas [272].
El PEG [273] es el material mas utilizado para este fin, ya que debido a su
naturaleza hidrofilica inhibe la adsorcion de proteinas del plasma
(opsonizacion) y por lo tanto el reconocimiento de la NP por parte del sistema
inmune de forma que aumenta su tiempo medio de vida en sangre y puede
llegar al tejido diana [274, 275].

A esta cubierta se pueden unir biomoléculas y otros ligandos de interés,
como péptidos de internalizacién que faciliten la captacion de las NPs por parte
de la célula [276, 277], anticuerpos que la dirijan a un tejido u érgano especifico
[278, 279], drogas [280], marcadores fluorescentes [281], &cidos nucléicos
[282], etc.

Estas moléculas pueden estar unidas directamente al nicleo de la NP o a la
cubierta. Los métodos de union pueden dividirse en interacciones
electrostaticas (susceptibles al pH y la fuerza idnica) [283], enlace covalente
(fuerte y estable frente a los cambios en el medio) [284], enlace de afinidad
(una de las interacciones no covalentes mas estables que se conocen) [285], o
quimisorcion (enlace cuasi-covalente directamente a los atomos del nucleo)
[286].

2.2.6. Nanoparticulas de oro (AuNPSs)

El oro ha sido muy valorado desde su descubrimiento, los alquimistas
siempre han pensado en el oro como indestructible y con valor medicinal, ya en
el S.VII se utilizaba cloruro de oro para purificar la sangre. El primer uso del oro
en la medicina moderna se debié a Robert Koch al descubrir las propiedades
antibacterianas de la sal de cianuro [287]. Actualmente se conocen compuestos
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de oro con propiedades antiartriticas, anti-malaricas y anti-cancerigenas [288-
290].

Las AuNPs tampoco son un invento de la nanociencia. El primer estudio
cientifico de nanoparticulas de oro puede que se deba a Michael Faraday que
en 1857 sintetizé los primeros coloides de oro. Observd que las propiedades
Opticas de las nanoparticulas de oro (color) eran dependientes de su tamafio
[291] y que las particulas a escala nanométrica tienen un comportamiento
diferente al de la escala macrométrica, todo ello un siglo antes de la aparicion
de la nanotecnologia [292].

Las AuNPs estan dentro de las mas estudiadas debido a su gran estabilidad,
baja toxicidad y la alta eficiencia que presentan en la generacién de calor,
combinado con la multitud de métodos de sintesis que generan una amplia
variedad de formas y estructuras [293]. Asi mismo se pueden funcionalizar con
moléculas mediante su union a través de distintos grupos funcionales.
Presentan por lo tanto multitud de aplicaciones, desde el diagndstico, terapia
génica, el transporte de drogas, inmunoterapia, terapia fototérmica y
radioterapia [294].

2.2.6.1. Propiedades opticas

Una de las caracteristicas mas importantes de las AuNPs son sus
propiedades opticas. Al igual que los metales nobles, plata y cobre, presentan
bandas de absorciéon en un rango de longitudes de onda desde el visible al
infrarrojo cercano (NIR). Estas propiedades ya las usaban los romanos en
cuanto a estética para colorear el cristal, como en el caso de la copa Lycurgus
(figura 2.16). Pero fue Mie en 1908 quien relaciono el color de las particulas
coloidales con su tamafio [295]. Lo que posteriormente fue interpretado como el
efecto de resonancia de plasmoén de superficie.

Los electrones de la superficie de una nanoestructura metélica oscilan de
forma colectiva cuando la nanoparticula es irradiada a una longitud de onda
determinada. Esto se conoce como plasmoén de superficie y se traduce en la
generacion de intensos campos electromagnéticos que pueden interaccionar
con moléculas en la superficie o cerca del metal. EI plasmén de superficie
puede ser detectado como picos en el espectro de absorcion de la
nanoparticula, dando lugar a unas bandas conocidas como banda de plasmoén
de superficie, donde la nanoparticula absorbe. La longitud de onda de esta
banda de plasmoén de superficie depende del tamafio [296], composicion y
geometria de las AuNPs [297] (figura 2.17).
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Fig. 2.16: Copa Lycurgus. The Lycurgus Cup 1958,1202.1. S.IV a.C Efecto dicroismo
debido al uso de nanoparticulas de oro [298].
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Figura 2.17: Espectros de absorcion normalizado s de nanoparticulas de oro de
diferentes formas y tamafios . (A) corresponde a (a) nanoesferas, (b) nanocubos, (c-
€) nanocilindros de ratio 2.4+0.3, 3.4+0.5, 4.6+0.8 respectivamente. (B) corresponde a
(a-d) nanobipirdmides de ratio 1.5+0.3, 2.7+0.2, 3.9+0.2 y 4.7+0.2 respectivamente y
(e) nanoparticulas en rama [297].

La localizacion de esta banda en el NIR ("Near Infrared") es muy importante
en biomedicina debido a que los tejidos biologicos son transparentes a estas
longitudes de onda, con minima absorcion por parte del agua y la hemoglobina,
por lo que irradiaciones en NIR tienen gran penetrancia en tejidos biologicos
[299]. Por ello, una de las aplicaciones de las AuNPs es su uso en imagen.
Ademas, presentan coeficientes de extincion molar varios 6rdenes de magnitud
por encima de las moléculas organicas, por lo que se han utilizado como
agentes de contraste sustituyendo a la malaquita verde y rodamina-6G [300].
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La posicion de la banda de plasmon de superficie también depende de la
distancia entre las NPs, grado de agregacion, union de moléculas a su
superficie, indice de refraccion y la constante dieléctrica del medio [301]. Por lo
que otra de las aplicaciones de las nanoparticulas de oro y plata es su uso
como biosensores, permitiendo la deteccibn de multitud de sustancias
bioldgicas como DNA, RNA, proteinas [302], toxinas o iones metdlicos a
concentraciones realmente bajas [303].

Por otro lado las AuNPs tienen la habilidad de convertir la luz absorbida en
calor (fototermia). Este calor se puede utilizar en imagen, ya que permite la
obtencién de un mapa de distribucién de la temperatura, con 1K de diferencia
[5]. También se puede utilizar el calor para terapia al permitir la liberacion de
drogas u otros agentes terapéuticos [3] o produciendo la muerte de la célula
por incremento de la temperatura [1]. Esta Gltima aplicacion es uno de los
temas que hemos tratado en el desarrollo de esta tesis.

2.2.6.2. Sintesis de AuNPs

En los ultimos afios se han descrito multitud de métodos de sintesis de
AuNPs, con formas y tamafios muy diversos, siendo posible la obtencion de
nanoprismas, nanocilindros, nanocubos y nanoesferas entre otros, con buena
reproducibilidad y dispersion adecuada. Como la geometria de las AuNPs
influye en las propiedades oOpticas del nanomaterial, esta gran variedad de
formas permite seleccionar la mas adecuada en cada caso.

La sintesis de AuNPs se puede realizar mediante dos técnicas:

2.2.6.2.1. Métodos fisicos

Consiste en producir AuNPs mediante la ruptura del oro a escala
macrometrica mediante una gran fuerza como irradiacion ionica, termalisis, UV
o laser [304]. No es una técnica muy usada ya que es muy dificil controlar el
tamafio y la forma de las AuNPs, asi como su dispersion.
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2.2.6.2.2. Transformacion quimica
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Figura 2.18: Sintesis de AuNPs mediante reduccién de sal de oro.

La sintesis se

produce en dos pasos, nucleacion y crecimiento controlado, de manera que se pueden
obtener un gran nimero de formas y tamafios. Adaptado de Nguyen [305]
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La nucleacion consiste en colisiones entre iones, atomos de Au y
agrupaciones de éstos, lo que genera particulas precursoras llamadas semillas
("seeds"). Posteriormente se produce el crecimiento de estas semillas tanto a
nivel isotropico (aumento de tamafio), en el cual los nuevos &tomos de Au se
depositan en la superficie de éstas, como anisotrépico (forma) para lo que se
afiade algun surfactante que bloquea el crecimiento en diferentes direcciones
[305] (figura 2.18).

La modificacion del tipo de agente reductor asi como del nUmero de pasos
en los que se adiciona [306], el tiempo de reaccidn, concentraciones [307], pH
[308], etc, da lugar a una amplia variedad de NPs en cuanto a su tamafo y
forma [309] y por lo tanto en cuanto a sus propiedades quimico-fisicas. De esta
manera se obtienen AUNPs monodispersas y de geometria controlable.

Para evitar la aglomeracion de las particulas es necesario estabilizarlas. Hay
dos modos de estabilizacion, uno basado en repulsiones electrostaticas entre
las particulas y el otro en repulsiones estéricas, para lo cual se unen moléculas
organicas a la superficie metalica de las particulas que la protegen. Esto se
lleva a cabo durante el proceso conocido como funcionalizacion.

2.2.6.3. Funcionalizacion

Las AuNPs son muy inestables en condiciones fisiologicas, forman
agregados, lo que favorece su rapida eliminacion del organismo. La
funcionalizacion de las NPs con una cubierta de moléculas biocompatibles,
entre las que se encuentra el PEG, proporciona una mayor dispersion y
estabilidad dotando a la NP de propiedades biocompatibles.

Para la funcionalizacion es necesario unir las moléculas biocompatibles a la
AuNP. Para ello se utilizan distintos grupos reactivos como aminas (-NH>) [310]
y fosfinas (PH.) [311]. Sin embargo la interaccion mas utilizada es la que se
establece entre atomos de oro de la superficie de la AuNP y azufres de grupos
tiol (-SH) presentes en las moléculas con las que se quiere recubrir la AuUNP
[312]. El enlace que se genera (S-Au) es fuerte (algunos autores lo consideran
covalente o cuasi-covalente) y permite una rapida y eficiente funcionalizacién
de forma sencilla [313]. De esta forma se puede utilizar un polimero
biocompatible para cubrir la NP mediante enlace S-Au, que ademas de
estabilizar permite la union de la AuNP vy los diversos ligandos de interés (DNA,
drogas, anticuerpos, etc.) mediante enlaces covalentes o i6nicos [314]. Para
ello se ha estudiado un gran niumero de grupos terminales (incluidos grupos
hidroxilo, carboxilo o0 aromaticos) con el fin de modificar la superficie de la NP y
favorecer la unién de los ligandos (figura 2.19) [224].
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Figura 2.19: Funcionalizacion de AuNP . Recubrimiento del ndcleo de la AuNP con
un polimero biocompatible mediante enlace S-Au. Estos polimeros pueden presentar
diferentes grupos funcionales para su unién a distintos ligandos [224].

2.2.7. Toxicidad

Las propiedades y caracteristicas Unicas de los nanomateriales los hacen
potencialmente interesantes para el desarrollo de la nanomedicina inteligente;
tratamiento  personalizado, diagnostico precoz, medicina preventiva,
“"theragnostic”, etc. Ademas, las NPs no se usan unicamente en medicina, sino
también en cosmeética, tecnologia, electronica, etc, por lo que estamos
expuestos a los nanomateriales sin darnos cuenta. Debido a ello existen
multitud de estudios de toxicidad de las NPs tanto in vitro como in vivo, aunque
es ahora cuando ha alcanzado mayor interés. La nhanomedicina es un campo
en desarrollo, sin embargo antes de poder ser aplicada es necesario que se
establezca una regulacion y unos protocolos de nanoseguridad en cuanto a su
manipulacion o exposicion accidental.

El peligro de las NPs se debe a su pequefio tamafo, ya que pueden
interaccionar con sistemas bioldgicos y el medioambiente con el potencial de
generar toxicidad. Las NPs pueden distribuirse en el aire o en la tierra, ser
digeridas por bacterias y pasar a la cadena alimenticia [315, 316]. El contacto
con las NPs se puede producir por inhalacion, ingestion, inyeccion o a través
de la piel. Se ha observado que los nanomateriales viajan por el organismo, se
depositan en oOrganos diana, pueden interaccionar con proteinas, traspasar
membranas celulares, incluso las mas pequefas pueden penetrar en el nucleo

46



Introduccion

y unirse al DNA, traspasar la barrera hematoencefalica o la placenta, etc. Lo
gue puede desencadenar efectos dafiinos que no tendria el material en escala
macrométrica. Ademas existe la posibilidad de que las caracteristicas de las
nanoparticulas se modifiguen con su exposicion a radiacion UV o por su
agregacion y por lo tanto tengan un comportamiento inesperado.

Tras la administracion o exposicion accidental las NPs entran en contacto
con las proteinas séricas. Las propiedades fisico-quimicas de las NPs modulan
la interaccion con estas proteinas [317], que influye en la distribucién de las
NPs, biocompatibilidad e incluso el efecto terapeutico [318]. Aunque la
distribucion de las NPs también depende de las caracteristicas de la
vasculatura de cada tejido y 6rgano [319]. En los Organos, las NPs son
captadas por las células o macréfagos por lo que son eliminadas de la
circulacién sanguinea. En algunos 6érganos, la extravasacion de las NPs esta
restringida por barreras naturales (barrera hematoencefélica o placenta), que
son traspasadas en algunos casos con sus consecuentes efectos toxicos no
deseados [320]. La internalizacion de las NPs por parte de la célula, el trafico
intracelular y el destino final de éstas, depende de las caracteristicas de las
NPs, lo que es muy importante tanto para desempefiar su funcion como para
su toxicidad. Una vez en la célula las NPs puede sufrir procesos metabdlicos
qgue pueden degradarlas y pueden ser eliminadas a través de la orina o las
heces [321]. Sin embargo, algunas NPs permanecen en los 6rganos por largos
periodos de tiempo, pudiendo alterar el funcionamiento del 6rgano o tejido,
induciendo toxicidad cronica, toxicidad metabdlica, inmunotoxicidad [38] o
incluso genotoxicidad [322]. Por lo tanto, para minimizar los riesgos que las
NPs suponen para la salud, es necesario estudiar en profundidad su potencial
toxico (figura 2.20).

Uno de los mecanismos mas frecuentemente sugeridos implicados en la
toxicidad de las NPs metélicas es la generacién de ROS y el estrés oxidativo.
Se consideran marcadores toxicolégicos porque alteran la funcidon mitocondrial
lo que genera la salida de factores apoptogénicos [323], producen inflamacion,
dafio en el DNA [324], proteinas y lipidos y por lo tanto dafian células y tejidos
[324, 325]. El aumento del area de la superficie de la NP aumenta su capacidad
oxidativa masiva, que puede producirse por diferentes mecanismos como la
acidificacion del entorno (localizacion de las nanoparticulas en los lisosomas)
[326], interaccion de las nanoparticulas con la mitocondria, interaccién con
proteinas como NADPH oxidasa o con receptores en la superficie celular que
activan rutas de sefializacion [327].
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Figura 2.20: Farmacocinética y toxicidad  de las NPs [37].

Las NPs también pueden interaccionar con proteinas del citoesqueleto cuyo
papel en el mantenimiento de la morfologia celular y las rutas de sefializaciéon
es bien conocido y estd relacionado con la muerte celular, proliferacion,
migracion y diferenciacion [328].

Es posible que las NPs no sean toxicas para la célula en la que se
encuentren, en cuanto a que produzcan su muerte, sin embargo pueden alterar
su funcionamiento. Se ha visto que NPs fagocitadas por células dendriticas
(DC) no producen la muerte de estas células, pero si que afectan a la secrecion
de IL-12, una citoquina importante en la activacion de otras células del sistema
inmune necesarias para la eliminacién de células infectadas o tumorales [38].

Por otro lado, la toxicidad no solo depende de las caracteristicas de las NPs,
también puede deberse a un exceso de los reactivos utilizados en su sintesis
[329-331].

Como podemos ver, la multitud de efectos que puede desencadenar el
contacto con NPs es inmenso. Si a esto le afadimos la diversidad de
nanoparticulas sintetizadas, en cuanto a composicién, forma y tamafo y la falta
de datos sobre exposicion a ellas, hacen compleja la regulacion de la
nanotecnologia constituyendo un riesgo para la salud humana.
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Un buen estudio de la toxicidad de las NPs, engloba la caracterizacion de las
NPs y estudios tanto in vitro como in vivo (figura 2.21). Los aspectos toxicos de
las NPs pueden deberse a su inestabilidad en ambientes biolégicos. En cultivos
celulares suelen producir ROS, por lo que se ha sugerido como el mejor
parametro para determinar la toxicidad in vitro, junto con ensayos de muerte
celular, parada del ciclo celular o dafio en el DNA. Sin embargo, son necesarios
estudios en modelos animales para analizar la biodistribucion y poder
establecer realmente la seguridad de las NPs.
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Figura 2.21: Estudio toxicolégico de NPs. Es necesario un estudio del

comportamiento de las NPs en solucién, sus efectos sobre células in vitro y finalmente
un estudio de farmacocinética y toxicidad in vivo. [37]

2.2.8. Hipertermia como tratamiento para el
cancer

El término hipertermia en oncologia, hace referencia a varias técnicas de
aplicacion de calor en el tratamiento del cancer. Podemos distinguir entre
hipertermia local y regional, en la que se incrementa la temperatura de una
zona, de la hipertermia general en la que se aumenta la temperatura del cuerpo
completo. EI calor produce alteraciones en el microambiente tumoral,
transduccion de sefales y disminuye la resistencia a drogas [332]. La eficacia
aumenta de forma exponencial con la temperatura. Sin embargo, altas
temperaturas conllevan consecuencias catastroficas y la muerte celular de
forma rapida. Una de las razones es la desnaturalizacion de las proteinas.

La hipertermia como tratamiento lleva afios en estudios clinicos.
Tradicionalmente estos tratamientos se llevaban a cabo con equipos externos
que transferian calor durante 30-60 minutos a las células tumorales, como
ultrasonidos, microondas [333], irradiacion en el infrarrojo, o agua caliente
[334]. Sin embargo, estas técnicas presentan numerosas limitaciones, como
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baja penetrancia, poco control de la temperatura, excesivo calentamiento del
tejido sano o disipacién del calor por la circulacidon sanguinea. Aungque se han
ido mejorando, en la medida de lo posible con el desarrollo de nuevas
tecnologias que permiten un control de la temperatura mucho méas preciso
[335].

Desde los afios 70 junto con los ensayos clinicos, se han llevado a cabo
multitud de estudios pre-clinicos aumentando la temperatura entre 41 y 47°C.
Estos estudios han mostrado variedad de efectos, dependiendo del tipo de
tumor, linea celular, citostatico con el que se combina, tiempo que se mantiene
la temperatura alta, etc [336, 337], observandose un incremento de la eficacia a
partir de 43°C. La hipertermia suave (40-43°C) provoca aumento del flujo
sanguineo por vasodilatacion lo que aumenta la oxigenacion, favorece las
reacciones quimicas y la acumulacion de las drogas en el tumor. Por lo que
sensibiliza a la quimioterapia [338] y radioterapia [339], sin embargo por si sola
no es suficiente para matar células [335]. De acuerdo al forum internacional de
2004 de la fundacion Kadota, se denomina hipertermia al aumento de
temperatura suave entre 39 y 45°C, a partir de ahi se considera ablacion
térmica [340].

La nanotecnologia ha permitido mejorar la terapia hipertérmica con el
desarrollo de NPs que son capaces de generar calor al ser irradiadas. Este
calor es capaz de matar a las células, lo que se denomina ablacién térmica
[341]. El uso de NPs presenta varias ventajas, como su biocompatibilidad y su
baja toxicidad, ya que las NPs se pueden dirigir especificamente al tumor, por
lo que se acumulan alli y no se dafia el tejido sano. Ademas presentan mayor
penetrancia, siendo capaces de aumentar en mayor grado, la temperatura en
tumores localizados en cualquier zona del cuerpo.

Primeramente se propuso en 1957 el uso de materiales magnéticos para
generar hipertermia [342]. Asi se ha ido desarrollando la hipertermia magnética,
basada en la generacion de calor mediante NPs magnéticas expuestas a
campos magnéticos alternos. Varios estudios han probado su eficacia como
terapia por si misma [343, 344], lo que no era posible con las técnicas
convencionales. Sin embargo, su eficiencia es muy variable, depende de las
propiedades de la NP como el tamafo y temperatura de Curie, que es la
temperatura maxima que se puede utilizar evitando el sobrecalentamiento.
Ademas de otros pardmetros como la intensidad y frecuencia del campo
magnético o la disipacion del calor del tumor [345].

Dentro de las NPs, las AuNPs presentan un mayor potencial para
aplicaciones biomédicas debido a su alta eficiencia en la absorcion de luz por
unidad de volumen, que transforman en calor. Ademas presentan una gran
fotoestabilidad y absorben en el NIR por lo que presentan gran penetrancia
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[346]. La terapia con este tipo de NPs se denomina hipertermia Optica también
conocida como terapia fototérmica (PTT, "photothermal therapy") [347].
Numerosos estudios han demostrado su eficacia como terapia por si sola [348]
0 en cooperacion con radioterapia o quimioterapia [349]. Aunque también
presentan limitaciones, como la monitorizacion y control de la temperatura del
tumor.

En los ultimos afios también ha empezado a utilizarse nanotubos de carbono
para PTT [15].

Algunos estudios se han centrado en el efecto de la hipertermia sobre
distintos mecanismos celulares, particularmente en la respuesta al choque
térmico, ciclo celular o apoptosis [350], influencia en la irrigacion del tumor,
suministro de nutrientes y oxigeno, o incluso en la respuesta inmune celular
[351, 352]. Los mecanismos intracelulares relacionados con el choque térmico
incluyen la desnaturalizacion y agregacion de proteinas, alteracion en la
transduccion de sefales, induccion de apoptosis, cambios en el pH vy
disminucién en la perfusion y oxigenacion del tumor [332]. Ademas se ha
observado una respuesta inmune antitumoral [352] después del tratamiento de
hipertermia, debido a la expresion de proteinas de choque térmico (HSP, "Heat
Shock Proteins") [344].

Las proteinas de choque térmico se diferencian segun actian como
chaperonas o proteasas. Las Hsp se clasifican en 6 familias segun su peso
molecular Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 y otras de pequefio peso
molecular [353]. La regulacion de las Hsp viene dada por factores de
transcripcion HSF, una de las sefales para la expresion de Hsp es la presencia
elevada de proteinas dafadas [354]. Las proteinas de choque térmico de la
familia Hsp70 se expresan bajo situaciones de estrés, como en ambientes con
gran cantidad de ROS, hipoxia, incremento de temperatura, altos niveles de
proteinas desnaturalizadas, etc [355] y actian como chaperonas [356] como
mecanismo de proteccion de la célula.
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3.1 Cultivos celulares

3.1.1 Lineas celulares

En este trabajo se han empleado las lineas celulares que se describen a

continuacion.

a) Humanas:

A549: Carcinoma de pulmén
Hela: Carcinoma de cervix
MiaPaca: Carcinoma de pancreas

K562 : Leucemia mieloide crénica

b) Murinas:

MC57G: Fibrosarcoma
L929: Fibrosarcoma
B16: Melanoma

EL4: Linfoma T

MEFsv40: Fibroblastos embrionarios de raton de la estirpe C57BL6
H2Kb/Db (H-2b) transformados con el virus sv40. De estas células contamos
con diferentes mutantes que se detallan a continuacion. Estos mutantes
proceden de los correspondientes ratones Knock out (KO).

Los MEFsv40 wt (de origen silvestre o del inglés wild type) y MEFsv40
BakBax-/- (MEFsv40 que no expresan Bak ni Bax) fueron cedidos por el Dr.
Christoph Borner (Institute of Molecular Medicine and Cell Research, Center
for Biochemistry and Molecular Research, Freiburg, Germany)[357]. Los
MEFsv40 Bid-/- (MEFsv40 que no expresan Bid) fueron generados y
cedidos amablemente por el laboratorio de SJ Korsmeyer. Mientras que los
MEFsv40 Casp3-/- y MEFsv40 Casp9-/- (MEFsv40 que no expresan las
caspasas 3 y 9 respectivamente) fueron cedidos por el grupo de Richard A
Flavell [358]

MEF3T9: Fibroblastos embrionarios de raton obtenidos mediante la
transformaciéon 3T9 (ver 3.1.10) de las células primarias MEF
correspondientes. Estas células primarias fueron obtenidas de diferentes
ratones y cedidas por el Dr Thomas Reinheckel (Institute of Molecular
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Medicine and Cell Research, Center for Biochemistry and Molecular
Research, Freiburg, Germany)

MEF3T9 catBwt obtenidos de ratones FVB/N. MEF3T9 catB-/-o0 btenidos de
ratones FVB/N que no expresan catepsina B. MEF3T9 catDwt obtenidos de
ratones C57BL6. MEF3T9 catD-/- obtenidos de ratones C57BL6 que no
expresan catepsina D.

Las lineas celulares K562 y EL4 fueron cultivadas con medio RPMI1640
(Sigma) suplementado con 5% SFB (Sigma, Lonza). El resto de lineas
celulares, a excepcion de MC57G que se cultivd con MEM (Sigma), fueron
cultivadas con DMEM (Sigma, Panreac, Lonza...), ambos suplementados con
10% SFB (Sigma, Lonza). En todos los casos el medio se suplementé ademas
con antibiético 100 U/ml penicilina y 100 pg/ml estreptomicina (Gibco, Sigma), y
2 mM GlutaMAX (Sigma) En el caso de las células A549 el medio contenia
también 2,2 g/L NaHCO3, 100 mg/L de piruvato y 5 mL (en 500 mL de medio)
de aminoacidos no esenciales.

3.1.2 Mantenimiento de los cultivos celulares

El mantenimiento de las lineas celulares se ha llevado a cabo a 37°C en aire
saturado en humedad y con un 5% CO en frascos de cultivo de 25 cm? (5 mL)
0 75 cm? (15 mL) con tap6n de filtro (TPP o Corning).

El mantenimiento de las lineas adherentes se realiz6 cada 3-4 dias (cuando
alcanzan la densidad de saturacion), para ello se retiré el medio de cultivo, se
despegaron con 0.25% tripsina/EDTA (Sigma) durante 5 min a 37°C, se
neutralizo la tripsina con medio con suero y tras resuspender las células se
diluyeron en medio fresco una densidad aproximada de 5-10* cél/mL,
sembrando 5mL en frasco de cultivo pequefio (25 cm?).

El mantenimiento de las lineas en suspension se realizé también cada 3-4
dias y consistié en diluirlas en medio fresco a una densidad de 2-10° cél/mL.

Todas las manipulaciones se han realizado en condiciones de esterilidad en
campanas de flujo laminar.
3.1.3 Contaje y determinacion de la viabilidad
celular

La viabilidad se determind mediante la tincion con azul de Tripan, que se
basa en la distincion de las células segun la integridad de su membrana. Las

células muertas que han perdido la integridad de la membrana son permeables
a este colorante y se observan azules, mientras que las células vivas o las que
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mantienen intacta su membrana son impermeables y no incorporan el
colorante. Las células apoptoticas que mantienen intacta su membrana no
incorporan el colorante por lo que no son tenidas en cuenta. El procedimiento
se llevé a cabo mezclando 20-50 pL de la suspension celular con el mismo
volumen de una solucién de 0.4% azul de Tripan en 0.15 M NaCl (Panreac). La
mezcla se depositd sobre un hemocitometro o camara de Neubauer y se
procedid a su contaje con un microscopio Optico. La viabilidad celular se
determind con el porcentaje de células viables (no coloreadas) respecto del
total.

3.1.4 Congelacion y descongelacion de lineas
celulares

Las células cultivadas hasta su densidad de saturacion se contaron con una
camara de Neubauer, se centrifugaron 5 min a 300 xg y tras eliminar el
sobrenadante se resupendieron en el medio de cultivo correspondiente con un
10% DMSO, dimetilsulféxido (Sigma) a una densidad aproximada de 5-10°
cél/mL. Inmediatamente se guardaron los viales de congelacion (Nunc o
Corning) en un congelador a -80°C durante al menos 48 h. Tras este tiempo,
los viales pudieron ser traspasados a un contenedor de nitrégeno liquido hasta
el momento de volver a utilizarlas.

Para descongelar las células se prepard un tubo de centrifuga con unos 10
mL de medio del que se fue afiadiendo gradualmente al mismo vial de
congelacion, de forma que la descongelacion fuera progresiva y el DMSO se
diluyera rapidamente para evitar que se dafien las células debido a su
toxicidad. A continuacion se centrifugaron 5 min a 200 xg, se desechd el
sobrenadante, se resuspendieron y contaron para determinar su viabilidad y se
sembraron las células a una densidad entre el doble de lo habitual y la mitad de
la densidad de saturacion. Una vez las células se recuperaron del proceso de
congelacion y descongelacion (1 o 2 pases) se sembraron a la densidad
habitual.

3.1.5 Inactivacion del complemento del suero

En los experimentos realizados con células primarias, el suero utilizado se
decomplementdé para evitar la lisis de las células por el sistema del
complemento. Para ello, el suero se calenté durante 30 min a 56°C (bafio) y
trascurrido este tiempo se centrifugd 15 min a 2000 xg. El sobrenadante se
recogid en un tubo de fondo conico y se congeld hasta su uso o se utilizd
directamente para preparar el medio correspondiente.
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3.1.6 Determinacion de la presencia de
micoplasmas en los cultivos celulares

La deteccion de micoplasmas se realizd de modo rutinario en todas las
células en cultivo al menos cada 2 meses. Para una deteccion éptima de los
micoplasmas las células deben haber permanecido al menos 48h en cultivo
para proceder al analisis. Como muestra se tomo el sobrenadante del cultivo de
cada linea centrifugado. La deteccion se pudo llevar a cabo de forma inmediata
o en el caso contrario se congelaron los sobrenadantes a -20°C hasta el
momento del analisis. La deteccion de micoplasmas se llevé a cabo mediante
dos técnicas:

3.1.6.1 PCR

Las secuencias de los oligonucleétidos usados como cebadores de la
reaccion fueron:

Mico A: 5-GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3'
Mico B: 5-CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G-3’

La amplificacion se llevo a cabo en una mezcla de reaccion que contenia por
cada muestra:

5 pL de tampon de reaccion (MgCl2 15 mM, KCI 500 mM, 1 % Tritébnx100,
Tris -HCI 100 mM pH 8.8)

2.5 yL de cebador Mico A 10 uM
0.25 pL de cebador Mico B 100 uyM
5 yL dNTPs 2 mM

2 uL de sobrenadante

0.5 uL de Taq polimerasa 2 U/uL
36.5 uL de agua Milli-Q estéril

Como control negativo de la amplificacion se preparé la misma mezcla
anterior sustituyendo el sobrenadante celular por H,O libre de DNasas y como
control positivo se utilizé el sobrenadante de un cultivo celular contaminado,
testado con anterioridad.

La amplificacion se realiz6 con el siguiente programa de PCR:
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1. Calentamiento inicial: 94 °C /3 min

2. Desnaturalizacion: 94 °C / 30 seg.
3. Hibridacion: 60 °C / 30 seg.
4. Extension: 72 °C / 30 seg.
5. Extension: 72°C /5 min

30 ciclos: pasos 2-4.

Los productos de amplificacién obtenidos se analizaron por electroforesis en
un gel de agarosa (Sigma) al 1% en TBE (0.045 M Tris-borato, 1 mM EDTA)
que contenia SYBR® Safe DNA gel stain 1x (Invitrogen). Como marcadores de
peso molecular se utilizé el 100 bp DNA ladder de Promega. La visualizacion
se llevo cabo en el transiluminador Gel Doc 2000 de BioRad Laboratories
(Hércules, CA) y se analiz6 mediante el programa Bio-Rad Muti-Analyst (PC
version 1.1). En caso de resultado positivo aparecid6 una banda de
aproximadamente 500 bp.

3.1.6.2 Luminiscencia

Ademas en el servicio de cultivos celulares del CIBA se procedio al analisis
de micoplasmas mediante una reaccion bioquimica luminiscente. Este ensayo
detecta la actividad de enzimas presentes en los micoplasmas utilizando un
sustrato que genera ATP, el ATP es detectado gracias a la enzima luciferasa
gue lo transforma en una sefal luminiscente.

3.1.7 Eliminacion de micoplasmas

En el caso de salir positivo el test de micoplasmas se procedi6 de dos
maneras; si se disponia de nuevas células sin micoplasmas se desecharon las
contaminadas y se descongelaron nuevamente. En el caso contrario se
procedié a su desinfeccion con un tratamiento durante 3 semanas que consistio
en alternar el tratamiento con ciclina 1 (10 pg/mL) durante 3 dias y
posteriormente con ciclina 2 (5 pg/mL) durante 4 dias (ambas de Roche). Este
ciclo se repitié 3 veces.

Tras el tratamiento se procedid6 a la determinacion de micoplasmas
nuevamente para confirmar la desinfeccion.
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3.1.8 Inmortalizacion de células primarias 3T9

Esta inmortalizacién se produce de modo espontaneo y se basa en que
algunas células del cultivo, de forma espontanea pierden la expresion de p53
y/o ARF [359].

A patrtir de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) wild type (wt) o carentes
de las catepsinas B 0 D en su 2° o0 3° pase, se procedidé a su inmortalizacion
mediante la técnica 3T9. Esta técnica consiste en cada 3 dias, tripsinizar las
células y sembrarlas a una densidad de 9-10° células en 3.5 mL en placas petri
de 6 cm de diametro (TPP). Entre los pases 10 y 20 se empieza a observar el
cambio, las células pierden su morfologia de fibroblastos y crecen mas deprisa.
Una vez en este punto se procedi6 a la congelacion de los cultivos.

Con esta mezcla de células inmortalizadas (pool) se procedi6 a llevar a cabo
los experimentos correspondientes.

3.1.9 Obtencidn de medio condicionado

El medio condicionado es medio que ha estado en contacto con un cultivo
celular, de forma que presenta factores de crecimiento y diferenciacion
segregados por dicho cultivo. Este medio se obtiene tras unos dias en contacto
con el cultivo y su posterior filtrado (filtros 0.22 um, Fischer) para eliminar
restos y células.

Para llevar a cabo una dilucién limite bastan 1 o 2 dias para conseguir el
medio condicionado, sin embargo para obtener el medio condicionado de las
células L929 con los factores de diferenciacion de macréfagos (ver 3.2) se
necesitaron 7 dias. Este medio se congel6 a -20°C hasta su uso.

3.2 Obtencidbn de macréfagos a partir de
meédula 6sea de ratdn

A partir de fémures, tibias y cubitos de ratones C57BL10 de entre 6 y 12
semanas de edad se procedié a la obtencion de células de la médula Gsea.
Para ello se desinfectaron los huesos con etanol, tras lavarlos con medio
DMEM para eliminar el exceso de etanol, se procedido a eliminar el tejido
muscular en una placa petri (TPP) de 10 cm de diametro. Tras la "limpieza" del
hueso, se lavaron otra vez con etanol y con medio y se procedi6 a la extraccion
en condiciones estériles sobre otra placa petri con medio, cortando los huesos
por los extremos e inyectando medio en la cavidad de la médula ésea varias
veces. Se resuspendid bien hasta conseguir una suspensiéon homogénea que
se paso por un filtro de nylon de 100 um (BD) sobre un tubo de centrifuga de
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50 mL (TPP o Corning). Se centrifug6 a 300 xg durante 5 min y se resuspendio
el pellet en 10 mL de medio BMDM (medio DMEM suplementado con 10% SFB
(Sigma) y 5% suero de caballo (HS) (Sigma) (para la inhibicion del crecimiento
de fibroblastos) ambos decomplementados, 2 mM GlutaMAX (Sigma) y 10%
medio condicionado de células L929 (ver 3.1.9) como fuente de M-CSF (del
inglés "granulocyte/macrophague colony stimulating factor)). Se tomdé una
alicuota para contar las células y ajustar la densidad a 10° cél/mL, tras lo cual
se sembraron 15 mL en placas petri. Al tercer o cuarto dia se cambié el medio.
Al sexto dia se tripsinizaron las células previo lavado con PBS, siendo
necesario el uso de rasqueta para despegarlas. Se inactivo la tripsina con
medio con suero, se centrifugé 5 min a 300 xg y se resuspendieron las células
en 10 mL de medio BMDM para su contaje y posterior ajuste a la densidad
deseada para el correspondiente experimento.

Estos ratones se han mantenido y criado en condiciones libres de patégenos
en el animalario del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria
(CITA) del Gobierno de Aragdén con ciclos de 12h de luz. Todos los
experimentos llevados a cabo con ratones se realizaron de acuerdo al
RD53/2013 el cual retne la Directiva de la Unién Europea 2010/63 en relacion
a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos vy
experimentales.

3.3 Obtencién de células mononucleares
de sanqgre periférica (PBMCS)

Estas células se extrajeron de la capa leuco-plaquetaria de sangre de
donantes sanos. La sangre fue proporcionada por el banco de sangre y tejidos
de Aragon.

Se diluyeron 5 mL de la sangre con 40 mL de PBS y se procedio a separar
las células mononucleares en gradiente de densidad. Para ello se prepararon
tubos de centrifuga con 15 mL de Ficoll-Paque (GE, Healthcare) sobre los
cuales se fue afiadiendo despacio la sangre diluida de forma que resbalara por
las paredes evitando asi que se mezclara con el ficoll. Se centrifugd a 400 xg
durante 30 min (sin frenos) obteniéndose un anillo blanco en la interfase entre
el ficoll y el medio acuoso en el que se encuentran las células mononucleares.
Se recogio esta fraccion y tras un lavado con PBS para eliminar las plaquetas
se resuspendié en RPMI1640 (Sigma) suplementado con 10% SFB (Sigma,
Lonza) decomplementado, 100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina
(Gibco), y 2 mM GlutaMAX (Sigma).
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3.4 Sintesis v funcionalizacion de
nanoprismas de Oro

3.4.1 Sintesis

Se mezclaron 100 mL de una disoluciéon 2 mM de HAuCl, y 120 mL de 0.5
mM Na,S,03; recién preparado (ambos de Sigma-Aldrich) y se incubaron en
agitacion suave durante 9 min, posteriormente se procedid a una segunda
adicion de 0.5 mM Na,S,03 50 mL [31].

3.4.2 Funcionalizacion

Para aumentar su estabilidad, los nanoprismas (NPRs) se incubaron durante
toda la noche con 0,5x de SH-PEG-COOH (Rapp-Polymere), a un pH de 12
(ajustando el pH con NaOH) en agitacién suave. Se centrifugaron dos veces a
10000 rpm durante 15 min y se resuspendieron en agua Milli-Q. Los NPRs
fueron cargados en un gel de agarosa 0,6x inmerso en tampon TBE a 100 V
durante 1 h separandose dos bandas debido al incremento en la movilidad de
otras nanoparticulas. La banda correspondiente a los NPRs se corté y se
introdujo en membranas de didlisis (10 KDa) inmersas en una cubeta de
electroforesis y se aplicé 100 V durante 2 h para su extraccion.

Se incubaron los NPRs recubiertos con PEG con EDC (1-ethyl-3-3-
dimethylaminopropyl carbodiimide hydrochloride) y Sulfo-NHS (N-
hydroxysulfosuccinimide) en MES pH 6 (todo de Sigma-Aldrich) a temperatura
ambiente durante 25 min. Previa activacion de EDC y sulfo-NHS durante 10
min en hielo. Las cantidades de cada reactivo fueron por cada mg de NPRs x2
EDC y x4 Sulfo-NHS. Tras un lavado por una columna PD-10 sephadex G-25M
(GE Heathcare) para eliminar el exceso de EDC y sufo-NHS tal y como indica
el fabricante, se afadié 0,5 mg de glucosa (Sigma-Aldrich) y/o TAMRA (5-
TAMRA cadaverina) (Anaspec) y se dej6 a temperatura ambiente durante toda
la noche. Posteriormente se centrifugd a 9000 rpm durante 6 min y se
resuspendio en el volumen necesario. [31]

Asi se obtuvieron 5 tipos de NPRs;
NPRs: Nanoprismas recubiertos con PEG
NPR-G: Nanoprismas recubiertos con PEG, con glucosa
NPR-T: Nanoprismas recubiertos con PEG, con el fluor6foro TAMRA

NPR-TG: Nanoprismas recubiertos con PEG, con TAMRA y glucosa

62



Materiales y Métodos

NPR-AG: Nanoprismas recubiertos con PEG, con el fluoréforo Alexa-647 y
glucosa

3.5 Citotoxicidad y entrada en la célula de
AUNPRS

Uno de los objetivos de esta tesis ha sido el estudio de la toxicidad de
nanoprismas de oro. Para ello se utilizaron tanto lineas celulares (ver 3.1,
lineas wt) como células primarias de ratén (macréfagos, ver 3.2) o humanas
(PBMCs, ver 3.3) y se incubaron con distintas cantidades de los nanoprismas
(0, 25, 50, 100 y 200 pg/mL).

. Tiempo Placa Volumen Densidad o
Células (pocillos) (célimL) Analisis
() (UL)
Lineas 2 96 100 2:10° ROS
Macréfagos 2 96 100 2.10° ROS
PMBCs 2 96 100 2:10° ROS
Lineas 48 48 200 2.1¢°  ROS, apoptosis,
clonogénico
Macrofagos 48 48 200 2.5.-10° ROS, apoptosis
PMBCs 48 48 200 6.3-10° ROS, apoptosis
. 1 Microscopia
Lineas 24 24 400 2.5-10 ol
Macréfagos 24 24 400 2.5.10° Microscopia
confocal
PMBCs 24 48 200 focgp TSmO
confocal

Tabla 3.1: Especificaciones experimentos. En la tabla se detallan el nimero de
células, tipo de placa y volumen utilizado para cada experimento segun el tiempo de
duracion de este y el andlisis que se vaya a realizar posterior al tratamiento.

Las células se contaron y se sembraron en placas a las densidades y
volumenes que se especifican en la tabla 3.1 segun el objetivo del experimento.
En el caso de lineas celulares adherentes se incubaron unas 5-6 h a 37°C para
gue se adhirieran a la placa y en el caso de macrofagos se incubaron 24 h. El
tiempo de incubacion con los nanoprismas dependié del objetivo del
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experimento y viene detallado en la tabla 3.1. Tras ese tiempo se procedio a
realizar los diversos analisis; generacion de ROS (ver 3.11.3), distintos
paradmetros apoptéticos como exposicion de fosfatidilserina (ver 3.11.1), caida
de potencial mitocondrial (ver 3.11.2), ensayo clonogénico (ver 3.12) o
microscopia de fluorescencia confocal (ver 3.15)

A la vez se utilizaron distintos controles de muerte celular; para las lineas
celulares y macrofagos se incubaron con 1 uM de estaurosporina y para los
PMBCs con 5 uM cladribina.

3.6 Activacion de NKs

En el apartado 3.3 se obtienen de la fraccién leuco-plaquetaria de sangre de
donantes sanos, un conjunto de células mononucleares (PBMCs) entre las que
se encuentran las células asesinas naturales (NKs). Estas células para que
actlen sobre células diana de modo eficiente, es necesario que se activen. La
activacion se puede llevar a cabo de muchas maneras [360], pero para nuestro
estudio en el que queremos saber el efecto que tienen los nanoprismas sobre
la activacion de las NKs, activamos con IL2 (Peprotech) ya que es la forma de
introducir las minimas variables posibles.

Para ello se siembran los PBMCs a una densidad de 10° cél/mL con 100
Ul/mL de IL-2 y distintas concentraciones de NPR-G (0, 25, 50, 100, y 200
pug/mL) y se incuban a 37°C durante 6 dias.

El medio en el que se lleva a cabo la activacién es RPMI1640 suplementado
con 10% SFB (Sigma, Lonza) decomplementado, 100 U/mL penicilina y 100
pHg/mL estreptomicina 'y 2 mM GlutaMAX.

3.7 Separacion de poblaciones celulares
mediante n MACS (separacion celular
basada en campos magnéticos).

En el apartado anterior se obtiene una poblacién de células mixta de la cual
nos puede interesar estudiar una poblacion concreta. Para ello se separan las
células de interés mediante anticuerpos especificos unidos a microesferas
metalicas y posterior seleccion en columnas que se colocan en el interior de un
campo magnético. La seleccién puede ser positiva (nos quedamos con las
células que se unen al anticuerpo y por lo tanto quedan retenidas en la
columna) o negativa, cuando nos interesa eliminar un tipo celular (nos
guedamos con las células que no se retienen en la columna).
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En nuestro caso quisimos obtener células NK, para ello se incubé el pellet de
células mononucleares en tampén MACS (PBS con 0,5% SFBy 2 mM EDTA) a
una densidad de 10’ células en 80 L, al que se afiadié 20 pL del anticuerpo
anti-CD56 (clon AF12-7H3). Se incubd 10 min a 4°C y se lavé con tampdn
MACS centrifugando durante 5 min a 300 xg. Tras lo cual se procedi6 a la
separacién en columnas LS segun las instrucciones del fabricante. Tanto las
columnas como el anticuerpo utilizados provienen de Miltenyi Biotec.

3.8 Marcaje de las células con sondas
fluorescentes

Para evaluar la citotoxicidad de células efectoras (CTLs, NKs) sobre células
diana, analizamos parametros de apoptosis en las células diana mediante
citometria de flujo. Al tener presentes varios tipos celulares necesitamos
separar, durante el analisis, la poblacién de células diana de las efectoras. Para
ello marcamos las células diana o las efectoras con una sonda fluorescente
gue emite en una longitud de onda correspondiente al color verde (Cell Tracker
Green, CTG, Aabs=492nm, Aem=517nm) obtenida de Invitrogen que se utiliza a
1 puM, o al color rojo (eFluor670, Aabs=647nm, Aem=670nm), proveniente de
eBioscience a 1 uM.

Para el marcaje con la sonda eFluor670 las células se incuban 5 min con la
sonda en PBS 5% SFB a 37°C y 10 min a 4°C. Posteriormente se centrifuga a
300 xg durante 5 min y se incuban a 37°C con el mismo medio durante 30 min.
Tras lo cual se lavan dos veces mas, se cuentan y se ponen a la densidad
adecuada para el experimento. Para el marcaje con la sonda CTG la Unica
diferencia es que la incubacion con ésta se lleva a cabo a 37°C los 15 min.

3.9 Citotoxicidad mediada por células NK

Los estudios de citotoxicidad de células citotoxicas (CTLs o NKs) se llevan a
cabo analizando la muerte de células diana cuando se enfrentan a estas
células citotoxicas (o efectoras).

Para el estudio de citotoxicidad mediada por células NK (efectoras) se
utilizaron como células diana la linea celular K562, que carece de MHC-I y es
por lo tanto una diana para las células NK. Para ello se activaron las células NK
con IL-2 (ver 3.6) pudiendo separarse mediante MACS o no (ver 3.7) y se
marcaron las células diana con una sonda fluorescente (ver 3.8). Se incubaron
las células diana marcadas a una densidad de 4-5-10° cél/mL en 100 pL en
placas de 96 pocillos de fondo cénico con otros 100 pL de las células efectoras
a distintas relaciones efector:diana y se incubaron a 37°C durante 4 h.
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3.10 Anadlisis de proteinas

3.10.1 Analisis de proteinas por Western-Blot

El analisis de proteinas por Western-Blot o inmunoblot consiste en lisar las
células para obtener una mezcla de proteinas que se separan segun su tamafio
en gel desnaturalizante de poliacrilamida y se transfieren a una membrana de
PVDF o nitrocelulosa, identificando cada una de ellas con un anticuerpo
especifico. Este procedimiento conlleva varios pasos que se describen a
continuacion.

Los distintos reactivos utilizados en todo el proceso se obtuvieron de las
siguientes casas comerciales:

La acrilamida y la N,N"-metilen-bisacrilamida, asi como las cubetas de
electoforesis y los aparatos de transferencia fueron de Biorad. El persulfato
sodico, la aprotinina, leupeptina, EDTA, Triton X-100, ortovanadato soédico,
fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), pirofosfato sédico, Tween-20, azul de
bromofenol, N,N,N",N"- Tetrametilendiamina (T.E.M.E.D.), bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato (BCIP) y el nitroazul de tetrazolio (NBT) fueron productos de
Sigma. Los inhibidores de proteasas de Roche. De Merck se obtuvo el
dodecilsulfatosddico (SDS) y el glicerol de Scharlau. Las membranas de PVDF
fueron de GE Healthcare. Los patrones de pesos moleculares coloreados
utilizados en las electroforesis de proteinas fueron de Thermo. Las cubetas de
electroforesis y los aparatos de transferencia fueron de BioRad.

3.10.1.1 Extraccion y fraccionamiento de lisados ce lulares con
detergentes.

Se centrifugaron las células procedentes de un cultivo o un experimento
(previo contaje) durante 5 min a 300 xg, se eliminaron los sobrenadantes y se
lavaron 1 vez con PBS. Tras dejar el pellet 1 o 2 min en hielo, se resuspendio
en un tampon de lisis (Triton X-100 al 1% (v/v), NaCl 150 mM, TrisHCI 50 mM
pH 7.6, glicerol 10% (v/v), EDTA 1mM, ortovanadato sédico 1 mM, pirofosfato
sédico 10 mM, leupeptina 10 yg/mL, NaF 10 mM, PMSF 1 mM e inhibidores de
proteasas) de forma que quedara una concentracién entre 10’-5-10" cél/mL y
se incubaron en hielo durante 30 min [361]. Los tubos se centrifugaron durante
15 min, 4°C, 10.000 xg y los sobrenadantes se trasvasaron a tubos Eppendorf,
constituyendo la fraccion soluble en Triton X-100. Estos sobrenadantes
(extracto de proteinas) se congelaron a -20°C hasta su uso.
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3.10.1.2 Separacion de proteinas celulares. Electro foresis en
geles de poliacrilamida con SDS.

A los sobrenadantes obtenidos en el apartado anterior se les afiadieron 1/3
de tampdn de carga, una disolucién 3x preparada en agua Milli Q que contenia
TrisHCI 150 mM pH 7.4, SDS 3%, molibdato de sodio 0.3 mM, pirofosfato de
sodio 30 mM, NaF 30 mM, glicerol 30% (v/v), mercaptoetanol 30% (v/v) y azul
de bromofenol 0,06% (v/v). Posteriormente se hirvié durante 5 min en un termo-
bloque, se centrifugaron a 10000 xg 30 seg y se cargaron (10-20 uL) en el gel
de poliacrilamida, que contenia 0.1% de SDS y un porcentaje de poliacrilamida
variable entre 12-15% dependiendo del tamafio de la proteina a estudio.

Las electroforesis se realizaron a un amperaje constante de 20 mA/gel y un
voltaje de 180 V durante 60-90 min. La electroforesis se realizé6 en una cubeta
con tampon de electroforesis con una composicion Tris 25 mM, glicina 192 mM
y SDS 3.4 mM.

3.10.1.3 Transferencia de proteinas a membranas.

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
PVDF (pre-incubadas 30 seg con metanol) mediante un equipo de
transferencia semiseca de BioRad. En la transferencia se utilizd un tampon de
transferencia compuesto por TrisHCI pH 8.3 48 mM, glicina 39 mM, SDS
0.037% y metanol de calidad HPLC 20% (v/v). La transferencia se realiz6 a 20
V'y 400 mA durante 55 min.

3.10.1.4 Andlisis de proteinas por inmunoblot (West ern
blotting).

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de PVDF se analizaron
con anticuerpos especificos. Previamente, la membrana se bloque6 con leche
desnatada en polvo (Asturiana) al 5% (p/v) disuelta en un tampén B (PBS pH
7.4 con NaCl 0.12 M, Tris/HCI 10 mM y Tween-20 0.5% (p/v)) durante 30 min a
temperatura ambiente y agitacion suave. Seguidamente, la membrana se
incubd durante toda la noche, a 4°C y con agitacion suave, con el anticuerpo
especifico para detectar la proteina deseada (primario) a la concentraciéon
indicada en la tabla 3.2 en una solucion de leche en polvo al 2.5% (p/v) en
tampon B (tampdén A). Finalizada la incubacion la membrana se lavo con
tampon B, 4 veces durante 5 min, en agitacion suave. Seguidamente, las
membranas se incubaron en tampon A con el anticuerpo secundario
correspondiente, segun la especie de origen del anticuerpo primario, conjugado
con fosfatasa alcalina (PA) o peroxidasa (PO), durante 1 h a temperatura
ambiente y agitacion suave. En todos los casos se utilizé una concentracion de
anticuerpo de 0.2 ug/mL, para la fosfatasa alcalina, y 0.05 pg/mL para la
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peroxidasa. La solucion del anticuerpo se retiré y la membrana se lavo 3 veces
durante 5 min, agitando moderadamente con tampon B.

Anticuerpo Casa comercial Diluciébn  Especie

Bid BD 1/1000 Cabra

Hsp70 C92F3A-5 Stressgen 1/1000 Raton

Caspasa-3 Cell Signaling 1/1000  Conejo

Caspasa-3 activa Cell Signaling 1/1000  Conejo

B-Actina Sigma 1/1000 Raton

a-Tubulina Sigma 1/1000 Raton
IgG-PA de raton Sigma 1/20000
IgG-PO de ratén Sigma 1/20000
IgG-PO de cabra Sigma 1/5000
IgG-PO de conejo Sigma 1/20000

Tabla 3.2. Anticuerpos utilizados para inmunoblot. Para revelar los inmunoblots se

incubaron las membranas con anticuerpos primarios que reconocen la proteina a
estudio, seguidos de anticuerpos secundarios unidos a la fosfatasa alcalina (PA) o
peroxidasa (PO). Los anticuerpos monoclonales viene especificado el clon.

La deteccion de los inmunocomplejos se realizO mediante captacion de la
sefal quimioluminiscente en films fotograficos. Los sustratos para la fosfatasa
alcalina y para la peroxidasa fueron obtenidos de Novagen y Thermo
respectivamente. En ambos casos se afiade el sustrato directamente sobre la
membrana y se deja incubar 5 min en el primer caso y 1 0 2 min en el segundo,
tiempo tras el cual se elimina el sustrato y se pone la membrana en el cassette
de revelado. Los intervalos de tiempo de exposicion del film a la membrana
variaron en funcion del anticuerpo, desde unos segundos hasta varios minutos,
aunque no es conveniente utilizar un tiempo de revelado muy largo debido al
aumento de coloracion inespecifica. Las membranas, una vez reveladas se
escanearon y se conservaron a 4°C durante varios meses. Los liquidos de
revelado y fijado utilizados fueron de la marca Kodak, y la preparacion de los
mismos se realizo segun las instrucciones del fabricante.
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Para el analisis cuantitativo de las bandas se uso el programa ImageJ. De
este modo, las membranas se escanearon y se analizd, en funcién de la
intensidad de la densidad Optica de cada banda por unidad de superficie, el
nivel de expresion de la proteina de interés y de una proteina de referencia [3-
actina o a-tubulina.

3.10.2 Analisis de proteinas mediante tincion con
Azul de Coomasie

La expresion de proteinas puede analizarse también tiiendo directamente el
gel de electroforesis (ver 3.10.1.2) con Azul de Coomasie. Para ello se incubd
el gel con la solucién colorante que contiene 0.5 g Coomasie Brillant Blue G,
450 mL de metanol, 60 mL de &cido acético y 490 mL de agua destilada. El
tiempo de incubacién puede variar entre 1 y 4 h, siendo menor cuanto mas
caliente esté la solucién. Una vez se observo que el gel estaba azul y se
apreciaban bandas se procedi6é a su decoloracién durante varias horas con una
solucion decolorante que contiene 20 mL de glicerol, 100 mL de acido acético,
250 mL de etanol y 630 mL de agua destilada. Este paso permite la
decoloracion del gel a excepcion de las bandas correspondientes a las
proteinas. El gel después de su escaneo se preservé con una solucion
preservadora que contiene 700 mL de metanol, 30 mL de glicerol y 270 mL de
agua destilada.

Todos los pasos de realizaron con agitacion suave a temperatura ambiente.

3.10.3 Analisis de proteinas por citometria de
flujo.

La citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos nos confiere la
ventaja de poder analizar las proteinas en células Unicas, en su forma nativa y
en su localizacion original, ya que con esta técnica no necesitamos lisar las
células.

El andlisis por citometria de flujo necesita simplemente de un marcaje, que
no es otra cosa que los distintos pasos de incubacion de las células con los
anticuerpos o0 reactivos necesarios. Para ello el marcaje se realiza en una
solucion tamponada que mimetiza las condiciones fisiologicas de la célula, en
nuestro caso se utilizd PBS. A este PBS se puede afadir SFB para bloquear
las uniones inespecificas del anticuerpo, azida (sigma) que estabiliza la
membrana celular o saponina que permeabiliza la célula. Estas dos ultimas son
necesarias en el caso de marcajes intracelulares. Una vez realizada esta
aclaracibn vamos a explicar los procedimientos de marcaje de proteinas de
superficie e intracelulares.
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3.10.3.1 Andlisis de proteinas de superficie

Anticuerpo Casa comercial Dilucion Isotipo
CD3-FITC 145-2C11 Miltenyi 1/100 Raton IgG1
CD3-PercP 145-2C11 Miltenyi 1/100 Raton 1gG1
CD56-PE AF12-7H3 Miltenyi 1/100 Raton 1gG1
CD56-APC AF12-7H3 Miltenyi 1/100 Rat6n 1gG1
CD16-FITC VEP13 Miltenyi 1/100 Raton IgG1
NKp30-PE Z25 Beckman Coulter 1/50 Raton 1gG1
NKp44-PE Z231 Beckman Coulter 1/50 Ratén IgG1
NKp46-PE BAB281 Beckman Coulter 1/50 Rat6n 1gG1
DNAM1-PE DX11 BD 1/50 Raton 1gG1
LFA-1-FITC G43-25B BD 1/100 Ratoén IgG2a
IL2R Bender MedSystems  1/100 Ratoén 1gG
IgG-Alexa488 de ratén Invitrogen 1/1000

Tabla 3.3. Anticuerpos de membrana

para el analisis de proteinas se superficie por

citometria de flujo y la diluciéon a la que se utilizaron. La primera parte del nombre
corresponde a la proteina que reconocen seguido por un guién del fluoréforo unido a

éste.

Isotipo Clon Casa comercial Dilucién
lgG1-FITC de raton MOPC-31C Invitrogen 1/100
lgG2a-PE de Ratén G155-178 BD 1/100
IgG1-PE de Ratén P3.6.2.8.1 eBioscience 1/100

Tabla 3.4. Isotipos . (IgGs) utilizados como control de inespecificidad y las diluciones a

las que se utilizaron.
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Para el marcaje de proteinas de superficie se procedido a centrifugar las
células (10° cél) durante 45 seg a 3000 xg. Tras un lavado con PBS. Se incubd
el anticuerpo o el isotipo (control de inespecificidad) a la concentracion
adecuada en un volumen total de 100 puL en PBS con 5% SFB durante 30 min a
4°C. Las cantidades de cada anticuerpo o el isotipo vienen recogidas en la
tabla 3.3 y 3.4. Transcurrido el tiempo de incubacién se lavaron 2 veces con
PBS 5% SFB.

Si el anticuerpo esta unido a un fluoréforo aqui acaba el marcaje. En el caso
de anticuerpos que no lleven unido ningun fluoréforo es necesario una segunda
incubacion con un anticuerpo secundario dirigido frente al anticuerpo primario
en las mismas condiciones que se han descrito anteriormente para el
anticuerpo primario.

Una vez estuvieron las células marcadas se pudieron analizar
inmediatamente por citometria de flujo o se fijaron en 150 pL de
paraformaldehido al 1% (PFA 1%) durante 15 minutos a 4°C y se analizaron en
las siguientes 24 h.

3.10.3.2 Anadlisis de proteinas intracelulares

Anticuerpo Casa. Dilucion Isotipo
comercial
GzmB-PE GB11 invitrogen 1/100 Raton IgG1
Caspasa-3-FITC C92-605 BD 10 pL
Isotipo IgG1 de ratén invitrogen 1/100

Tabla 3.5. Anticuerpos intracelulares.  Anticuerpos utilizados para el analisis de
proteinas intracelulares mediante citometria de flujo y la dilucién a la que se utilizaron.
Los dos primeros corresponden a los anticuerpos y el Ultimo al isotipos utilizado como
control de inespecificidad.

En el caso de proteinas intracelulares es necesario permeabilizar la célula
para permitir la entrada del anticuerpo. Para ello se procedié a centrifugar las
células (10° cél) 45 seg a 3000 xg, y se fijaron con PFA 1% durante 15 min a
4°C. Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS 5% SFB y 5% azida y
seguidamente se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente con PBS 5%
SFB y 0.1% saponina para permeabilizar la membrana. Tras este tiempo se
procedio a la incubacion del anticuerpo correspondiente (tabla 3.5) en 100 pL
de PBS 5% SFB 0.1% saponina durante 45 minutos a 4°C. Con la
particularidad de la caspasa-3 para la que se incubaron 10 uL del anticuerpo en
la gota que quedd. Después de la incubacion se lavo dos veces con PBS 5%
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SFB 5% azida para eliminar el anticuerpo sin unir y se resuspendio en PBS
para analizar por citometria inmediatamente o se fijj6 en PFA, como se ha
explicado en el apartado anterior.

3.11 Analisis de la muerte celular por
citometria de flujo

Todos los marcajes con fluoréforos o sondas fluorescentes se realizaron
evitando al maximo la exposicion a la luz y la incubacidén con éstos se llevo a
cabo en oscuridad.

3.11.1 Analisis de traslocacion de fosfatidilserina
y la permeabilizacion de la membrana celular

Como se explicd en la introduccidon una de las caracteristicas de la apoptosis
es la traslocacion de la fosfatidilserina (PS) de la cara interna de la membrana
plasmatica a la cara externa. Este cambio se puede detectar por citometria de
flujo realizando un marcaje extracelular con anexina-V (AnnV) que se unira a la
fosfatidilserina si ésta esta accesible (cara externa). La AnnV puede estar unida
a varios fluoréforos como FITC o APC.

Para distinguir las células necroéticas se utilizé6 una sonda que penetra en la
célula cuando ésta pierde la integridad de la membrana, 7-Aminoactinomycin
D (7-AAD).

Las células necroéticas al perder la integridad de la membrana pueden
marcar también AnV. Por lo que determinamos como fenotipo necrotico las
células que marcan tanto anexina como 7AAD (AnnV+/7AAD+) y las células
apoptoticas aquellas que solo marcan AnnV (AnnV+/7AAD-).

El procedimiento de marcaje consisti6 en centrifugar las células (10°) y
lavarlas con PBS. Seguidamente se resuspendieron en 100 uL de ABB
(tampon de unién de la AnnV, Inmunostep) que contienen 1 o 1.5 pL de AnnV
dependiendo de si estd unida a APC o a FITC respectivamente y 1.5 pL de
7AAD vy se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Tras el tiempo
de incubacion se procedié a su analisis por citometria de flujo de forma
inmediata o se fij6 en 150 pL PFA 1% con calcio (diluido en ABB o PBS con
calcio, Inmunostep o PAN) (necesario para que la AnnV se mantenga unida a
la PS) durante 20 min a 4°C y se analizaron en las siguientes 24 h.
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3.11.2 Determinacion del potencial de membrana
mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se debe a la cadena de transporte de
electrones y a la ATPasa que genera un gradiente de protones entre la matriz
mitocondrial (cargada negativamente) y el espacio intermembrana (cargado
positivamente). Este potencial alto y constante en condiciones normales,
disminuye en las primeras etapas de apoptosis [362]. Para determinar el
potencial mitocondrial se utilizé la sonda DIOCg (Invitrogen) que se une a la
membrana interna mitocondrial cuando se encuentra cargada negativamente,
cuando el gradiente disminuye la sonda se va perdiendo y esta diferencia se
puede analizar por citometria de flujo. Para ello se centrifugaron las células
(10°) y se incubaron con 20 nM de DIOCgs en 100 pL de medio o ABB (si se
marca junto con AnnV y 7AAD) a 37°C durante 15 min y se analizaron por
citometria de flujo inmediatamente, ya que no es posible fijar este marcaje.

3.11.3 Andlisis de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS)

La generacion del anion superéxido puede ser producido tanto por la
mitocondria como por NADPH oxidasas y su determinacién se llevd a cabo
mediante la molécula 2-hidroxietidio (2HE) (Invitrogen). Esta molécula se oxida
a etidio en presencia del anion superoxido de forma que emite fluorescencia
amarillo/naranja (Aabs=518nm, Aem=606 nm).

Las células (10°) se centrifugaron y se incubaron con 2 uM de 2HE en 100
puL de medio durante 15 min a 37°C.

3.11.4 Andlisis de la activacion de la caspasa 3

Para analizar la activacion de la caspasa 3 se utilizé un anticuerpo dirigido
contra la forma activa de la caspasa 3 conjugado a FITC (BD) [363]. Para ello
se centrifugaron las células, se procedid a realizar un marcaje intracelular (ver
marcaje de proteinas intracelulares 3.10.3.2) con la peculiaridad de que no se
incubd el anticuerpo en 100 pL si no que se afiadid directamente el anticuerpo
(10 pL) a la gota que queda tras la centrifugacion después de incubar con PBS
0,1% saponina 5% SFB durante 10 min. La incubacién tuvo lugar a temperatura
ambiente.
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3.12 Ensayo clonogénico

El ensayo clonogénico analiza la capacidad que tienen las células de formar
colonias, para ello no sélo es necesario que la célula esté viva, sino que
ademas tenga la capacidad de dividirse.

El ensayo consisti6 en sembrar 100 células después de distintos
tratamientos (ver 3.5) en 3 mL del medio correspondiente en placas de 6
pocillos. Transcurridas 2 semanas se eliminé el sobrenadante y se procedio a
contar las colonias tras fijarlas y tefiirlas con una disolucion de glutaraldehido
(6% v/v) que contiene cristal de violeta (0,5% p/v) a temperatura ambiente
durante unos 15 min. Los resultados se representan como el porcentaje de
colonias formadas respecto al control (células sin tratar).

3.13 Test de proliferaciobn celular de
Mossman (MTT)

Se utilizé una modificacion del método de Mossman (Alley et al., 1988) para
determinar la proliferacion celular tras los distintos tratamientos con drogas,
NPs, etc. Este método relaciona el numero de células viables con la cantidad
de cristales de azul formazan, insolubles en medio acuoso, producidos por
oxidacion del bromuro de dimetil-tiazolil-tetrazolio (MTT, Sigma). La cantidad de
cristales formados es proporcional a la proliferacion celular, lo que incluye tanto
inhibicion del crecimiento como muerte celular. Para poder distinguir entre
ambos efectos se realizd, simultaneamente al MTT, contaje con azul Tripan.

Las células se cultivaron a una densidad de 10° c¢/mL en placas de 96
pocillos de fondo plano, con un volumen de 100 uL/pocillo y al menos 3 pocillos
por punto experimental. Tras el procedimiento experimental correspondiente
(tratamiento con drogas, NPs, irradiacion, etc.) se afiadié a cada pocillo 10 uL
de una disolucién de MTT (5 mg/mL) con una pipeta de repeticién. Las placas
se incubaron 2-3 h a 37°C y se centrifugaron 30 min, a 2000 xg. Se eliminé el
sobrenadante de los pocillos por inversion rapida y enérgica de la placa sobre
papel de filtro. Los cristales de formazan formados se disolvieron afiadiendo a
cada pocillo 100 yL de DMSO con una pipeta multicanal y se agitdo en una
placa vibradora (Bioblock, Francia). Se midié la absorbancia de los pocillos a
550 nm en un lector de placas (MR5000, Dynatech) frente a los blancos
apropiados (medio de cultivo sometido al mismo procedimiento que los cultivos
celulares). Los resultados se presentaron como porcentaje de crecimiento de
las células expuestas a las distintas concentraciones de la droga citotdxica
frente al control, tras restar a todos los pocillos el blanco correspondiente
(medio de cultivo sometido a los mismos procedimientos pero sin células).
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3.14 Laser para irradiacion NIR

La caracteristica de las nanoparticulas utilizadas, es que absorben en el
infrarrojo cercano (NIR), concretamente a 1080 nm. La energia absorbida se
transforma en calor que se puede utilizar como terapia (hipertermia éptica).

Para llevar a cabo los experimentos de hipertermia se utilizé un laser Ventus
de onda continua acoplado a una fibra TEMoo (PAF-X-7-C, Thorlabs) operando
a una potencia de salida de 1.1 W. Este laser emite a 1064 nm y las células
fueron irradiadas a una potencia de 5 W/cm?. Para ello las células se incubaron
durante toda la noche con los nanoprismas, tras dos lavados con medio y
dejandolas en medio sin rojo fenol se posicionaron enfrente del haz y se
irradiaron durante diferentes tiempos.

Durante la irradiacion es posible medir la temperatura del pocillo, para lo cual
se utilizé un software desarrollado por la universidad de Zaragoza utilizando un
termoacoplador.

3.15 Microscopia de fluorescencia confocal

Tanto para analizar la entrada de los nanoprismas en las células en el
estudio de toxicidad in vitro, como el mecanismo de muerte celular por
hipertermia, se utilizd6 microscopia confocal de fluorescencia.

Para ello se utilizé un microscopio confocal (Olympus FV10-i Oil Type) vy el
software FV101-SW para el procesamiento minimo de las imdgenes en cuanto
a la eliminacién de ruido de fondo y la superposiciéon de los distintos canales de
fluorescencia.

Se sembraron las células sobre cubres de 5 (Electron Micoscopy Science) o
13 mm de didmetro, a una densidad de 2-10* y 10° cel/mL respectivamente.
Tras 24h, tiempo necesario para que las células se adhieran al cubre se
incubaron con 25-200 pg/mL de NPR-TG durante toda la noche. Al dia
siguiente se lavaron con PBS y o bien se irradiaron con un laser (ver 3.14) o se
fijaron directamente con PFA 4% a 4°C.

Una vez fijadas las células se pasd al marcaje con distintos anticuerpos.
Para ello se permeabilizaron lavando sucesivamente con 0.1% de saponina en
PBS, PBS y agua destilada y se incubaron con los anticuerpos que aparecen
en la tabla 3.6 en saponina 0.1% con 5% de suero de cabra, durante 30 min a
temperatura ambiente. Tras la incubacion con el anticuerpo se procedié a
repetir los 3 lavados. Si el anticuerpo utilizado no esta marcado con una sonda
fluorescente se procedié a repetir la incubacion con un anticuerpo secundario
de la misma manera.
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Finalmente se realiz6 el montaje en un porta con una gota de fluoromount-G
(Southern Biotechnology Associates, Inc) que contiene 2 pg/mL Hoechst 33342
(Invitrogen).

Anticuerpo Clon  Casa comercial Dilucion Especie
Lampl 1D4B BD 1/400 Rata
Citocromo C 6H2.B4 BD 1/100 Ratén
lgG de rata-Alexafluor 488 Invitrogen 1/500 Cabra
IgG de raton-Alexa 633 Invitrogen 1/500 Cabra
Tabla 3.6. Anticuerpos utilizados para microscopia confocal. Anticuerpos

utilizados para el andlisis de proteinas mediante microscopia confocal y la dilucion a la
que se utilizaron. Los dos primeros corresponden con los anticuerpos primarios y los
dos ultimos con los secundarios correspondientes.

3.16 Microscopia electronica de
transmision (TEM)

Se sembraron las células en camara de 8 pocillos (Nunc, Lab Tek) a una
densidad de 1.25-10° cél/mL y se dejaron 24 h para que se adhirieran. Se
incubaron con 100 pg/mL de NPR-G durante toda la noche. Tras lavar el
exceso de nanoparticulas, las células fueron irradiadas (ver 3.14) y fijadas con
2.5% glutaraldehido en 0.1M de tampdn fosfato, durante 5 min a 37°Cy 1 h a
4°C tras cambiar el glutaraldehido. Posteriormente se lavaron 4 veces con 0,1
M tampon fosfato (5 min cada lavado). Una vez fijadas las células se guardaron
en 0.1M tampdn fosfato 0.05% azida de sodio a 4°C.

Las células fueron enviadas al Centro de Investigacion Principe Felipe
(CIPF) de Valencia, donde procesaron las muestras y realizaron cortes de 0.08
pum. Los cortes se examinaron con un microscopio electrénico de transmision
FEI Tecnai TF20 (FEI)

3.17 Determinacion de oro por ICP-MS

Para determinar la cantidad de oro en los distintos 6rganos se procedio a
congelarlos a -80°C en un volumen minimo de agua tras varios lavados. Y se
liofilizaron (Telstar cryodos) durante toda la noche. Se peso el 6érgano liofilizado
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y se procedié a quemarlo en un horno de ceramica a 650°C durante 1 h. Las
cenizas se resuspendieron en 200 pL de agua regia (3HCI:2ZHNO3) y 200 pL de
solucion pirafia (3H,SO4:1H,0,) y se incubaron a 70°C durante 1 h para
terminar de digerir los 6rganos. Se centrifugaron a velocidad méaxima durante
30 seg y se recogieron los sobrenadantes que se diluyeron hasta 20 mL en
agua milli-Q y se enviaron a la unidad de espectrometria atbmica del SCAB
(Servicio Central de Analisis de Bizkaia).

Para determinar la cantidad de oro en la orina se procedido de la misma
manera, exceptuando el paso del quemado en el horno de ceramica, ya que las
muestras tras la liofilizacion ya eran un polvo que se digirid directamente con
los acidos. Y para determinar el oro en las heces, tras la dilucion en agua milli-
Q se filtraron los restos con papel de filtro.

3.18 Cuantificacibon del TAMRA en los
nanoprismas por fluorimetria

Para determinar la cantidad de TAMRA que esta unido a los NPR-TG, tras
su funcionalizacion se centrifugaron a 9000 rpm en la minispin de Eppendorf
durante 6 min y se recogieron los sobrenadantes de los lavados. Se incubaron
los NPR-TG con PBS, agua, SFB, plasma, glutation 1 y 100 uM durante 24 h a
37°C y en agitacion y tras centrifugarse se recogieron los sobrenadantes y se
analizd su fluorescencia. Para ello se utiliz6 un fluorimetro perkin Elmer
excitando a 544 nm y recogiendo la emisién entre 500 y 700 nm y se consideré
el dato de emisiébn maxima que sale en torno a 580 nm.

Algunos sobrenadantes fue necesario diluirlos, entre 1/1000 (los
sobrenadantes tras la funcionalizacion) a 1/10 (los obtenidos al incubar los
NPR-TG con agua).

Se realizé una recta de calibrado utilizando la solucion de TAMRA preparada
para la funcionalizacion, a partir de la que se hicieron diluciones seriadas. De
esta manera el TAMRA de la recta de calibrado se encuentra el mismo tiempo
en solucion que el que esta en los NPR-TG. De esta forma es posible
cuantificar la cantidad de TAMRA que se suelta en los sobrenadantes.

3.19 Toxicidad vy biodistribucion de NPs in
VivOo

Los procedimientos experimentales que se detallan a continuacién estan
aprobados por el comité ético de investigaciéon animal de la Universidad de
Zaragoza, bajo el numero PI06/14 y se realizaron en las instalaciones del
animalario del CIBA.
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Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos in vivo. El primero de ellos con
el objetivo de estudiar la toxicidad y biodistribucion de las nanoparticulas in vivo
y el segundo para analizar la acumulacion de las nanoparticulas en los
tumores. Para ello se utilizaron dos tipos de nanoprismas y dos cepas distintas
de ratones, aunque los prodecimientos de inoculacién de los nanoprismas y la
toma de muestras fueron los mismos en ambos casos.

3.19.1 Concentracion de NPs

Las NPs que se inyectaron via intravenosa (i.v) fueron NPR-TG y NPR-G. Se
inyecté 150 pug de nanoprismas en hembras y 225 ug en machos, cantidad que
corresponde con una concentracion entre 75 y 85 pg/mL (en sangre) teniendo
en cuenta el volumen de sangre del ratdon. Esta concentracion se encuentra
dentro del rango de concentraciones utilizado para el analisis de toxicidad in
vitro, asi como se aproxima al utilizado para el estudio de hipertermia que fue
de 100 pg/mL.

Para ello se centrifugaron los nanoprismas durante 6 min a 9000 rpm y se
resuspendieron en PBS a una concentracion de 1,5 mg/mL. Se inocularon 100
uL en hembras y 150 pL en machos en la vena lateral de la cola, previa
vasodilatacion con luz IR, para ello se inmovilizaron en un cepo y se utilizé una
aguja de 25G para la inyeccion intravenosa. Al grupo control se les administré
el mismo volumen de PBS.

3.19.2 Modelo animal

Para analizar la toxicidad y biodistribucion de las nanoparticulas in vivo se
utilizaron ratones swiss, machos y hembras de 6 - 7 semanas de edad entre
24-31 g. Estos ratones no son consanguineos y son muy utilizados para los
estudios de toxicidad.

Se establecieron dos grupos, uno de ellos para el estudio de toxicidad aguda
que duré 3 dias y otro de toxicidad cronica que se llevd a cabo durante 4
meses. En el estudio de toxicidad aguda se mantuvieron los ratones en jaulas
metabdlicas durante los 3 dias y se recogio6 la orina y heces cada 24 h. En el
estudio de toxicidad cronica, se mantuvieron en sus jaulas habituales y se hizo
un seguimiento del peso semanalmente.

3.19.3 Toma de muestras

En todos los casos tras la finalizacion del periodo experimental se
sacrificaron los ratones en cdmara de CO, y se procedi6 a extraer la sangre y
los érganos/tumores para su posterior analisis.

78



Materiales y Métodos

e Suero: La sangre se extrajo por inyeccion intracardiaca, con un 10% de
citrato sédico como anticoagulante. Se centrifugd 2000 xg durante 15 min para
obtener el suero que se congeld a -80°C hasta su analisis.

El andlisis bioquimico de las muestras se llevd a cabo en el Hospital
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza gracias a la generosa participacion del
Dr. Sebastian Mecao del servicio de toxicologia.

« Organos/Tumores : Tras la extraccion los 6rganos/tumores se pesaron,
se lavaron en PBS para eliminar la sangre y se tallaron para separarlos en los
dos grupos; para anatomia patologica y para la cuantificacion de las
nanoparticulas por ICP.

o _Anatomia patoldgica: Se fijaron en PFA 4% durante 24h a 4°C. Periodo
tras el cual se pasaron a EtOH al 70% y se entregaron al servicio de
anatomia patoldgica del CIBA para su procesado en bloques de parafina y
tincion HE (hematosilina/eosina) o con DAPI. Los cortes fueron analizados
por el Dr. Marcelo de las Heras en la facultad de veterinaria.

o ICP: Se lavaron con H,O destilada y congeralon a -80°C hasta su
procesado, que viene detallado en el apartado 3.17.

o TEM: Se lavaron con H,O destilada y fijaron en 2.5% glutaraldehido en
0.1M de tampon fosfato 24h a temperatura ambiente. Las muestras se
lavaron 4 veces con tampon fosfato 0.1M pH 7 durante media hora y
fueron enviadas al Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF) de
Valencia, donde procesaron las muestras y realizaron cortes de 0.08 um.
Los cortes se examinaron con un microscopio electrénico de transmision
Titan corregido de imagen y las imagenes fueron tomadas por una
camara CCD de GATAN a 80KV de HT.
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4.1 Nanoprismas de oro (NPRS)

Dentro de la amplia variedad de NPs que se han desarrollado en los ultimos
afnos, elegimos las AuNPs por ser las mas estables y eficientes transformando
la energia absorbida en calor [294]. Y mas concretamente, con forma de
prisma, ya que presentan su banda de plasmén de resonancia en el NIR [31].
Esto es muy importante ya que se encuentra en lo que se conoce como
ventana bioldgica, que es un rango de longitudes de onda en el que los tejidos
son transparentes y no absorben, alcanzando la irradiacion gran penetrancia
[11].

Las NPs utilizadas en el desarrollo de esta tésis fueron sintetizadas por la
Dra. Beatriz Pelaz, el Dr. Pablo del Pino y el Dr. Scott G. Mitchell. Su sintesis,
caracterizada previamente [31], se lleva a cabo reduciendo una sal de oro
(HAuUCI,) con Na,S,03; en dos pasos, como estad detallado en materiales y
métodos. Tras su sintesis se derivatizan con el polimero PEG para aumentar
su estabilidad coloidal y se separan las distintas formas por electroforesis. En
resumen, son AuNPs en forma de prisma (AuNPRS) recubiertas de PEG. En la
figura 4.1 se observa (A) una fotografia de microscopia electrénica de barrido
(SEM) de los AuNPRs con (B) una distribuciéon media de 150 nm de arista y 10
nm de grosor. Con esta forma y tamafo, la banda de plasmon de resonancia se
encuentra a 1080 nm (Fig 4.1C).

C

Afa.u)

x" ; ',l
\ {
1 .I.
a L|‘ .'/ -\‘ f
i

100 150 200 400 600 800 1000
L (nm} *{nm)

Figura 4.1. Caracterizacion de los NPRs . A) SEM. B) Distribucién de la longitud de
las nanoparticulas (L) de media 146.2 + 32.4 nm. C) Espectro UV-visible.

41.1 Funcionalizacion de los NPRs

Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado 5 tipos de AuNPRs, con
diferentes funcionalizaciones, todos ellos recubiertos con PEG. Ademas de
proporcionar estabilidad coloidal, el PEG presenta grupos reactivos (HS-PEG-
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COOH) a través de los cuales se mantiene por un lado (-SH) unido al nucleo de
oro mediante un enlace S-Au y por el otro (-COOH) a diversas moléculas (a
través de los grupos amina de los correspondientes ligandos) (figura 4.2).

HAuCI, Na,S,0,

AU’

- ©

COOH COOH COOH EDC/Sulfo-NHS
b HS-PEG-COOH  coon I cwH{ G 8 TAMRA

pH 12 pHE

Figura 4.2. Sintesis y funcionalizacion de los NPRs . Sintesis del nucleo por
reduccion de sal de oro utilizando como agente reductor Na,S,0;. Derivatizacién con

PEG

mediante enlace S-Au y posterior funcionalizacion con el fluoroforo

correspondiente (*) (Alexa 647 o TAMRA) y glucosa (G) tras la activacion del grupo
carboxilo con EDC/sulfo-NHS [31].

A continuacion se resumen los tipos de NPRs utilizados en esta tesis;
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NPR: Nanoprismas sélo con PEG

NPR-G: Nanoprismas que ademas de PEG llevan Glucosa (G) para
facilitar la internalizacion de la nanoparticula dentro de la célula.

NPR-T: Nanoprismas con PEG y el fluoréforo 5-TAMRA cadaverina
(TAMRA, T) que permite la visualizacion de la nanoparticula por
microscopia de fluorescencia.

NPR-TG: Nanoprismas recubiertos de PEG y funcionalizados
simultaneamente con TAMRA (T) y glucosa (G)

NPR-AG: Nanoprismas recubiertos de PEG, funcionalizados con glucosa
(G) y con el fluoréforo Alexa 647 (A), para su estudio por citometria
delflujo (debido a que el citometro utilizado carece del laser adecuado
para excitar el fluoroforo tamra).

Es necesario aclarar que al hablar de los nanoprismas en conjunto, se
utilizara el término AuNPRs, al referirnos a las nanoparticulas de oro sin
especificar la forma se utilizara el término AuNPs y para nanoparticulas
en general se utilizara el término NPs.
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4.2 Estudio del uso de AuUNPRs para
terapia fototérmica (PTT).

Como ya se explicd en antecedentes y objetivos los trabajos sobre PTT son
poco precisos, siendo la necrosis la forma mas comdn de inducir muerte
celular. Algunos estudios han visto diferentes respuestas ajustando los
parametros de intensidad de radiacion tanto para hipertermia magnética [342,
364], como Optica [365]. Sin embargo, no quedan claras las respuestas a nivel
molecular, es decir los mecanismos desencadenados. Por lo que nos
planteamos utilizando los AuNPRs, modular la muerte celular producida por
PTT para inducir apoptosis, estudiar su cinética y el mecanismo de muerte
implicado. Esto es especialmente importante ya que muchas células tumorales
han adquirido resistencias y son capaces de evadir la apoptosis [35, 366].
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Figura 4.3 : Internalizacion de NPR -TG vy toxicidad en células MEF. Se incubaron
células MEF con cantidades crecientes de NPR-TG (25, 50, 100 and 200 pg/mL)
durante toda la noche, tras lavar el exceso (A) se fijaron con PFA 4% y tefiieron con
Hoechst 3342. Se muestra una imagen representativa obtenida mediante microscopia
de fluorescencia confocal. Se puede observar el nlcleo en azul y los NPR-TG en rojo.
Escala: 25 um. (B) En paralelo se determiné la muerte celular mediante marcaje con
las sondas AnnV'y 7AAD. Todo ello como se indica en materiales y métodos.

Para llevar a cabo estos experimentos se utilizaron células MEF
transformadas con el virus sv40, de las que contamos con varios mutantes de
proteinas implicadas en la via intrinseca de la apoptosis. Las células se
incubaron con 100 pg/mL de nanoprismas con glucosa (NPR-G), durante toda
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la noche y previo lavado del exceso de AuNPRs se irradiaron con un laser a
1064 nm con una potencia de 5 W/cm? como se explica en materiales y
métodos (apartado 3.14) durante diferentes tiempos. Las células se incubaron
e irradiaron en placas de 96 pocillos en las que el diametro del haz del laser
coincide con el del pocillo, por lo que todas las células fueron irradiadas.

Se eligio la concentracion de 100 pg/mL por ser la concentracion a la cual la
entrada de AuNPRs es elevada, pero sin comprometer la viabilidad celular
(figura 4.3). La entrada de los AUNPRs en la célula se determiné incubandolas
con cantidades crecientes de NPR-TG (25-200 pg/mL) durante toda la noche y
se analiz6 por microscopia de fluorescencia confocal como se detalla en
materiales y métodos (apartado 3.15). La viabilidad celular se analizd por
citometria de flujo utilizando el marcaje AnnV/7AAD como se indica en
materiales y métodos (apartado 3.11.1)

4.2.1 Estudio del tipo de muerte celular inducidap  or PTT

Tras la excitacion mediante radiacion a la longitud de onda apropiada las
AuNPs producen calor por conversion de la luz absorbida, actuando como
nanocalentadores. La forma de calentar (gradual y lenta o rapida) y la duracion
influyen en la respuesta [367]. Ademas, la mayoria de los experimentos se
llevan a cabo a temperatura ambiente [16, 17], cuando seria mas interesante
realizar las irradiaciones a 37°C para posibles aplicaciones biomédicas y para
los estudios in vivo. Por todo ello, se monitorizo la temperatura del cultivo al
irradiar durante 10 min a temperatura ambiente (RT) o a 37°C células MEF
incubadas con NPR-G. Como se observa en la figura 4.4 A, la temperatura
aumenta 12°C en los dos casos. Este incremento de temperatura es muy
rapido al principio (AT>5°C en el primer minuto) alcanzandose un maximo de
saturacion a los 4 min (a partir de ahi AT<1°C). Aunque la AT y la curva de
calentamiento son similares en ambos casos, la temperatura final que se
alcanza no es la misma, llegando a 41°C al irradiar a RT frente a los 50°C que
se alcanzan al irradiar a 37°C. Analizando la muerte celular por citometria de
flujo 5 h después de la irradiacion (figura 4.4 B), se puede observar que se
produce muerte Unicamente en las células irradiadas a 37°C. Por lo tanto la
temperatura que se alcanza a RT (41°C) no es suficiente para matar a las
células, mientras que al irradiar a 37°C (alcanzando 50°C) a las 5 h hay un 58%
de células muertas.

Con estos resultados establecimos la temperatura de las posteriores
irradiaciones a 37°C, que ademas de mimetizar las condiciones bioldgicas,
ofrece resultados mas reproducibles.
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Figura 4.4: Efecto de la temperatura en la viabilid ad de células MEF incubadas
con AuNPR e irradiadas con laser en el NIR (1064 nm ). Se incubaron células MEF
con 100 pg/mL NPR-G durante toda la noche y tras lavar el exceso se irradiaron
durante 10 min a temperatura ambiente (RT) o a 37°C con una potencia de 5 W/cm?®.
(A) Se midio la temperatura durante los 10 minutos de la irradiacion y (B) se analizé la
muerte celular por citometria de flujo a las 5 h de la irradiacion, mediante las sondas
AnnV y 7AAD. Todo ello como se explica en materiales y métodos. En los diagramas
de puntos representativos los niumeros corresponden con el porcentaje de células en
cada cuadrante. El inferior corresponde a las células AnnV'7AAD" y el superior a las
células AnnV*7AAD". Estadistica mediante t-student ***p<0.0001.

El siguiente paso fue analizar si la muerte se produce por necrosis o
apoptosis. Debido a la ausencia de macrofagos en los ensayos in vitro, las
células apoptéticas no son digeridas por éstos, por lo que con el paso del
tiempo acaban por perder la integridad de la membrana y pasan a tener un
fenotipo necrotico. Asi es necesario distinguir entre necrosis primaria, que es
aguella en la que la célula se muere por necrosis y la necrosis secundaria, en
la que las células se mueren por apoptosis pero tienen un fenotipo necrético a
tiempos largos, debido a la ausencia de macrofagos. Para distinguirlas, la
necrosis secundaria va precedida en el tiempo por un fenotipo apoptético,
mientras que la necrosis primaria no. Para poder analizar en detalle el tipo de
muerte celular, es necesario un estudio de la cinética de la traslocacion de la
PS (AnnV) y la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica (7AAD).

Para ello irradiamos las células MEF durante 30 seg, 2, 4 o0 10 min y
analizamos la muerte a distintos tiempos. Como se muestra en la figura 4.5 A,
1 h después de la irradiacion durante 30 seg, 2 y 4 min no se observa muerte,
al contrario de otros estudios en los que las células mueren en menos de 1 h
con evidente ruptura de la membrana [365, 368]. El porcentaje de células
apoptoticas ( AnnV+7AAD-) y necroticas (AnnV+7AAD+) aumenta a tiempos de
incubacion mayores (5, 12 y 18 h). Parece evidente que las células primero
tienen fenotipo apoptético y con el tiempo pierden la integridad de la membrana
lo que indica una necrosis secundaria. Esta observacion viene respaldada
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porque (1) las células irradiadas 30 seg a las 18 h muestran un fenotipo
apoptético practicamente en su totalidad, (2) las células irradiadas 10 min a la
hora muestran un fenotipo apoptotico y con el tiempo (5 y 12 h) va aumentando
el % de células necréticas, sin practicamente aumentar el % total de células
muertas, (3) no se observan células marcadas solamente con 7AAD, todas las
qgue han perdido integridad de la membrana, presentan el marcaje de AnnV.
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Figura 4.5: Estudio del tipo de muerte celular tras la irradiacion de células MEF

incubadas con NPR-G. Se incubaron células MEF con 100 pg/mL NPR-G durante
toda la noche. Tras lavar el exceso de NPR-G, se irradiaron a 1064 nm durante 30
seg, 2, 4 0 10 min (307, 2", 4" y 10") con una potencia de 5 W/cm?. (A) Se analiz6 la
muerte celular por citometria de flujo 1, 5, 12 y 18 h después de la irradiacion,
utilizando las sondas AnnV y 7AAD. (B) Se andlizé la activacion de la caspasa 3 por
citometria de flujo 5 h después de la irradiacion, utilizando un anticuerpo que reconoce
el fragmento activo de la caspasa 3. (C) Se analiz6 la expresion de proteinas de
choque térmico (Hsp70) mediante inmunoblot. Todo ello como se explica en materiales
y métodos. La actina (actin) sirve como control de carga. CO: control células. C1.:
células incubadas con NPR-G sin irradiar. C2: células sin NPR-G irradiadas. C+:
células incubadas con estaurosporina. En las graficas se representa la media £+ SEM
de un minimo de 3 experimentos independientes.

Todos estos datos sugieren que bajo las condiciones utilizadas las células
sufren un proceso apoptotico, que finalmente genera necrosis secundaria.
Ademas podemos observar que la extension de la muerte celular se puede
modular simplemente cambiando el tiempo de irradiacion. Asi mismo el
mecanismo de muerte parece estar influenciado por la intensidad de la
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radiacion, ya que resultados previos con estos mismos AuNPRs pero con
mayor potencia de irradiacién (30 W/cm?), muestran células con un fenotipo
necrotico inmediatamente después de la irradiacion [31].

Para confirmar que el mecanismo de muerte es apoptético, se analizé un
marcador especifico, la caspasa 3 (ver apartado 2.1.1.1.1) 5 h después de la
irradiacion. A este tiempo es cuando se observa un 30-50% de muerte y la
mayoria de las células presentan fenotipo apoptético. Los resultados obtenidos
(figura 4.5 B) se correlacionan con los previos (figura 4.5 A). Por ejemplo, el
30% de las células irradiadas durante 4 min presentan activacion de la caspasa
3, lo que corresponde al % de células con fenotipo apoptotico (AnnV+7AAD-).
Estos resultados confirman la apoptosis como el mecanismo por el cual se
produce la muerte celular.

De acuerdo a estos resultados, se establecieron las condiciones para los
siguientes experimentos; se irradiaron las células con una potencia de 5 W/cm?
durante 2 y 4 min y se analizaron los diferentes parametros 5 h después de la
irradiacion.

Para confirmar que este tratamiento induce hipertermia, se analizo la
expresion de proteinas de choque térmico (Hsp70s) por inmunoblot como se
explica en materiales y métodos (apartado 3.10.1.4). Estas proteinas son
sintetizadas por la célula para su proteccion, en respuesta al estrés térmico u
oxidativo [369]. La figura 4.5 C muestra una dependencia de la expresion de
Hsp70s en funcién del tiempo de irradiacion.

4.2.2 Mecanismo molecular de muerte celular inducid a por
PTT

Anteriormente hemos visto que la PTT induce apoptosis en células MEF a
las condiciones indicadas. A continuacién se analizé el mecanismo molecular
implicado en dicho proceso. Para ello se incubaron diferentes mutantes de
células MEF obtenidas de ratones "Knock out" en los cuales no se expresan
proteinas proapotéticas de la familia Bcl2 (MEF BakBax-/- y MEF Bid-/-) o
caspasas (MEF casp9-/- y MEF casp3-/-). Todas estas proteinas estan
implicadas en la via mitocondrial de apoptosis (ver apartado 2.1.1.2.1) y como
muestra la figura 4.6 A, 5 h después de la irradiacion en ninguno de los
mutantes se observa muerte, pero si en las células MEF de fenotipo silvestre
(wt). Como cabe esperar, la apoptosis inducida por la estaurosporina (Stp)
(utilizada como control que activa la via mitocondrial de forma independiente de
Bid) [357] queda completamente bloqueada en los MEF casp3-/-, MEF casp9-/-
y MEF BakBax-/- pero no en MEF Bid-/- ni MEF wt. Por el contrario el etanol
(EtOH) induce necrosis en todas las lineas (figura 4.6 B). Estos datos
confirman que las células estan muriendo por apoptosis bajo PTT utilizando
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AuNPRs, ya que si fuera necrosis, estos mutantes moririan igual que con
EtOH.
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Figura 4.6: Andlisis del mecanismo de apoptosis ind ucida al irradiar células MEF
incubadas con NPR-G. Se incubaron células MEF wt o mutantes carentes de
proteinas proapoptoéticas de la familia Bcl2 o caspasas (MEF BakBax-/-, MEF Bid-/-,
MEF cas9-/- y MEF casp3-/-) con 100 pg/mL NPR-G durante toda la noche y tras lavar
el exceso, se irradiaron a 1064 nm con una potencia de 5 W/cm? durante 2 o0 4 min (2’
0 4°). (Ay B) Se analiz6 la muerte celular por citometria de flujo 5 h después de la
irradiacion, utilizando las sondas AnnV y 7AAD. Como control de apoptosis se utilizé
estaurosporina (stp) y de necrosis etanol (EtOH). (C) Se analiz6 la caida de potencial
de membrana mitocondrial (AW,,) por citometria de flujo utilizando la sonda DIOCs,.
Todo ello como se indica en materiales y métodos. C1: células incubadas con NPR-G
sin irradiar. C2: células irradiadas sin NPR-G. En las gréaficas se representa la media +
SEM de un minimo de 3 experimentos independientes.

Para confirmar el papel de la mitocondria en el mecanismo de apoptosis se
investigd el dafio mitocondrial tras la irradiacion, monitorizando la pérdida del
potencial de membrana mitocondrial (AW, por citometria de flujo. Como se
observa en la figura 4.6 C, todos los mutantes mantienen intacto su AW, tras la
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irradiacion, mientras que los MEF wt irradiados 4 min presentan un 50% de
caida de A¥, lo que esta perfectamente correlacionado con el marcaje de
AnnV (figura 4.5 A y 4.6 A). Estos resultados apoyan la hipdtesis de la
implicacién de la mitocondria en el mecanismo de apoptosis.

La entrada de los NPR-G en todos los mutantes fue similar (figura 4.7), lo
gue confirma que la resistencia a la apoptosis no se debe a diferencias en la
internalizacién de los NPR-G, si no a la falta de la proteina proapoptética en
cada caso

wt BakBax-/- Casp3-/- Casp9-/- Bid-/-
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Figura 4.7: Internalizacion de los AuNPRs en las cé lulas MEF. Se incubaron
células MEF wt y los distintos mutantes con 100 pg/mL de NPR-AG durante toda la
noche. Tras lavar el exceso, se analizo la fluorescencia por citometria de flujo como se
indica en materiales y métodos. Los numeros corresponden a la intensidad media de
fluorescencia. Linea continua: control. Linea discontinua: NPR-AG

La resistencia de los mutantes a la apoptosis inducida por PTT utilizando
NPR-G, parece indicar que la via mitocondrial de la apoptosis esta activada por
la proteina solo-BH3 Bid (ver apartado 2.1.1.1.2). Bid activaria la
oligomerizacion de Bak y Bax, permitiendo la permeabilizacién de la membrana
externa mitocondrial, o que proporcionaria la salida del citocromo C y la
consecuente activacion de la caspasa 9 y posteriormente la caspasa 3. Con
esta hipdtesis la resistencia a la caida de AWy, de las células MEF casp9-/- y
MEF casp3-/- no es sorprendente desde que se describid la necesidad de
activacion de la caspasa 3 para producir un "loop" de amplificacion que induce
a la caida irreversible y completa de AWy, [107].
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Figura 4.8: Activacion de Bid durante la irradiacio n de células MEF incubadas
con NPR-G. Se incubaron células MEF wt con 100 pg/mL NPR-G durante toda la
noche y tras lavar el exceso, se irradiaron a 1064 nm con una potencia de 5 W/cm?
durante 2 0 4 min (2" 0 4°). (A) Se analiz6 la activacién de Bid por inmunaoblot 5 h
después de la irradiacion. Bid corresponde a la forma inactiva mientras que tBid
corresponde al fragmento activo. Se utilizd actina como control de carga. (B) Se
cuantificd por densitometria las bandas de Bid y tBid. En la gréfica se representa el
porcentaje de intensidad respecto a la actina. (C) Se analiz6 la muerte celular en
presencia o ausencia del inhibidor de caspasa 8 (IETD) mediante citometria de flujo
utilizando las sondas AnnV y 7AAD. EIl anticuerpo Jo2 fue usado como control de
apoptosis mediada por caspasa 8. En la grafica se representa la media + SEM de 3
experimentos independientes excepto con el anticuepo Jo2 que solo se hizo 1. Todo
ello como se indica en materiales y métodos. Como control de apoptosis se utilizd
estaurosporina (stp) y de necrosis, etanol (EtOH). CO: control células. C1: células
incubadas con NPR-G sin irradiar. C2: células sin NPR-G irradiadas.
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Nuestros resultados sugieren que Bid presenta un papel principal en este
mecanismo, por lo que se analizo su activacion. Tras el estimulo apoptético Bid
es cortado generando un fragmento (tBid) que se trasloca a la mitocondria e
induce la oligomerizacion de Bak y/o Bax activando la ruta intrinsica de la
apoptosis [370]. Como se muestra en la figura 4.8 A, PTT produce la
generacion de tBid, que se observa de forma mas evidente cuando se irradia 2
min. La cuantificacién por densitometria (figura 4.8 B) muestra mas claramente
que la aparicion de tBid viene acompafado por disminuciéon de Bid. Como
control, la apoptosis inducida por estaurosporina también va acompafada de
activacion de Bid, mientras que la necrosis inducida por etanol no produce tBid
como cabria esperar.

La estaurosporina también produce tBid, pero sin embargo las células MEF
Bid-/- mueren al incubarlas con esta droga al mismo nivel que las MEF wt, lo
gue significa que Bid es prescindible en la apoptosis inducida por
estaurosporina, como sugieren trabajos previos [371]. Sin embargo, la
apoptosis desencadenada por PTT necesita de Bid, aunque la forma en que es
procesado no queda clara.

Tipicamente Bid es activado por la caspasa 8 durante la via extrinseca de la
apoptosis que se activa por la union del ligando mortal a su receptor [112]. Para
analizar si la caspasa 8 esté implicada en la activacion de Bid, se incubaron las
células MEF wt con NPR-G y antes de ser irradiadas se trataron con un
inhibidor de la caspasa 8 (IETD) [77]. Como se muestra en la figura 4.8 C, el
inhibidor no protege de la muerte inducida por PTT, mientras que protege
completamente si se utiliza como estimulo Jo2. Jo2 es un anticuerpo anti-Fas
gue se une a este receptor y lo activa, por lo tanto induce apoptosis a través de
la activacion de la caspasa 8 [372]. Lo utilizamos por lo tanto como control de la
eficacia del inhibidor IETD .

Estos resultados nos indican que la caspasa 8 no es la responsable de la
activacion de Bid durante la muerte inducida por PTT.

4.2.3 Papel de los lisosomas en el mecanismo de apo  ptosis
inducida por PTT con AuNPRs

Aunque el mecanismo por el cual Bid es activado no queda claro en este
trabajo, se analizaron por microscopia de fluorescencia las células antes y tras
la irradiacion. Para ello se incubaron células MEF wt con NPR-TG durante toda
la noche y tras la irradiacion de 4 min se fijaron en PFA 4% y se analizaron por
microscopia de fluorescencia confocal a distintos tiempos. Para analizar la
colocalizaciéon de los NPR-TG se tifiieron los nucleos (azul) y los lisosomas
(verde) con un anticuerpo que reconoce la proteina Lamp-1 que se localiza en
la membrana de los lisosomas (3.15).
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Como se puede ver en la figura 4.9, los nanoprismas se localizan en los
lisosomas (C1). Aunque se observa algun lisosoma sin NPR-TG (verde), todos
los NPR-TG estan en los lisosomas (colocalizacion amarillo-naranja). Nada
mas irradiar (t0) observamos la fluorescencia de los NPR-TG (roja) en el citosol
de la célula, aunque aun podemos observar NPR-TG en algun lisosoma.
Progresivamente los NPR-TG se liberan de los lisosomas (t1) hasta que a las 5
h (t5) practicamente no quedan NPR-TG en los lisosomas. Estos resultados
indican que la irradiacién causa la liberacion de los NPR-TG de los lisosomas,
lo que sugiere que la permeabilizacion lisosomal puede estar implicada en la
muerte celular.

Hoechst Tamra Lamp1 Overlap Zoom

Figura 4.9: Andlisis de la | ocalizacién intracelular de los NPR-T G. Se incubaron
células MEF wt con 100 pg/mL NPR-TG durante toda la noche y tras lavar el exceso
se irradiaron con un laser a 1064 nm con una potencia de 5 W/cm? durante 4 min. Tras
la irradiacion (t0) o después de 1 h (t1) y 5 h (t5) se fijaron en PFA 4%, se tifieron con
Hoechst 3342 (DNA) y anti-Lampl (lisosoma) y se analizaron por microscopia de
fluorescencia confocal como se detalla en materiales y métodos. C1: células con
NPR-TG sin irradiar. A la derecha se muestran zonas especificas ampliadas.
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Figura 4.10: Analisis de la localizacion intracelul ~ ar de NPR-G en células MEF por
microscopia electronica de transmision. Se incubaron células MEF wt con 100
pg/mL durante toda la noche, tras lavar el exceso se irradiaron a 1064 nm con una
potencia de 5 W/cm? durante 4 min. Tras 1h (t1) y 5h (t5) fueron fijadas con
glutaraldehido y se procesaron para TEM como se detalla en materiales y métodos. Se
observan NPR-G en lisosomas (flechas verdes), en el citosol (flechas violetas) y fuera
de la célula (flechas negras). CO: Control células. C1: Control células con NPR-G sin
irradiar. N: nacleo. M: mitocondria. L: lisosoma.
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Posteriormente se incubaron las células con NPR-G y se observaron por
microscopia electronica de transmision (TEM) siguiendo el mismo
procedimiento que para microscopia confocal. Como se muestra en la figura
4.10, los NPR-G se localizan en los lisosomas (C1) (se pueden distinguir los
lisosomas de los demas endosomas, debido a su mayor contraste). Estos
resultados confirman que la localizacion de los AUNPRs no se ve afectada por
el fluoroforo. En concordancia con los resultados previos (figura 4.9), tras 1 h
(t1) de la irradiacion los NPR-G se liberan de los lisosomas lo que se observa
en mayor proporcion a las 5 h (t5). Estos resultados confirman que la
fluorescencia en el citosol tras la irradiaciéon se debe a la liberacién de los
AuNPRs y no solo el fluoréforo. Ademas se puede observar que los NPR-G
son liberados de la célula y agregan en el medio, lo que explica que la
fluorescencia vaya disminuyendo con el tiempo.
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Figura 4.11: Propuesta de mecanismo de apoptosis inducida por PTT utilizando
NPR-G. Los AuNPRs se acumulan en los lisosomas y tras la irradiacion de 5 W/cm? a
1064 nm se liberan, se activa Bid que activa la via mitocondrial de la apoptosis a
través de la activacion de Bak y/o Bax que permite la salida de citocromo C de la
mitocondria, lo que conlleva a la activacion de la caspasa 9 y posteriormente de la
caspasa 3 produciendo la muerte de la célula.

Estos datos en conjunto muestran que los AuNPRs se acumulan en los
lisosomas que se permeabilizan tras la irradiacion, permitiendo la liberacion de
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los AUNPRSs, esto produce la activacion de Bid que activa la via mitocondrial de
la apoptosis provocando la muerte de la célula (figura 4.11)

La ruptura de los lisosomas se ha visto que induce apoptosis a través de
varios estimulos [373], aunque una excesiva ruptura induce necrosis. Se ha
visto que una permeabilizacién parcial puede ser suficiente para inducir
activacion de caspasas Yy permeabilizacion mitocondrial [374]. La
permeabilizacion de los lisosomas podria llevar a la liberacion de moléculas,
como por ejemplo las catepsinas que activarian Bid [373-379]..

4.2.4 Papel de las catepsinas en el mecanismo de ap optosis
inducida por PTT con AuNPRs

Las catepsinas son proteasas que se localizan en los lisosomas capaces de
procesar Bid y activarlo. Para que esto ocurra es necesario que se
permeabilicen los lisosomas y salgan las catepsinas al citosol, tal y como
hemos visto que ocurre (figuras 4.9 y 4.10) [375]. Para confirmar el papel de las
catepsinas en el mecanismo de muerte inducido mediante PTT seria necesario
la inhibicion de las catepsinas. A falta de inhibidores eficaces de las catepsinas
se utilizaron células MEF que carecen de las catepsinas B y D (obtenidas de
los correspondientes ratones KO). MEF catBwt y MEF catB-/- (células MEF
primarias con y sin catepsina B), MEF catDwt y MEF catD-/- (células MEF
primarias con y sin catepsina D). Aunque estos resultados son preliminares y
no concluyentes, se ha considerado oportuno comentarlos en este apartado.

Se incubaron estas células primarias e irradiaron en las mismas condiciones
anteriores (durante 2 y 4 min a 5 W/cm?) y no se observé muerte en ninguna de
ellas, incluso aumentando el tiempo de incubacioén con los NPRs a 24 h y
duplicando su concentracion (0.2 mg/mL) (figura 4.12), a excepcion de las
células MEF catD-/-. Se puede observar que las células wt son mas resistentes
a la estauroporina, incluso al EtOH que las utilizadas en los apartados
anteriores (figura 4.6). Por otro lado las MEF catD-/- son mas sensibles que su
correspondiente wt, tanto a la irradiacion como a la estaurosporina y EtOH.

Estas células son cultivos primarios, a diferencia de los mutantes utilizados
anteriormente que estaban inmortalizados con el virus sv40. La primera
diferencia al trabajar con células primarias es su bajo metabolismo, lo que se
traduce en una reducida entrada de los AUNPRs en el interior de la célula.
Incluso con incubaciones de 48 h con NPR-TG se observa muy poca
fluorescencia en las células (por microscopia). Por lo que se procedido a
inmortalizar las células mediante la transformacién espontanea 3T9 (3.1.8),
para obtener unas lineas estables y buscar unas condiciones que induzcan una
respuesta similar a la observada con las células inmortalizadas mediante el
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virus sv40. Para diferenciar estas células se denominan sv40 o 3T9 segun el
protocolo de inmortalizacién.
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Figura 4.12: Andlisis del efecto de la irradiacién en la muerte de células MEF
primarias. Se incubaron células MEF primarias carentes de las catepsina B (CatB-/-),
catepsina D (CatD-/-) y sus corespondientes controles (wt) con 0.2 mg/mL de NPR-G
durante 24 h y tras lavar el exceso, se irradiaron con un laser a 1064 nm con una
potencia de 5 W/cm? durante 2 0 4 min (2" o 4°). Se analiz6 la muerte celular por
citometria de flujo tras 5 h de la irradiacion utilizando las sondas AnnV y 7 AAD como
se indica en materiales y métodos. C1: células incubadas con NPR-G sin irradiar. C2:
células sin NPR-G irradiadas. Como control de apoptosis se utilizé estaurosporina (stp)
y de necrosis etanol (EtOH). En la grafica se representa la media + SEM de 2
experimentos independientes para catB y 1 en el caso de catD.

Lo primero que se analizé fue la cinética de entrada de los AuNPRs por
citometria de flujo. Como se puede observar en la figura 4.13 A, vemos que
excepto en las células MEF 3T9 catB-/-, en el resto la entrada de NPR-AG es
similar y comparable con las células MEF sv40 wt utilizadas anteriormente. Con
estos resultados decidimos incubar las células 3T9 wt durante toda la noche
con los AuNPRs. Tras esa incubacion se irradiaron las células durante 2 y 4
minutos a 5 W/cm? y se midi6 el incremento de temperatura (figura 4.13 B).
Para las células MEF 3T9 catB wt la temperatura no llega a los 50°C pero si
para las MEF 3T9 catD wt. Esta diferencia hace que la muerte para las células
MEF 3T9 catB wt solo llegue hasta el 12% mientras que para las MEF 3T9 catD
wt se alcance un 50% (similar a las MEF sv40).
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Figura 4.13: Analisis de la internalizacion de AUN  PRs en células carentes de las
catepsinas B y D. Se incubaron células MEF 3T9 carentes de la catepsina B (3T9
catB-/-), catepsina D (3T9 catD-/-) y sus corespondientes controles (wt) con 0.1 mg/mL
de AuNPRs durante distintos tiempos. Tras lavar el exceso (A) se analizé la intensidad
media de fluorescencia de NPR-AG, por citometria de flujo tras 15, 24 y 48 h de
incubacion. (B) Se incubaron las células con 0.1 mg/mL NPR-G durante toda la noche
y tras lavar el exceso se irradiaron a 1064 nm con una potencia de 5 W/cm?® durante 4
minutos, se midid la temperatura del pocillo (izquierda) y se analizé (a la derecha) la
muerte celular por citometria de flujo a las 5 h de la irradiacion utilizando las sondas
AnnV y 7AAD. Los numeros de los diagramas de puntos indican el porcentaje de
células en cada cuadrante, AnnV*7AAD" en el inferior y AnnV*7AAD" en el superior. En
la gréafica se representa la media £+ SEM de 3 mediciones independientes.

Estos resultados parecen indicar que debemos optimizar las condiciones
para las células MEF 3T9 catB hasta conseguir que la temperatura llegue a los
50°C en el pocillo, se mueran aproximadamente un 50% de las células wt y la
entrada de los AuUNPRs en las 3T9 catB-/- sea similar a las wt. Sin embargo
para las células MEF 3T9 catD parece que éstas pueden ser las condiciones
Optimas.
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Figura 4.14: Analisis del papel de la catepsina D e n la muerte inducida por
irradiacion de células MEF 3T9 incubadas con AuNPRs . Se incubaron células MEF
3T9 carentes de la catepsina D (3T9 catD-/-) y su control (3T9 catDwt) con 0.1 mg/mL
de NPR-G durante toda la noche. Tras lavar el exceso se irradiaron a 1064 nm con
una potencia de 5 W/cm? durante 2 0 4 min (2°0 4°) y se analizé la muerte celular por
citometria de flujo a las 5 h de la irradiacion utilizando las sondas AnnV y 7AAD. En la
grafica se representa la media £+ SEM de 2 experimentos independientes en el caso de
células MEF3T9 catDwt y 1 para catD-/-. Todo ello como se indica en materiales y
métodos. C1: células incubadas con NPR-G sin irradiar. C2: células sin NPR-G
irradiadas. Como control de apoptosis se utilizé estaurosporina (stp) y de necrosis
etanol (EtOH).

Tanto en las células 3T9 catDwt como en las deficientes en catD, aumenta la
temperatura por encima de 50°C, llegando hasta los 55°C (figura 4.13 B) Sin
embargo, la muerte de las células 3T9 catD-/- solo llega al 25%, la mitad que
para las wt (figura 4.14). Estos resultados preliminares parecen indicar una
posible participacion al menos de la catepsina D en el mecanismo de muerte
celular. Aunque son necesarios mas experimentos para poder confirmar el
papel de las catepsinas en la muerte celular inducida por PTT.

4.2.5 Discusion

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido la sintesis de NPs altamente
eficientes en la produccion de calor, que ademas pueden ser dirigidas al tejido
diana, disminuyendo asi los efectos secundarios de las terapias
convencionales. Los materiales plasmonicos, tienen la capacidad de
transformar luz en calor. Este calor se puede utilizar para imagen [5], liberacion
de drogas [2, 3], biosensores [32] o PTT que resulta en cambios en las células
tumorales que conducen a su muerte mediante ablacion térmica [1]. Se han
disefiado multitud de materiales plasmonicos de diferente composicién (oro,
plata, cobre, carbono, etc.), estructura (esferas, cilindros, prismas, etc.) y con
diferentes recubrimientos (polimeros, carbohidratos, péptidos, etc), que pueden
producir calor al excitarse con luz en el NIR. De todos ellos el oro presenta
unas propiedades fisico-quimicas que le proporcionan gran estabilidad y alta
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eficiencia calorifica que junto con la variedad y sencillez de métodos de
sintesis, lo hacen uno de los mas eficientes generadores de calor [380].

Debido a todo esto, se utilizd la capacidad calorifica de los AuUNPRs para
inducir muerte celular mediante PTT sobre lineas celulares. Con estas NPs se
encontraron unas condiciones Optimas para inducir apoptosis en células MEF,
2-4 min de irradiacién a una potencia de 5 W/cm?.

La hipertermia es un concepto relativamente antiguo con aplicacion en el
tratamiento del cancer, que se basa en la generacion de calor localizada en el
tumor. Un incremento de temperatura suave (hasta 43°C) sensibiliza a
quimioterapia o radioterapia [338]. Sin embargo, incluso calentando desde el
interior de la célula, si se hace suavemente, la temperatura no es suficiente
para matar a las células [349]. Es necesario aumentar la temperatura en mayor
grado para inducir muerte celular [341], lo que respalda los resultados
obtenidos (figura 4.4 y 4.13 B) que muestran la necesidad de alcanzar
temperaturas por encima de 50°C para inducir la muerte de las células.

La PTT ya se encuentra en fase 1 en ensayos clinicos [1] en el tratamiento
de diversos canceres como cabeza y cuello (NCT00848042) y pulmoén
(NCT01679470) (para mas informacion; AuroLase® Yy clinicaltrial.gov). Sin
embargo, la mayoria de los trabajos no exploran en detalle el tipo de muerte
celular que produce. La necrosis es la respuesta celular mas comun durante la
ablaciéon tumoral via PTT [18, 34, 365]. Aunque un nimero limitado de estudios
han propuesto la apoptosis como mecanismo de muerte [15-17], la mayoria de
estos trabajos no exploran con detalle si la muerte celular es realmente por
apoptosis. Determinar el tipo de muerte celular es muy importante porque el
modo en que una célula se muere puede tener diferentes consecuencias. La
necrosis cursa con ruptura de la membrana plasmatica, por lo tanto lleva a la
liberacion de material intracelular produciendo una respuesta inflamatoria no
controlada con consecuencias no deseadas, puede dafar los tejidos
adyacentes incluso promover el crecimiento tumoral o favorecer resistencias a
tratamientos [19]. En la apoptosis sin embargo, se mantiene la integridad de la
membrana, ademas las células apoptéticas secretan sefiales "eat-me" para que
los macrofagos las encuentren y las fagociten [381]. Por ejemplo, la
traslocacion de la fosfatidilserina (PS) o la calreticulina de la parte interna de la
membrana plasmatica a la externa, quedando de esta forma expuesta al
reconocimiento por parte de células fagociticas. La fagocitosis de células
muertas es necesaria para evitar reacciones autoinmunes [382]. Ratones
deficientes en la maquinaria fagocitica presentan enfermedades autoinmunes
como el lupus sistémico eritromatoso (SLE) [383], artritis créonica en adultos o
anemia letal en embriones [384, 385]. Aunque la apoptosis también produce
una activacion del sistema inmune, los mecanismos y consecuencias son
diferentes, por ejemplo, la fagocitosis de células apoptéticas normalmente
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activa la inmunidad antitumoral por un proceso conocido como "cross-priming"
[21]. Ademas, cuando las células apoptéticas interaccionan con macréfagos,
se produce la liberacion de citoquinas anti-inflamatorias, sin embargo las
células necraéticas inducen la liberacion de citoquinas inflamatorias [172]. Es por
todo ello que nos planteamos modular las condiciones para inducir apoptosis
mediante PTT utilizando AuNPRs.

Como respuesta a un estimulo externo tanto la apoptosis como la necrosis
pueden ocurrir de forma independiente, secuencial o simultanea [22]. Lo que
puede depender de la cantidad de NPs internalizadas y la energia absorbida
durante la irradiacion [11]. En el presente trabajo se ha conseguido determinar
la apoptosis como mecanismo de muerte celular inducida por PTT utilizando
AuNPRs. Esto se ha demostrado con el estudio de cinética de la muerte celular
en el gue se observa que las células presentan primero un fenotipo apoptético
que progresa a nhecrosis secundaria con el paso del tiempo. Estos datos
también se apoyan en la activacion de la caspasa 3 (figura 4.5) y la proteccion
frente a la muerte de los mutantes carentes de caspasas [386] y proteinas pro-
apoptoticas [387] (figura 4.6). La respuesta de las células a la hipertermia
depende de la intensidad del estimulo, resultados previos muestran que células
incubadas con estos mismos AuNPRs irradiadas con el mismo laser pero a
mayor potencia (30 W/cm? en lugar de 5 W/cm?, muestran un fenotipo
necrético inmediatamente después de la irradiacion [31]. Por lo tanto,
modulando los parametros de irradiacion (potencia y tiempo) es posible
conseguir variar el mecanismo de muerte celular, ya que la respuesta de la
célula frente al incremento de temperatura depende de como se produzca este
incremento (suavemente o de forma brusca) ademas del tiempo que la
temperatura se mantenga elevada [367].

El conocimiento del mecanismo de apoptosis es importante ya que las
células tumorales adquieren mutaciones que les permiten evadir la apoptosis
[388, 389]. Para deteminar el mecanismo de apoptosis se utilizaron mutantes
de células MEF que carecen de proteinas pro-apoptoéticas que intervienen en
distintas etapas de la apoptosis. Los resultados obtenidos, indican que la
apoptosis se lleva a cabo por la via mitocondrial (figura 4.6) y que la proteina
proapoptotica Bid tiene un papel importante en dicho proceso [81] (figura 4.8).
Bid puede ser activado por varias proteasas, como la caspasa 8 que corta Bid
tras Asp>® [114] activando la via mitocondrial de la apoptosis [370]. Aunque la
activacion de Bid no queda clara en este trabajo, se ha descartado la caspasa
8 como activadora de Bid (figura 4.8) al no tener ningun efecto protector el
inhibidor de la caspasa 8 IETD.

Ademas de la mitocondria, se ha observado que otros organulos como los
lisosomas o el reticulo endoplasmico (ER) estan también relacionados con la
muerte celular [390]. Los lisosomas son organulos acidificados que juegan un
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papel importante en el reciclado de proteinas intracelulares por lo que
contienen un amplio espectro de enzimas hidroliticas, entre las cuales se
encuentran las catepsinas.

Nuestros resultados muestran acumulacion de los AUNPRs en los lisosomas
que se liberan tras la irradiacion (figuras 4.9 y 4.10) de forma progresiva. Se ha
observado que la ruptura de los lisosomas participa en la apoptosis inducida
por varios estimulos [373], aunque una excesiva ruptura induce necrosis [391].
Un trabajo previo ha mostrado que es posible modular la pemeabilizacion de
los lisosomas, sin que afecte a la viabilidad celular [365]. Otro trabajo muestra
que una permeabilizacion parcial puede ser suficiente para inducir activacion
de caspasas y permeabilizacion mitocondrial [374]. La permeabilizacion de los
lisosomas podria llevar a la liberacion de moléculas, como por ejemplo las
catepsinas que activarian Bid [373-379]. Las catepsinas son proteasas que se
localizan en los lisosomas cuyo papel principal fue considerado la degradacién
de proteinas, aunque recientemente se ha visto que también intervienen en la
apoptosis [392]. Las catepsinas son capaces de procesar Bid y activarlo,
aunque también tienen como sustrato otras proteinas de la familia Bcl-2 como
Bcl-2, Bcl-x. 0 Mcl-1, asi como XIAP [393], para lo que es necesario que se
liberen de los lisosomas [375].

Para indagar un poco mas en el tema, se utilizaron mutantes de catepsinas
D y B [376]. Aunque estos resultados son preliminares y no permiten sacar
conclusiones, parecen indicar una posible participacion al menos de la
catepsina D en la muerte inducida por PTT con AuNPRs (figura 4.13). Para
confirmar este papel habria que analizar si la ausencia de catepsina D afecta al
procesamiento de Bid y a la activacion de las caspasas. Ademas, existen otras
proteinas lisosomales, como la quimiotripsina B, una serin-proteasa que
también es capaz de procesar Bid a pH neutro [394] que aunque es una
enzima digestiva secretada por el pancreas, se encuentra también en los
lisosomas de algunas células. Esta proteina actuaria sobre Bid, de la misma
forma que las catepsinas, tras la permeabilizacion del lisosoma. Aunque se ha
observado que la quimiotripsina B es mas efectiva en el procesamiento de Bid
en extractos celulares a pH neutro que las catepsinas B y D [395].

En el presente trabajo hemos determinado la apoptosis como tipo de muerte
celular desencadenada por PTT utilizando AuNPRs, mas concretamente via
mitocondrial, en la cual ejerce un papel principal la proteina pro-apoptética Bid.
Esta activacion se produciria a través de la catepsina D liberada de los
lisosomas, si bien este resultado esta pendiente de confirmacion.
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4.3 Toxicidad in vitro

El gran desarrollo de la nanotecnologia ha abierto un debate sobre la
seguridad de los nanomateriales y el impacto medioambiental que presentan.
Por ello hay numerosos trabajos que estudian la toxicidad de la gran variedad
de nanoparticulas que se van sintetizando. Algunos no han encontrado efecto
toxico [396], mientras que otros si que han visto toxicidad ya sea porque
provocan la muerte de la célula o porque alteran su funcién [13].

La toxicidad de las NPs inorganicas es un tema complicado debido a la gran
variedad de estudios que se pueden encontrar en la bibliografia. Los problemas
gue encontramos son los siguientes:

» Diferentes tipos de nanoparticulas en cuanto a composicion, tamario,
cubierta, propiedades fisicoquimicas, etc.

» Tipo de células usadas (primarias o transformadas) para determinar la
toxicidad.

» Tipo de ensayo de toxicidad: MTT, LDH, generacién de ROS, calceina,
anexina-V, genotoxicidad, cambios morfolégicos, etc.

* Rango de concentraciones. Ademas de utilizar diferentes concentraciones
las unidades en las que se muestran los datos en cada estudio son
diferentes y en realidad la toxicidad depende del area de superficie [397].

» Tiempos de incubacion

Debido a estas variaciones es muy dificil comparar entre distintos estudios y
no se ha conseguido aun llegar a un acuerdo en cual es la mejor manera de
estudiar la toxicidad de las NPs, aunque todos coinciden en que es necesario el
establecimiento de unos principios y unos protocolos que permitan la
manipulacion y el uso de nanomateriales de forma segura. [28]

Asi, nos propusimos llevar a cabo un estudio exhaustivo del efecto de los
AuNPRs utilizando varias lineas celulares primarias y transformadas tanto
humanas como de ratén. Para ello se analizaron diversos aspectos como la
generacion de ROS, caida de potencial mitocondrial, apoptosis y la capacidad
para generar colonias. Asi mismo se utilizd6 un amplio rango de
concentraciones desde 25 a 200 pg/mL.

Los experimentos consistieron en incubar las lineas celulares y las células
primarias que aparecen en la tabla 4.1 con cuatro tipos de nanoprismas; NPR,
NPR-T, NPR-G y NPR-TG a las concentraciones 0, 25, 50, 100 y 200 pg/mL,
como se detalla en el apartado 3.5 de materiales y métodos. Tras 24 o0 48 h de
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la incubacion se analizaron distintos parametros para determinar la toxicidad y
el efecto del recubrimiento de dichos AuNPRs.

(%]
(]
o A549 Carcinoma de pulmén
© E;
c (]
© o . . .
= n MiaPaca Carcinoma de pancreas
©
=)
T £
—~ Hela Carcinoma de cervix
primarias PBMCs Células mononucleares de sangre periférica
(%)
Q
© MEF Fibroblastos embrionarios
>
3
» B16 Melanoma
©
(]
= .
= MC57G Fibrosarcoma
primarias Macrofagos Macréfagos diferenciados de médula ésea

Tabla 4.1: Células utilizadas en el estudio de toxi  cidad in vitro .
4.3.1 Internalizacion de los nanoprismas enlacélu la

Lo primero que estudiamos fue la internalizacion de los AuNPRs en las
células. Para ello se incubaron las distintas lineas celulares (tabla 4.1) con 0,
25, 50, 100 y 200 pg/mL de NPR-T y NPR-TG durante toda la noche. Tras lo
cual se analizaron por microscopia confocal de fluorescencia como se explica
en materiales y métodos (apartado 3.15). Las fotografias fueron tomadas con la
misma intensidad de laser. El tratamiento de imagen para los retoques minimos
de eliminacion de ruido de fondo ha sido el mismo para todas las lineas. De
este modo las imagenes son comparables.

En estas condiciones, como se observa en la figura 4.15, todas las lineas
celulares internalizan los AUNPRs. La internalizacion de los NPR-TG es mayor
que la de los NPR-T a pesar de que la concentracion es la mitad, por lo que la
glucosa favorece la internalizacion de los AuNPRs, aunque el nivel de
internalizacion depende de la linea celular. Si comparamos el aumento en la
internalizacion debido a la glucosa entre las distintas lineas, podemos observar
qgue hay algunas células como MiaPaca, HeLa, A549 y B16 en las que la
glucosa tiene mayor importancia en la entrada de los AuNPRs que en las
MC57G que aunque vemos aumento de internalizacion con la glucosa, sin ésta
las células ya captan bastantes AUNPRSs.
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NPR-T NPR-TG
TAMRA TAMRA + HOESCHT TAMRA TAMRA + HOESCHT

MiaPaca

Figura 4.15: Analisis de la i nternalizaciéon de los nanoprismas en diferentes

lineas celulares . Se incubaron 6 lineas celulares humanas (MiaPaca, HeLa y A549) y
de raton (MEF, B16 y A549) con 200 pg/mL NPR-T o con 100 pg/mL NPR-TG durante
toda la noche. Tras lavar el exceso, las células fueron fijadas con PFA 4%, se tifieron
con Hoechst 3342 (DNA) y se analizaron por microscopia de fluorescencia confocal
como se indica en materiales y métodos. Todas las fotografias estdn tomadas con los
mismos parametros. Escala 30 pm.
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Ademas podemos observar que la glucosa tiene poco efecto en las células
MEF, donde la internalizacion ya ocurre sin glucosa. Esta linea es la tnica que
no es tumoral, son fibroblastos inmortalizados con el virus sv40. Este hecho
apoya la idea que se ha propuesto de usar la glucosa como ligando para
favorecer la internalizacion y selectividad por parte de las células tumorales, ya
que éstas presentan un metabolismo mas dependiente de la glicolisis [398].

Ctrl Ctrl

TAMRA TAMRA + HOESCHT TAMRA TAMRA + HOESCHT

. MEF
MiaPaca
30 um
) . BI6 . .
) . . : . .

Figura 4.16 : Controles de la internalizacién de los nanoprisma s en las distintas
lineas celulares . Lineas celulares humanas (MiaPaca, HeLa y A549) y de raton (MEF,
B16 y A549) sin nanoparticulas se fijaron con PFA 4%, se tifieron con Hoechst 3342
(DNA) y se analizaron por microscopia de fluorescencia confocal, como se indica en
materiales y métodos. Las fotografias estan tomadas en las mismas condiciones que
en la figura 4.15. Escala 30 pm.

En la figura 4.16 podemos ver que estas diferencias no se deben a una
autofluorescencia de las células, ya que las células control (que no han sido
incubadas con AuNPRs) no presentan fluorescencia a la longitud de onda de
emision del TAMRA.

Asi vemos que aunque la internalizacion de los AUNPRs depende del tipo
celular, debido a la diferencia de las propiedades endociticas de cada linea, se
observa claramente la proteccion del PEG. Ademas, el recubrimiento con PEG
y glucosa favorece la selectividad e internalizacion de los AuNPRs por las
células diana de acuerdo a resultados previos [24].
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4.3.2 Cambios en la morfologia celular

Como ya se explicé en la introduccién uno de los aspectos por los que las
NPs pueden presentar toxicidad es la interaccibn con proteinas del
citoesqueleto [328]. Para analizar cambios morfologicos debidos a la
internalizacion de los nanoprismas se incubaron durante toda la noche las
células con los distintos tipos de AUNPRSs a concentraciones de 0, 25, 50, 100 y
200 pg/mL. Posteriormente se analizaron por citometria de flujo la granulosidad
y complejidad intracelular (SSC) y el tamafio (FSH).

MiaPaca Hela A549 MEF B16 MC57G

Ctrl

NPR-G

SSC

oA i i
1K0 IK 0

ﬁ.

FSH
B

’ - -....
NFJRTG. ...
B ......

Fig 4.17: Analisis de los cambios morfologicos en | a célula tras la internalizacion
de AuNPRs. Se incubaron 6 lineas celulares, humanas (MiaPaca, HeLa y A549) y de
raton (MEF, B16 y A549) con 4 tipos de AUNPRs (NPR, NPR-G, NPR-T y NPR-TG) a
concentraciones crecientes entre 25 y 200 pg/mL durante 48 h. Tras lavar el exceso
(A) se analiz6 por citometria de flujo el tamafio (FSH) y la complejidad (SSC) de las
células. Se muestra un diagrama de puntos representativo para 100 pg/mL de NPR-G.
(B) Se fijaron las células con PFA 4%, se tifii6 la actina con faloidina y se analizé por
microscopia de fluorescencia confocal. Se muestra una fotografia representativa para
las células incubadas con 100 pg/mL NPR-TG y 200 pg/mL NPR-T. Todo ello como se
indica en materiales y métodos. Ctrl: células sin hanoprismas. Escala 30 um.
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En la figura 4.17 A, se puede ver de forma representativa para 100 pug/mL de
NPR-G como las células se hacen mas pequefias y aumenta su granulosidad y
complejidad intracelular de modo directamente proporcional a la internalizacién
de AuNPRs (figura 4.15). Estos resultados estan de acuerdo con los de
microscopia de fluorescencia (figura 4.17 B) en los que se analizé la actina
mediante tincién con faloidina como viene detallado en materiales y métodos
(apartado 3.15). Se puede observar que las células se redondean ligeramente,
sin embargo el aumento en SSC es mayor que el cambio observado en la
actina, por lo que parece indicar que el mayor cambio que se produce en la
célula es el aumento de complejidad, que puede deberse a una mayor
granulosidad.

4.3.3  Generacion de radicales libres de oxigeno (RO S)

Uno de los mecanismos que mas frecuentemente ha sido sugerido como
indicador de toxicidad de las NPs es la generacion de ROS vy el estrés
oxidativo. Para analizar la generacion de ROS se incubaron durante 48 h las
lineas celulares con NPR y NPR-G a concentraciones de 25, 50, 100 y 200
png/mL. El marcaje se realizd con 2-hidroxietidio (2HE) (ya que detecta el anidn
superéxido que es el primero y mas abundante radical de oxigeno que se
genera) y se analiz6 por citometria de flujo (ver apartado 3.11.3). Como control
positivo se utilizé estaurosporina a 0,5 pM. Cabe destacar que en este estudio
no se utilizaron las AUNPRs con TAMRA debido a que la longitud de onda de
excitacion del laser del citbmetro corresponde con un minimo en el espectro de
absorcion del TAMRA, lo que genera una emision residual en el rango del 2HE.

Como se observa en la figura 4.18 se produce un ligero incremento de ROS
(20%) en todas las lineas celulares, aunque solamente en el caso de las
células MEF es estadisticamente significativo. Se observa claramente la
dependencia en la generacion de ROS con la concentracion de AuNPRs,
aunque el nivel varia segun la linea celular. Ademas la estaurosporina (control
+) genera ROS en todas las lineas pero a diferentes niveles. Esto confirma la
importancia que tiene seleccionar una linea u otra para el estudio, ya que los
resultados van a ser diferentes.
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Figura 4.18: Analisis de la generacion de ROS en di
incubarlas con AUNPRs . Se incubaron 6 lineas celulares, humanas (MiaPaca, HelLa
y A549) y de raton (MEF, B16 y A549) con dos tipos de nanoprismas (NPR y NPR-G)
a concentraciones crecientes entre 25y 200 ug/mL y se analiz6 la generacién de ROS
con la sonda 2HE por citometria de flujo a las 48 h como se indica en materiales y
métodos. (A) Representacion de la media + SEM de 3 experimentos independientes.
(B) Experimento representativo para NPR-G 100 pg/mL. Los numeros corresponden al
porcentaje de células que producen ROS. Citrl: células sin AuNPRs. C+: 0.5 uM
estaurosporina. Estadistica mediante analisis t-student * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001
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4.3.4 Caida de Potencial mitocondrial
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distintas lineas celulares
y A549) y de ratén (MEF, B16 y A549) con cuatro tipos de nanoprismas (NPR, NPR-G,
NPR-T y NPR-TG) a concentraciones crecientes entre 25 y 200 pg/mL y se analizé la
caida de potencial mitocondrial por citometria de flujo con la sonda DIOCg(3) a las 48h
como se indica en materiales y métodos. (A) Representacion de la media + SEM de 3
experimentos independientes. (B) Experimento representativo para NPR-G 100 pg/mL.
Los nuameros corresponden al porcentaje de células con caida AWy,. Ctrl: células sin
AuNPRs. C+: estaurosporina 0.5 pM. Estadistica mediante t-student * p<0.05 **p<0.01

#x<0.001.
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La mitocondria es la principal fuente de ROS, lo que puede ocurrir como
consecuencia de la depolarizacién del potencial de membrana mitocondrial
(AWn). Por lo que se analizo el estado de la mitocondria.

Para determinar el posible dafio mitocondrial se incubaron durante 48 h las
lineas celulares con los cuatro tipos de nanoprismas a concentraciones de 25,
50, 100 y 200 pg/mL. Se analizé la caida de AW, por citometria de flujo con
DIOCg(3), una sonda que se acumula dentro de la mitocondria debido a la
diferencia de potencial y cuando se permeabiliza la membrana mitocondrial
externa la sonda sale y se pierde la fluorescencia (ver apartado 3.11.2). Como
control positivo se utiliz6 estaurosporina a 0,5 pM.

Como se puede ver en la figura 4.19, aunque hay diferencias entre lineas y
la estadistica no es significativa debido a la varianza de los resultados, la
concentracion y el efecto de la funcionalizacion de los nanoprismas es
evidente. Es decir, la permeabilizacion de la membrana mitocondrial se
produce sobre todo en el caso de los nanoprismas que presentan glucosa
(NPR-G y NPR-TG) que como hemos visto anteriormente son los que mas se
internalizan. Esta caida es mas significativa en el caso de las A549 y las
MC57G. Igual que ocurria en el caso de la generacion de ROS, diferentes
lineas, responden de manera diferente.

435 Muerte Celular

Los resultados vistos hasta ahora parecen indicar que los AuUNPRs tienen
algun efecto sobre las lineas celulares que podria estar relacionado con una
posible toxicidad celular. Por ello decidimos analizar si la viabilidad de las
células se veia afectada por la incubacion con los AuNPRs, es decir, si los
AuNPRs inducen muerte celular.

Para ello se incubaron las lineas celulares con los 4 tipos de AuNPRs a
concentraciones entre 25 y 200 pug/mL durante 48 h. Se analiz6 la muerte
celular por citometria de flujo, utilizando anexina-V (AnnV) como marcador de
apoptosis y 7AAD como marcador de necrosis (como se explica en materiales y
métodos 3.11.1).

Segun la figura 4.20 en ningln caso se observa muerte celular. Por lo que la
caida de AW, que observamos parece no ser suficiente para la salida de
factores apoptogénicos de la mitocondria.
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Figura 4.20: Andlisis de la muerte celular en disti  ntas lineas al incubarlas con
AuNPRs. Se incubaron 6 lineas celulares, humanas (MiaPaca, HeLa y A549) y de
ratébn (MEF, B16 y A549) con cuatro tipos de nanoprismas (NPR, NPR-G, NPR-T y
NPR-TG) a concentraciones crecientes entre 25 y 200 pg/mL y se analiz6 la muerte
celular a las 48 h por citometria de flujo con la sonda AnnV y 7AAD como se explica en
materiales y meétodos. (A) Representacion grafica de la media + SEM de 3
experimentos independientes. (B) Experimento representativo en el que se muestran
los controles y la incubacion con 100 pug/mL NPR-G. Los numeros corresponden con el
porcentaje de células en cada cuadrante. Abajo las células AnnV*7AAD" y arriba las
células AnnV'7AAD". Ctrl: células sin nanoprismas. C+: estaurosporina 0.5 uM.
Andlisis estadistico mediante t-student * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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4.3.6 Ensayo clonogénico

Hemos observado caida de potencial mitocondrial que no se correlaciona
con muerte celular. Esto puede ser debido a que las células en el momento de
analizarlas no estén muertas, pero acaben muriendo mas tarde. También
puede suceder gue la caida de potencial mitocondrial no provoque la salida de
factores apoptogénicos y las células sigan vivas tiempo después. Para estudiar
si los AuNPRs afectan o no a la viabilidad celular se realiz6 un ensayo
clonogénico que consiste en sembrar 100 células por pocillo (placa de 6
pocillos) y dejar que crezcan colonias. Si las células estan vivas y son viables
cada célula formara una colonia.

Se incubaron las lineas celulares con los 4 tipos de AuNPRs a
concentraciones de 25 a 200 pg/mL, tras 48 h se tripsinizaron y sembraron 100
cél/pocillo como se explica en materiales y métodos (apartado 3.12). A los 15-
21 dias se cont6 el numero de colonias formadas. Los datos estan expresados
en porcentaje referido al control, 100% corresponde a las colonias formadas en
el control.

Como se observa en la figura 4.21 las células incubadas con AuNPRs
forman el mismo numero de colonias que los controles, lo que quiere decir que
las células que vemos vivas tras 48 h de incubacién con los AuNPRs,
contindan estandolo 3 semanas mas tarde. Las diferencias que se observan en
el caso de las células MiaPaca y HelLa puede deberse a la forma de sus
colonias (como se ve en la figura 4.21 B), las células HeLa forman muy pocas
colonias, por lo que contar una mas una menos se traduce en una gran
diferencia porcentual. Y en el caso de las células MiaPaca las colonias no se
adhieren bien a la placa, por lo que en el proceso de tefiido es posible que se
suelten, por eso se observan esas diferencias en la grafica que no sigue
ninguna tendencia. Este ensayo no ha podido llevarse a cabo para las células
MC57G porgue no forman colonias.

Estas células ademas de estar vivas tienen la capacidad de duplicarse, por
lo que no hay parada de ciclo y los AUNPRs no afectan a su viabilidad. El Gnico
caso en el que vemos una tendencia a formar menos colonias con
concentraciones crecientes de NPR-G es en las células MiaPaca y aun asi el %
es menos del 20% a la concentracion maxima. Otra vez se manifiesta la
importancia en la eleccion de la linea celular.
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Figura 4.21: Analisis del efecto de los AUNPRs sobr e la capacidad de formar
colonias de distintas lineas celulares. Se incubaron 6 lineas celulares, humanas
(MiaPaca, HeLa y A549) y de ratobn (MEF, B16 y A549) con cuatro tipos de
nanoprismas (NPR, NPR-G, NPR-T y NPR-TG) a concentraciones crecientes entre 25
y 200 pug/mL y tras 48 h se sembraron las células para un ensayo clonogénico como se
indica en materiales y métodos. Las colonias se contaron aproximadamente a los 15
dias. (A) Porcentaje de formacion de colonias respecto al control. Representacion de
la media + SEM de tres experimentos intependientes con triplicados cada uno. (B)
Fotografias de un experimento representativo en el que se muestran los controles y la
incubacion con 100 pg/mL NPR-G. Citrl: células sin nanoprismas. C+: estaurosporina
0.5 pM. Estadistica mediante el analisis t-student * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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4.3.7  Toxicidad en células primarias

En las lineas celulares hemos visto caida de potencial mitocondrial y
generacion de ROS a niveles bajos tras 48 h que no va acompafiada de muerte
celular y ademas las células mantienen su capacidad de formar colonias. Pero
esto no significa que los nanoprismas no sean toxicos en el contexto fisiologico
con células "sanas".

El siguiente paso fue analizar estos mismos parametros en células primarias.
Para ello elegimos células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) como
células primarias humanas (apartado 3.3) y macrofagos diferenciados de la
médula 6sea de ratdn (apartado 3.2). Estas células son las primeras que entran
en contacto con las NPs y ademas son células del sistema inmune que
intervienen en la eliminacion de tumores y células infectadas [399]. Por lo que
es importante analizar la toxicidad en este tipo de células.

En estos experimentos se procedio de la misma manera que en el caso de
las lineas celulares, a diferencia del tiempo de incubacion con los AUNPRs, que
fue solamente de 24 h, ya que a las 48 h la muerte basal es demasiado
elevada (como viene detallado en el apartado 3.5).

En las PBMCs se observa (fig 4.22 A) menos fluorescencia dentro de las
células que con las lineas celulares (fig 4.13), aunque se sigue observando una
clara internalizacion de los AuNPRs dentro de las células.

En cuanto a la caida de potencial mitocondrial no se observan diferencias
estadisticamente significativas ni con la concentracion ni con los tipos de
AuNPRs (fig 4.22 B) aunque si que se observa un aumento en la caida AW,
en el caso de los NPR-G a 200 pg/mL. Sin embargo este dato por si solo no
significa nada, debido a la variedad de tipos de células que estamos analizando
(linfocitos, NKs, monaocitos, etc.) que presentan un amplio rango de potencial
mitocondrial, por lo que pequefias variaciones en la composicidon de esta
mezcla de células hace que cambie la medida de AW,.

Segun la figura 4.22 C parece que se generan ROS a la concentracion mas
alta. Sin embargo este aumento no es estadisticamente significativo debido a la
variabilidad que presentan los diferentes experimentos.

La caida de AW, y generacion de ROS se ven menos afectadas que en el
caso de las lineas celulares, lo que puede ser debido a la menor
internalizacion. Como cabia esperar, al igual que para las lineas celulares, no
se observa muerte celular (figura 4.22 D), lo que indica que AuNPRs no son
toxicos para las PBMCs.
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Figura 4.22: Estudio de la t oxicidad de AuNPRs sobre PBMCs. Se incubaron
PBMCs con cuatro tipos de AuNPRs (NPR, NPR-G, NPR-T y NPR-TG) durante 24 h 'y
se analizaron distintos parametros. (A) Internalizacién de los AUNPRs . Tras las 24 h
de incubacion, se lavé el exceso de AuNPRs, se fijaron las células con PFA 4%, se
tifieron con Hoesch 3342 (DNA) y se analizaron por microscopia de fluorescencia
confocal. Se muestra un experimento representativo para 100 pg/mL de NPR-TG y
200 pg/mL de NPR-T. Las fotografias estan tomadas con los mismos parametros. (B)
Andlisis de la caida AW, mediante citometria de flujo con la sonda DIOCg(3). (C)
Generacion de ROS mediante citometria de flujo con la sonda 2HE. (D) Muerte
celular por citometria de flujo utilizando las sondas AnnV y 7AAD. En las gréficas se
representa la media £+ SEM de 3 experimentos independientes. En los histogramas y
diagrama de puntos se muestra un experimento representativo con los controles y 100
pug/mL NPR-G. Los numeros corresponden con el porcentaje de células con caida
AW, generacion de ROS y células AnnV*7AAD™ (abajo) y AnnV*7AAD" (arriba-dcha).
Ctrl: células sin nanoprismas. C+: cladribina 5 uM. Estadistica mediante el analisis t-
student * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.

118



Resultados y Discusion

NPR-T NPR-TG
A

TAMRA TAMRA + HOESCHT TAMRA TAMRA + HOESCHT

(s

VS TAAD+
40 = mWAAD- Ctrl C+ NPR-G
10* E

% AnnV"* Cells

7AAD

10° e ud - T
F PESP PO PSP PO 10 g 10410° Ly

_’_
NPR  NPR-G NPR-T NPR-TG Annexin V

0

Figura 4.23: Estudio de la toxicidad de = AuNPRs en macrofagos. Se incubaron
macroéfagos diferenciados de ratén con cuatro tipos de nanoprismas (NPR, NPR-G,
NPR-T y NPR-TG) durante 24 h y se analizaron distintos parametros como viene
detallado en materiales y métodos. (A) Internalizacion de | os AuNPRs . Tras lavar el
exceso de AuNPRs se fijaron las células con PFA 4%, se tifieron con Hoesch 3342
(DNA) y se analizaron por microscopia de fluorescencia confocal. Experimento
representativo para 100 pg/mL de NPR-TG y 200 pg/mL de NPR-T. Las fotografias
estan tomadas con los mismos parametros que para las lineas celulares (figura 4.13).
(B) Andlisis de la muerte celular  por citometria de flujo utilizando las sondas AnnV'y
7AAD. En la gréfica se representa la media £+ SEM de 3 experimentos independientes.
Los numeros de los diagramas de puntos corresponden con el porcentaje de células
en cada cuadrante. Abajo las células AnnV*7AAD" y arriba las células AnnV'7AAD".
Ctrl: células sin nanoprismas. C+: estaurosporina 1uM. Estadistica mediante el analisis
t-student * p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.

Siguiendo nuestra linea de investigacion, se estudié la toxicidad en
macrofagos de raton. En el caso de los macréfagos no se observa diferencia
entre la entrada de los NPRs con o sin glucosa, debido a la alta capacidad
fagocitica de éstos (Figura 4.23 A). Ademas los macrofagos presentan una alta
fluorescencia que se ve "quencheada” por los AUNPRs, a mayor concentracion
de AuNPRs menos autofluorescencia por lo que es muy dificil cuantificar la
caida de potencial mitocondrial o la generacion de ROS, aunque los datos
sugieren que se producen (datos no mostrados). Si que se analizé la muerte
celular, ya que este marcaje permite la diferenciacién clara de las distintas
poblaciones, aunque al aumentar la concentracion de nanoprismas se vayan
moviendo. Estos datos sugieren que las nanoparticulas tampoco afectan a la
viabilidad de los macroéfagos (Figura 4.23 B).
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4.3.8 Discusion

Esta parte del trabajo realizado ha consistido en investigar la influencia del
recubrimiento de los AUNPRSs en la internalizacion y toxicidad celular. Para ello
se utilizaron 4 tipos de AuNPRs, todos ellos recubiertos de PEG, polimero
considerado de los estabilizadores mas eficientes de NPs para aplicaciones
biolégicas. En concordancia a resultados previos, el PEG previene la
internalizacion de los nanoprismas y la glucosa la favorece [400].

El nivel de internalizacion de los nanoprismas varia entre distintas lineas
celulares, lo que puede deberse a diferentes necesidades de glucosa o
propiedades endociticas. Arvizo y colaboradores han relacionado la
internalizacién de las NPs con su toxicidad [267] por lo que la eleccién de la
linea celular determinara los resultados obtenidos. Por ejemplo la linea celular
A549 es comunmente utilizada como modelo de célula epitelial de pulmén para
testar la toxicidad de nanomateriales, pero es conocida por ser muy resistente
a la muerte celular inducida por diferentes estimulos incluidas drogas de
quimioterapia [35]. Esto indica que para determinar realmente la toxicidad de
las NPs es necesario utilizar diferentes tipos de células de distinto origen.

Hemos observado una ligera produccion de ROS debido a la internalizacion
de los AuNPRs. Hasta la fecha se han descrito varios mecanismos de
generacion de ROS en respuesta a la acumulacién de NPs dentro de las
células. Pueden ser por ejemplo, debido a la degradaciéon de las NPs dentro de
los lisosomas o por la activacién de la NADPH oxidasa [401, 402]. En algunos
estudios se ha observado una relacion entre el area de superficie, la
generacion de ROS y el dafo inflamatorio que las particulas generan en los
pulmones [315, 403]. Diversos estudios han correlacionado la generacion de
ROS con diversas modalidades de muerte celular incluidas apoptosis y
necrosis [404]. Nel y colaboradores han establecido la generacion de ROS
como uno de los aspectos citotOxicos mas relevantes causado por la
internalizacion de NPs [26]. Sin embargo, otros estudios sostienen que la
generacion de ROS de forma transitoria no se correlaciona con toxicidad
siendo el crecimiento celular el mismo en células con NPs que sin NPs [402].

La generacion de ROS es practicamente inherente al uso de nanoparticulas
pero que sea toxica o no depende de los mecanismos que tenga la célula para
disminuir estos niveles y el tiempo en el que se mantengan elevados [405]. En
condiciones normales se produce la generacion de ROS por parte de la
mitocondria a niveles bajos que son neutralizados facilmente por los
mecanismos que tiene la célula como el sistema glutation que pasa del estado
reducido (GSH) al oxidado (GSSG) [406]. Cuando aumenta el nivel de ROS los
sistemas de neutralizacion de la célula se ven sobrepasados, se acumula
GSSG vy la célula responde de diferentes maneras. Los mecanismos de
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compensacion de la elevacion de ROS pueden hasta activar la autofagia como
mecanismo de defensa [407].

Los resultados obtenidos muestran caida de potencial mitocondrial en todas
las lineas y células primarias estudiadas aunque a distintos niveles
dependiendo de la linea celular, tipo de AUNPR y concentracion. Aunque hay
estudios en los que la generacion de ROS y la caida de potencial mitocondrial
estan relacionados con la citotoxicidad [30], otros trabajos sostienen esta caida
de potencial mitocondrial como un mecanismo de defensa para contrarrestar el
incremento en el nivel de Ca** citosélico debido a la internalizaciéon de NPs
[408]. Ademas, estos autores relacionan la caida de potencial mitocondrial con
una mayor resistencia de las células tumorales frente a NPs que son toxicas
para células sanas [267].

Para clarificar estas discrepancias, analizamos la apoptosis y viabilidad de
las células expuestas a los AUNPRs. Los resultados muestran que ni los ROS
ni la caida de AW, son suficientes para matar la célula, a diferencia del efecto
de la estaurosporina (control positivo), que si que viene acompafado de muerte
celular. Estos resultados estan de acuerdo con los mencionados anteriormente
[408] en los que la caida AW, puede ser un mecanismo de respuesta para
proteger la célula de la internalizacion de los AUNPRs, mas que para inducir su
muerte. Como se explicé en la introduccion hay dos maneras diferentes de
producir caida AW,,. Una de ellas es la formacion de un poro transitorio (PTP)
en el que estan implicadas la membrana externa y la interna. Este poro conecta
la matriz mitocondrial con el citosol, su formacién es transitoria y su apertura se
regula por los niveles de Ca* intracelular y ROS. Si estos niveles disminuyen
el poro se cierra y la mitocondria recupera su funcion [104]. Esto puede explicar
los aparentes resultados contradictorios entre los distintos trabajos. Si la
mitocondria actda disminuyendo los niveles de Ca®" citosolico, la caida de AW,
es un mecanismo de defensa [408]. Sin embargo, hay otros estudios en los que
la generacion de ROS alcanza niveles elevados como para inducir muerte
celular [30]. Por lo que utilizar la generacién de ROS y caida de AW, como
indicador de toxicidad, depende de la intensidad del estimulo y la capacidad
que tenga la célula para contrarrestar estos efectos. Los resultados del
apartado anterior en los que se induce muerte celular mediante PTT (apartado
4.2) sostienen esta hipoétesis, observandose una mayor producciéon de ROS y
caida de AW, a mayor nivel que conduce a la muerte celular [240].

Para analizar la viabilidad celular se suele utilizar el test MTT, que es un
ensayo colorimétrico basado en la actividad de oxidorreductasas
mitocondriales. Sin embargo, este test solo indica el estado de proliferacion de
la célula, pero no si la célula se esta muriendo. Para analizar realmente el
efecto de los AUNPRs a largos tiempos, se utiliza el ensayo clonogénico, en el
cual se analiza la capacidad que tiene una célula de formar colonias [409].
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Nuestros resultados indican que los AUNPRs no afectan a la viabilidad celular a
ningun nivel, incluido dafio en el DNA o parada del ciclo celular.
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4.4 Efecto de los AUNPRs en la activacion
de célullas NK

4.4.1 Introduccion al sistema inmune. Células NK

Para poder hablar del efecto de los AuNPRs sobre las células NKs es
necesario hacer una pequeiia introduccion de estas células, sus caracteristicas
y su importancia. Dado que solo aparecen en este apartado de la tesis hemos
considerado hacer su introduccion aqui.

El sistema inmune esta formado por una enorme variedad de células y
moléculas que han evolucionado para proteger al animal de la invasién de
microorganismos patdgenos y del cancer. La respuesta inmune se puede dividir
en dos acciones; el reconocimiento y la respuesta. El sistema inmune es capaz
de distinguir diferencias sutiles entre las moléculas extrafias de las propias y
entre un patégeno y otro.

En la respuesta inmune participan muchos tipos de células, unas con
actividad inespecifica (inmunidad innata) y otras mas especifica (inmunidad
adaptativa). Llamamos células efectoras a las que llevan a cabo la eliminacién
de la célula tumoral o infectada (células diana), son las células asesinas
naturales o NK y los linfocitos T citotéxicos o CTLs. Pero hay otros
componentes del sistema inmune gque ayudan a la activacién y regulacion de
las células efectoras, como monocitos y macrofagos o células dendriticas.

Las moléculas que reconoce el sistema inmune y desencadenan la
respuesta, se denominan antigenos. El reconocimiento selectivo de antigenos
permite generar una respuesta adaptada para la eliminacion de la célula
infectada o transformada de forma especifica. Esta respuesta también genera
la llamada memoria inmunoldgica. Las células NK son células citotoxicas que
eliminan células infectadas o tumorales pero que carecen de receptores de
membrana que reconocen antigeno. Estas células fueron descritas por primera
vez en 1975 [410, 411] y forman parte de la inmunidad innata. Las células NK
utilizan dos categorias diferentes de receptores, unos proporcionan sefiales de
inhibicion y otros de activacion, por lo que no reconocen antigenos extrafios
sino cambios en la expresion de moléculas propias en la superficie de la célula.
Algunos de estos cambios son la disminucién de la expresion de MHC-I en
células infectadas o tumorales [412, 413] y el aumento de ligandos de
activacion [414]. El equilibrio entre estas sefiales de activacion/inhibicién hace
que las células NK distingan entre células sanas y tumorales o infectadas [139].
Para que la célula NK se active es necesario que haya sefiales de activacion y
si existen sefiales de inhibicion es posible su activacion si el balance se inclina
a favor de las sefiales de activacion [140, 141] (Figura 4.24).
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Las células sanas sin apenas ligandos de activacion, presentan niveles altos
de MHC-I que suele producir sefiales de inhibicién en las células NK a través
de receptores de inhibicion. Esto hace que estas células sanas no sean
reconocidas por las células NK. Por el contrario, células transformadas o
infectadas presentan una disminucién del MHC-I y un aumento en la expresion
de ligandos de activacion convirtiendose en dianas para las células NK.

Receptores de inhibicion
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"“:i\) Mo activacion

de NK

No activacion
[ m—
de NK
. Activacion
Ligandos ) —
d activacién | e Mk
Owicn D Activacién
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' aﬁtw.@-ﬁi?f? balance de las
\ y / sefales

Figura 4.24: Interacciones entre NK (rosa) y célula s diana (azul) . Los signos
negativos indican sefiales inhibitorias mientras que los signos positivos indican sefiales
de activacién. Para que la NK se active es necesario que se produzcan sefales de
activacion y en el caso de que existan sefiales de inhibicién el balance tiene que ser
favorable hacia la activacion. Modificada a partir de Lanier et al [139].

Los receptores de inhibicibn  son de la familia KIR o CD94/NKG2A y
reconocen las moléculas MHC correspondientes [415].

Algunos receptores de activacion  pertenecen a la familia de las
inmunoglobulinas, los mas conocidos son NKp30, NKp44 y NKp46. Otro de los
receptores de activacion mas conocido es el NKG2D que se une a ligandos que
presentan una estructura similar al MHC-I (MICA/B) pero que no presentan
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antigeno, sino que son expresados en la célula en condiciones de estrés
(infeccidn viral, dafio en DNA, o radiacion UV) [139, 416]. Ademas, hay factores
solubles que activan las células NK como las citoquinas INF-a o B, TNF-a, IL-
12, e IL-15. Las células NK también pueden ser activadas a través de CD16
qgue puede unirse a la region Fc de los anticuerpos produciendo lo que se
conoce como citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo
(ADCC, del inglés "Antibody Dependent Cell mediated Cytotoxicity"). Esta
reaccion no es especifica, ya que el CD16 se une a la region constante del
anticuerpo.

En el caso de que se produzca la activacion de las células NK, éstas pueden
llevar a cabo su funcion citotoxica a través de varios mecanismos igual que los
CTLs, por degranulacion citotéxica (ver 2.1.1.2.3), union de ligandos mortales a
sus receptores en las células diana (ver via extrinseca 2.1.1.2.2) o secrecion de
citoquinas y quimioquinas como INF-y, TNFa y GM-CSF entre otras [417], que
activan las células B y T citotoxicas. La activacion de las células NK puede ser
inmediata, ya que estas células en reposo ya expresan gzms, perforina, e INF-y
mientras que los CTLs tienen que sintetizar estas moléculas al activarse.

Es necesario distinguir una subpoblacién de estas células llamada NKT. Las
NKT poseen CDs propios de células NK como CD16, CD56, pero también CD3
como los linfocitos T. La diferencia es que este CD3 interacciona con la
molécula CD1, parecida al MHC |, pero en lugar de péptidos presenta lipidos y
glicolipidos [418].

4.4.2 Efecto de los NPR-G en la actividad citotoxic a de
células NK

En el apartado anterior se ha visto que los AUNPRs no son citotoxicos para
las células. Sin embargo, hay otras formas de producir toxicidad que no
inducen la muerte de la célula, sino que pueden afectar a su funcién y por lo
tanto ser perjudiciales para el organismo.

Ya que el objetivo para el que se disefiaron los AUNPRSs es el tratamiento del
cancer, nos planteamos analizar su efecto en la actividad de células que son
importantes para la eliminacion de las células tumorales, las células NK. Para
analizar si los AuUNPRs influirian en su activacion y por lo tanto en su funcion,
se obtuvieron PBMCs de la fraccion leucocitaria de sangre de donantes sanos
(apartado 3.3) y se activaron las células NK con 100 U/mL de IL-2 (apartado
3.6) en presencia de distintas concentraciones de NPR-G (25, 50, 100 y 200
ug/mL) durante 5 dias. Tras el periodo de activacion se separaron las células
NK mediante MACS (apartado 3.7), y se analizé su capacidad de eliminar
células K562 (diana de las NK, ya que carecen de MHC-I).
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Figura 4.25: Andlisis del efecto citotoxico de las células NK activadas en

presencia de NPR-G, sobre células K562. Se activaron NKs a partir de PBMCs de
donantes sanos con IL-2 durante 5 dias en presencia de distintas concentraciones de
NPR-G. Se separaron las células NKs mediante MACS, se marcaron con CTG, se
enfrentaron a células K562 con un ratio 3:1 y tras 4 h se analizo el porcentaje de
células K562 muertas mediante citometria de flujo con la sonda AnnV y 7AAD en la
poblacién negativa para CTG como se indica en materiales y métodos. (-) Control de
células NK sin activar. Se incubaron sin IL-2 y sin NPRs. (+) Control de células NK
activadas. Se activaron en presencia de IL-2 sin NPR-G. En la grafica se representa la
media =+ SEM de 4 donantes independientes. Estadistica mediante t-student * p<0.05
**p<0.01 ***p<0.001. La estrella corresponde a la comparacion con el control +.

Como podemos ver en la figura 4.25, la presencia de NPR-G durante la
activacion de las células NKs con IL-2 disminuye su efecto citotdxico. La
muerte de las células K562 inducida por células NK activadas durante 5 dias en
presencia de 200 pug/mL de NPR-G, disminuye hasta niveles inducidos por
células NK sin activar (-).

Para determinar si este efecto se produce porque se ve afectada la
proliferacion y viabilidad celular se procedié a contar el total de células en la
mezcla de PBMCs tras los 5 dias de activacion. En la grafica 4.26 A se
representa el % de crecimiento referido a las células activadas sin NPR-G (+).
Como se puede observar, la presencia de NPR-G no afecta a la proliferacién
celular a concentraciones de 25 y 50 pg/mL, aunque si se observa una
disminucioén al activar las PBMCs en presencia de 100 y 200 pg/mL de NPR-G.
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Figura 4.26: Analisis del efecto de AUNPRs sobre la proliferacion y viabilidad de
PBMCs. Se activaron NKs a partir de PBMCs de donantes sanos con IL-2 durante 5
dias en presencia de distintas concentraciones de NPR-G entre 25 y 200 pg/mL. (A)
Se analiz6 el porcentaje de crecimiento de las PBMCs respecto del control +. (B 'y C)
Se analizd el porcentaje de células NK en la mezcla de PBMCs activados por
citometria de flujo, utilizando anticuerpos que reconocen CD56 y CD3. (B)
Representacion del total de CD56+. (C) Representacion de las dos poblaciones de
células NK por separado. (D) Se analizé la muerte de PBMCs tras los 5 dias de
activacion mediante contaje con azul de tripan y (E) se analiz6 la muerte de las células
NK que se enfrentaron a las K562 por citometria de flujo, utilizando la sonda 7AAD.
Todo ello como se indica en materiales y métodos. (-) Células sin NPR-G y sin IL-2. (+)
Células sin NPR-G con IL-2. En las gréficas se representa la media + SEM de al
menos 3 donantes independientes. Estadistica mediante t-student *p<0.05 **p<0.01
***n<0.001 respecto al control +.

Para determinar la proporcion de células NK en estos cultivos, se procedio a
fenotipar la mezcla de PBMCs por citometria de flujo (apartado 3.10.3.1). Como
se observa en la figura 4.26 B, la presencia de NPR-G no afecta al porcentaje
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de células CD56+ totales (10-12%), hasta la concentracion de 200 pg/mL que
disminuye aunque no sea estadisticamente significativo. Se puede observar
(figura 4.26 C) que dentro de la poblacion de células NK el % de NKT
(CD56+CD3+) disminuye conforme aumenta la concentracion de AuNPRs.
También se observa un aumento en la poblacién de CD56+CD3-, si bien no
llega a ser significativo. Por lo que podriamos pensar que los NPR-G alteran la
proporcion de células en estas 2 poblaciones.

Se analiz6 la muerte de las PBMCs mediante contaje con azul de tripan.
Como se puede observar en la figura 4.26 D, el porcentaje de células muertas
al ser incubadas con NPR-G durante 5 dias es el mismo que en el control (+).
Estos resultados indican que los NPR-G afectan a la actividad de las células
NK (figura 4.25) y a la proliferacion de PBMCs (figura 4.26 A) pero no provocan
la muerte de las PBMCs (figura 4.26 D). Sin embargo, aunque no sea
estadisticamente significativo en la grafica, cabe destacar que para la
concentracion de 200 pg/mL, se observdé un aumento en el porcentaje de
células muertas en 2 donantes de un total de 5. Aunque este aumento parece
bajo, como el porcentaje de células NK es también bajo podriamos pensar que
las células NK se mueren y por eso no matan a las K562. Por ello, se analiz6 el
porcentaje de muerte en las células NK incubadas con las K562 (figura 4.26 E)
por citometria de flujo con la sonda 7AAD como se explica en materiales y
métodos (apartado 3.11.1). Los resultados muestran que las células NK estan
vivas, por lo que la disminucion de su actividad sobre las células K562 no se
debe a una mayor mortalidad.

Dada la reduccion en la actividad citotoxica frente a las células K562, se
analizé el efecto de los NPR-G sobre la expresion de los receptores de
activacion mas comunes, NKp30, NKp44 y NKp46 (figura 4.27). Segun los
resultados no se aprecian diferencias en la expresion de NKp46 (A) en las
células CD56'CD3’, ni en la intensidad ni en el porcentaje de células que lo
expresan. Las células CD56°CD3" no expresan este receptor [419]. La
expresion de NKp30 (B) parece aumentar ligeramente con la concentracion de
NPR-G hasta 100 pg/mL, aunque no es significativo ya que esta tendencia se
observd solo en uno de los donantes. No hemos observado expresion de
NKp30 en las células CD56'CD3". En la literatura hemos encontrado que
efectivamente las células NKT no expresan los receptores de activacion NCRs
[420]. En cuanto a NKp44 (C), aunque hay diferencia en el nivel de expresion
de este receptor en los distintos donantes, en todos se mantiene la expresion
(MFI), sin embargo el porcentaje de células que expresan NKp44 disminuye al
incubarlas con NPR-G. Esta disminucion en el porcentaje de células que
expresan NKp44 no parece ser la Unica causa de la disminucién de la
citotoxicidad, ya que esta bajada no llega a los niveles de las células sin activar
(-) mientras que la actividad si que se reduce hasta esos niveles (figura 4.25).
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Figura 4.27. Andlisis de la expresion de receptores de activacion y de gzmB en
las células NK . Se activaron NKs a partir de PBMCs de donantes sanos con IL-2
durante 5 dias en presencia de distintas concentraciones de NPR-G entre 25 y 200
png/mL y se analizé la expresion de receptores de activacion y gzmB por citometria de
flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. (A) NKp46 (B) NKp30 (C) NKp44
y (D) GzmB. En las gréficas se representa la media + SEM de 3 donantes
independientes. A la izquierda la intensidad media de fluorescencia (MFI) y a la
derecha el porcentaje de células que expresan el receptor correspondiente o0 gzmB. En
blanco células CD56+CD3- y en negro CD56+CD3+. (-) Células sin NPR-G vy sin IL-2.
(+) Células sin NPR-G con IL-2.

129



Resultados y Discusion

Finalmente, practicamente la totalidad de las células incubadas con IL-2
expresan GzmB (D) y este nimero no disminuye con la presencia de NPR-G.
Sin embargo en las células NKT (CD56°CD3") uno de los 3 donantes presentd
una tendencia a disminuir la expresion de gzmB (MFI) al aumentar la
concentracion de NPR-G.

4.4.3 Discusion

Existen numerosos estudios sobre la inmunotoxicidad de las NPs, los cuales
se basan en determinar si las NPs activan el sistema inmune, tanto in vivo
como in vitro [421]. Estos trabajos se centran en analizar la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, capacidad fagocitica de macréfagos y maduracién
y actividad de células dendriticas entre otras, es decir analizan si la exposicion
a las NPs genera una respuesta inmune inflamatoria con consecuencias
toxicas [422]. Sin embargo, nosotros quisimos analizar si los AUNPRs afectan
al funcionamiento del sistema inmune, analizando su interferencia en la
activacion de células NK ya que se ha sugerido que los efectos
inmunosupresores de las AuNPs son adversos en la terapia antitumoral [38,
423].

Los resultados muestran una disminucién de la actividad citotoxica de las
células NK activadas en presencia de NPR-G, frente a las células K562. Este
efecto se observa en los 4 donantes utilizados para el estudio, sin embargo la
presencia de NPR-G no afecta a la viabilidad de las células NK. Entonces,
¢,.como los AuNPRs podrian afectar a la funcion citotéxica?.

Existen multitud de trabajos en los que las AuNPs no afectan a la viabilidad
celular pero se observa una variacion en la funcién de la célula. Se ha visto que
la incubaciéon con AuNPs afectan a la secrecion de citoquinas por parte de
células dendriticas y macrofagos, aumentando la expresion de factores pro-
inflamatorios como NO e IL-6 en la linea de macrofagos RAW264.7 (activados
con LPS) [424]. En otros trabajos se ha visto que afectan a la secrecion de
citoquinas en las células dendriticas, disminuyendo la expresion de IL-12 [38] y
reduciendo la expesion de MHC-Il lo que disminuye su capacidad de
estimulacién de los linfocitos T [423]. De esta forma se ha sugerido que la
presencia de AUNPs puede suprimir la actividad del sistema inmune.

Cambios en las citoquinas presentes en el medio de cultivo durante la
activacion, podrian ser las responsables de los resultados observados. Las
células dendriticas y las NK se activan reciprocamente [425], se ha visto que
células NK activadas con IL-2 son potentes activadores de células dendriticas
lo que depende del contacto e IFN-y [426]. Aunque no hay resultados previos
con células NK, si que se ha visto una influencia de los AuNPs en la secrecion
de IL-12 en células dendriticas [38, 423]. Esta interleukina favorece la actividad
de las células NK [427] por lo que es posible que se vea alterada por este
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efecto o puede ser que los AuNPRs afecten directamente a las células NK.
Estos cambios en las citoquinas del medio de cultivo, también explicarian la
alteracion del porcentaje de células NK y NKT.

Es necesario que las células NK expresen receptores de activacion para que
actlen. La expresion de los receptores de activacion NKp30, NKp46 y NKp44
asi como la expresion de la gzmB, no parecen variar al incubar las células con
NPR-G. La expresion de NKp44 es un marcador de activacion ya que las
células sin activar no lo expresan [428]. Por otro lado la expresion de gzmB
aumenta con la activacion. Estos resultados nos pueden sugerir que las células
NK se activan. Sin embargo, es necesario explicar la disminucion del
porcentaje de células que expresan NKp44 al aumentar la concentracién de
NPR-G, a pesar de que no sea significativo. Esta posible disminucién, podria
tener un efecto en la reduccién de la actividad citotoxica de las células NK pero
no ser la Unica causa. La actividad citotoxica de las células NK incubadas con
200 pg/mL de NPR-G desciende hasta niveles comparables a la que ejercen
las células NK sin activar, sin embargo el porcentaje de células que expresan
NKp44 no baja hasta esos niveles. Estos resultados sugieren que la expresion
de NKp44 podria verse alterada por la presencia de AUNPRs, por lo que podria
tener algun efecto en la actividad de las células NK, pero seguramente hay
otros motivos.

Se ha visto que la inhibicion de NKG2D, DNAM-1, NKp44 y NKp46
disminuye en mayor o menor grado la degranulacion de células NK en la linea
celular Nishi [429]. Para que una célula NK ejerza su funcion es necesario que
se produzca la sinapsis inmunoldogica, que se define como el contacto entre dos
células (una de ellas del sistema inmune) que resulta en la secrecion de
moléculas a la zona intercelular. En la interaccion entre la célula NK y la diana
intervienen varias moléculas, por un lado moléculas de adhesién como LFA-1
gue desencadena la polimerizacion de los filamentos de actina hacia la zona de
sinapsis y por otro los receptores de activacidon que reclutan moléculas que
participan en la transduccién de sefiales importantes para la degranulacion,
como la polarizacién del MTOC (microtubule-organizing center) necesaria para
el acercamiento de los granulos a la zona de contacto entre las dos células
[430]. Por lo tanto el problema puede deberse a la expresion de estas
moléculas de adhesion o de otros receptores de activacion que no hemos
analizado como NKG2D o DNAM-1.

Hasta ahora hemos explicado la posibilidad de que los AuNPRs interfieran
en la transduccion de sefiales que movilizan la degranulacion citotoxica,
afectando a la expresién de receptores gue intervienen en ello. Sin embargo, el
hecho de que las NPs se localicen en endosomas [240], sugiere que pueden
interferir con el trafico de los granulos citotoxicos y/o su fusion con la
membrana. Algunos estudios han mostrado que la presencia de NPs cargadas
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localizadas en endosomas disminuyen la degranulacion de los mastocitos
peritoneales de ratén [431]. También se ha observado que las AuNPs producen
la degradacion de proteinas del citoesqueleto en neutréfilos [432]. La
desorganizacion del citoesqueleto resulta en una disfuncién de la actividad de
las células NK [433], por lo que el efecto de los AUNPRs podria deberse a esto.

Nuestros resultados indican que la presencia de AuNPRs interfiere en la
actividad de las células NK sin afectar a su viabilidad. Esto parece que no se
debe a una disminucion en la expresion de los receptores de activacion NKp30
y NKp46 aunque debido a la variabilidad en la expresion de los receptores en
los distintos donantes, la influencia de los AuNPRs sobre NKp44 queda por
determinar, si bien sugiere que haya otras causas. Queda pendiente un estudio
mas exahustivo del efecto sobre la degranulacion.
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45 Toxicidad vy biodistribucidbn de los
AUNPRS in vivo

La biodistribucion y por lo tanto la posible toxicidad de las NPs in vivo,
depende de muchos factores y es por lo tanto necesario su estudio, en etapas
tempranas del desarrollo de las NPs para poder influir en su disefio y obtener
los resultados deseados.

Asi nos planteamos analizar la distribucion de los AUNPRs a corto (3 dias) y
largo plazo (4 meses), para determinar si se acumulan en algun érgano y su
toxicidad. Para ello utilizamos ratones de la cepa Swiss machos y hembras de
6-7 semanas de edad procedentes del animalario del CIBA a los cuales se les
inyectd 6 pug/g de NPR-TG via intravenosa (apartado 3.19). Al grupo control se
le inyect6 PBS. Estas cantidades corresponden a una concentracion en sangre
de unos 75-100 pg/mL, que esta dentro del rango de las analizadas en los
apartados de toxicidad in vitro (apartados 4.3 y 4.4) y se asemeja mucho a la
utilizada para el estudio de hipertermia en el apartado 4.2.

Tras 3 dias 0 4 meses de la administracién de los AUNPRs, se sacrificaron
los animales, se les extrajo sangre y los érganos que se pesaron y analizaron
por histologia, ICP-MS y TEM, como se explica en materiales y métodos.

451 Biodistribucion de AUNPRs

45.1.1. Biodistribucion de AuNPRs a los 3 dias de su
administracion

Se han utilizado diferentes métodos para analizar la localizacion de las NPs
en los distintos tejidos, por ejemplo radioactividad [434] o fluorescencia [435].
Nosotros utilizamos el fluoréforo TAMRA que esta unido al PEG que recubre el
nanoprisma (ver apartado 3.4.2).

Para determinar la distribucibn de los NPR-TG a los 3 dias de su
administracion, se analizaron por microscopia de fluorescencia (TAMRA)
muestras histolégicas de los principales érganos; higado, bazo, pulmones,
riniones, corazon, testiculos y ovarios y no se observo fluorescencia en ninguno
de ellos. Por otro lado, si que se observo fluorescencia en las orinas de los
ratones recogidas a las 24 h de la administracion (figura 4.28 A). Para
confirmar esta observacion se cuantifico la fluorescencia de las muestras de
orina en un espectrofluorimetro (a 620 nm excitando a 560 nm), tras diluirlas
todas al mismo volumen final. Los resultados que se muestran en la figura 4.28
B confirman la eliminaciéon de TAMRA por la orina en 24 h.
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Figura 4.28: Estudio de la biodistribucion de NPR-T G en ratones Swiss tras 72h
Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG via intravenosa, se recogi6 la orina cada 24h y se
sacrificaron los ratones a las 70h. Se extrajeron los organos, se liofilizaron vy
procesaron como se indica en materiales y métodos para analizar la cantidad de oro
por ICP-MS. (A) Microscopia de fluorescencia de las orinas recogidas 24 h tras la
administracion de NPR-TG (B) Cuantificacion de la fluorescencia del TAMRA en orina
mediante espectrofluorimetria (Excitacion 560140, emision 620+40 nm). (C)
Determinacién de la cantidad oro de la orina de 24 h por ICP-MS. (D) Determinacion
de la cantidad de oro en los distintos 6rganos, en relacion al peso del érgano, por ICP-
MS a los 3 dias. (E) Porcentaje de oro en cada érgano respecto del total inyectado. En
las graficas se representa la media £ SEM de al menos 3 ratones en el grupo tratado y
1 raton como control.

Estos datos fueron inesperados, ya que el tamafio de los NPR-TG es
demasiado grande para que se eliminen por la orina [436]. Por lo que se
cuantifico por ICP-MS la cantidad de oro en orina y en los distintos érganos,
como se explica en materiales y métodos (apartado 3.17). Como se observa en
la figura 28 C no se detectd oro en orina, pero si en el bazo e higado (figura 28
D), acumulandose en los dos 6rganos la misma proporcidon segun su tamafio
(unos 0.4 pg/mg organo liofilizado). Esta biodistribucion es la que corresponde
a NPs de gran tamafio [437]. Se cuantifico el total de NPR-TG acumuladas y
como se observa en la figura 4.28 E, el 30-35% de los NPR-TG inyectados
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permanecen en higado y bazo. Siendo el higado el principal almacen de NPR-
TG (25%) debido a su mayor tamafo. El resto puede permanecer en sangre,
acumularse en otros 6rganos que no hemos analizado o haber sido eliminadas
por heces. Para determinar la posibilidad de que los AUNPRs se eliminen por el
sistema hepato-biliar, se cuantificé por ICP-MS la cantidad de oro en heces de
los 3 dias que dura el experimento, pero lamentablemente a fecha de impresion
de esta tesis, no tenemos los resultados.

Estos resultados sugieren que los AUNPRs a los 3 dias de la administracion
se acumulan en bazo e higado y que el fluor6foro TAMRA se suelta de los
AuNPRs y se elimina por la orina en 24 h. Lo que est& en concordancia con los
resultados de Kreyling y colaboradores en los que marcando radiactivamente el
ndcleo y la cubierta observaron que el nucleo de las AuNPs se acumulaba en
higado, mientras que fragmentos de la cubierta se eliminaban por el rifién
[438].

4.5.1.2. Biodistribucion de los AuNPRs tras 4 meses de su
administracion

Para estudiar si estos AUNPRs se eliminan con el tiempo o permanecen en
el bazo e higado, se analizé la cantidad de oro por ICP-MS en estos 6rganos y
en el rifidn por ser una de las vias de eliminacién. Los resultados indican que
los NPR-TG a los 4 meses se siguen acumulando en bazo e higado (figura
4.29 A), siendo el bazo el érgano donde mas se acumula en proporcién a su
tamafo (unos 0.6 pug/mg organo liofilizado). Analizando el porcentaje de oro
que hay en cada 6rgano respecto del total de NPR-TG inyectados, podemos
observar (figura 4.29 B) que un 3-5% de los NPR-TG inyectados se acumulan
en bazo, mientras que un 10-15% permanece en higado 4 meses despueés de
la administracion. Lo que hace un total del 20% de los AuNPRs inyectados.
Comparando la acumulacion de oro a los 3 dias (figura 4.28 D) y a los 4 meses
(figura 4.29 B) se observa que la cantidad de NPR-TG que se acumulan en el
bazo a los 3 dias es la misma que a los 4 meses (un 5%), sin embargo la
cantidad de oro acumulado en higado disminuye, pasando de acumular el 25%
de los NPR-TG inyectados a los 3 dias al 10% a los 4 meses. Lo que indica
que la cantidad de oro que se acumula en el higado disminuye con el tiempo.

Como el oro no puede ser metabolizado por las células, o pasa a sangre y
se acumula en otros érganos o es eliminado del organismo. Existen dos tipos
de vias de eliminacion, la renal y la hepato-biliar. Segun los resultados
obtenidos a los 3 dias (figura 4.28 C) los AUNPRs no se eliminan por orina. Con
los datos de ICP-MS de las heces recogidas durante los 3 primeros dias,
sabremos si es posible que estos AuNPRs, cuya cantidad en el higado
disminuye, pueden ser eliminados por el sistema hepato-biliar.
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Figura 4.29: Estudio de la biodistribucion de NPR-T G en ratones Swiss tras 4
meses. Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG, via intravenosa en ratones Swiss de 6
semanas de edad. Tras 4 meses se sacrificaron los ratones, se extrajeron los érganos,
se liofilizaron y se procesaron como se indica en materiales y métodos para analizar la
cantidad de oro por ICP-MS. El control fue tratado con PBS. (A) Cuantificacion de la
cantidad de oro por mg de o6rgano liofilizado. (B) Porcentaje de oro del total
administrado que queda retenido en los érganos tras 4 meses. En las graficas se
representa la media + SEM de 3 ratones.

Se analizdé por microscopia electronica de transmision (TEM) el bazo y el
higado de un raton tratado con NPR-TG tal y como se indica en materiales y
métodos (apartado 3.16). Como se muestra en la figura 4.30 se puede observar
la presencia de AuNPRs en los dos tejidos, confirmando los resultados de ICP-
MS (figura 4.29). Estos AuNPRs se localizan en lo que parecen ser
macrofagos, por su contenido en endosomas de alta densidad. Estos
resultados fueron confirmados ademas por microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM). Como se puede observar en la figura 4.31, las
estructuras observadas, de morfologia variable se componen de oro.

Estos resultados muestran una morfologia de las AuNPs variable. Se
pueden observar AUNPs mas pequefias y de estructura variable y amorfa,
cuando el tamafio medio de los AUNPRs originales deberia ser de 150 nm de
arista y el contenido en esferas es reducido. Estos resultados podrian indicar
que la estructura de los AUNPRs cambia al almacenarse en bazo e higado, o
que los AuNPRs que quedan retenidos son los que tienen esta morfologia y
tamafo. Recordar que solo un 20 % de los AUNPRs permanecen en bazo e
higado a los 4 meses. En este aspecto queda pendiente una comprobacion de
la morfologia de los AUNPRs originales que se inyectaron mediante la misma
técnica.
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Spleen Liver

Figura 4.30: Imagenes de TEM de AuNPR en (A) bazoy (B) higado de un raton
tratado. Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG, via intravenosa en ratones Swiss de 6
semanas de edad y tras 4 meses se sacrificaron los ratones, se extrajeron los
organos, se fijaron y se procesaron para su analisis por TEM como se indica en
materiales y métodos. El control fue tratado con PBS. Las imagenes fueron tomadas
en un microscopio electrénico TITAN con correccion de imagen con una camara CCD
GATAN a 80 KV de HT.
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Figura 4.31: Imagenes de STEM de AuNPR en bazo e hi gado de un ratdn tratado.
Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG, via intravenosa en ratones Swiss de 6 semanas de
edad y tras 4 meses se sacrificaron los ratones, se extrajeron los érganos, se fijaron y
se procesaron para su analisis por STEM como se indica en materiales y métodos. El
control fue tratado con PBS. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio
electrénico STEM TITAN corregido, con una cdmara CCD GATAN y con un detector
EDX (EDAX).
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45.2 Toxicidad de NPR-TG

Es necesario distinguir entre toxicidad aguda y toxicidad crénica, ya que es
posible que las NPs sean téxicas al principio, pero que con el paso del tiempo
los o6rganos se recuperen, o que en los primeros dias no afecten al
funcionamiento del 6rgano, pero que con el tiempo la acumulacion de NPs
resulte toxica.

Para analizar la toxicidad se hizo un seguimiento del peso del ratdn mientras
durd el tratamiento. Tras el sacrificio se extrajo sangre y se analizaron
marcadores toxicolégicos sanguineos. También se extrajeron los érganos que
se analizaron por histologia (apartado 3.19.3).

4.5.2.1. Toxicidad aguda de los AUNPRs

Una primera aproximacion para evaluar el estado del ratén es el seguimiento
del peso, asi como su apariencia y nivel de actividad. Tal y como muestra la
figura 4.32 A no se observaron diferencias significativas con el grupo control en
la ganancia de peso en los tres dias que durd el experimento, asi como
tampoco se observaron cambios en la apariencia y comportamiento de los
animales.

A B
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Figura 4.32: Estudio de la toxicidad de NPR-TG en r atones Swiss tras 72 h de su
administracion . Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG vy al grupo control se le administré
PBS. Los ratones se sacrificaron a las 70h como se indica en materiales y métodos.
Tras el sacrificio se extrajeron los 6rganos y se pesaron. (A) Se pesaron los ratones al
comienzo y al final del procedimiento. La grafica representa la ganancia de peso de los
ratones en 72 h. (B) En la gréfica se representa el peso de los 6rganos respecto al
peso del ratén. Se representa la media £ SEM de al menos 3 ratones.

Otra aproximacion para evaluar el estado del animal es el pesaje de los
organos. El peso del érgano varia dependiendo de su estado nutricional, edad
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y la localizacién geografica, por lo que los datos se refieren al peso total del
raton, lo que ayuda a normalizar esta variabilidad [439]. Los resultados que se
observan en la figura 4.32 B, muestran que no hay diferencias significativas en
el peso de los 6rganos excepto en el rifién, que aumenta ligeramente de peso.

Ctrl NPR-TG

Figura 4.33: Estudio de anatomia patolégica en rato  nes tratados con NPR-TG y
controles a los 3 dias del tratamiento . (A) bazo, (B) higado y (C) rifion. Se
inyectaron 6 pg/g de NPR-TG y a las 70 h se sacrificaron y se fijaron los 6rganos en
PFA 4% para su inclusion en parafina, tal y como se indica en materiales y métodos.
Se muestra un ratén de cada grupo de modo representativo, ya que no se observaron
cambios histologicos en ninguno de los 6rganos debidos al tratamiento. Escala 100
pm.

Para evaluar en detalle el estado del 6rgano, es necesario un estudio
histoldgico. La evaluacién de las muestras fue llevada a cabo por el Dr. Marcelo
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de las Heras, del laboratorio de Patologia Comparada de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

No se observaron cambios histolégicos en ninguno de los 6rganos
analizados (higado, bazo, timo, corazén, pulmon, rifiones y testiculos). Es decir,
el aumento de tamafio de los rifiones no se corresponde con una lesion del
tejido (Figura 4.33). No se observaron tampoco cambios relevantes en las
células de Kupffer en ninguno de los ratones. Lo que esta de acuerdo con la
mayoria de estudios en los que a pesar de la acumulacion de AuNPs en los
organos, éstos no presentan dafos [277].

Cabe destacar la observacion de una lesion en una de las arterias
pulmonares de un raton tratado con NPR-TG (figura 4.34). Esta lesion
corresponde a un pequefio granuloma o una lesion cicatrizal que tendria un
tiempo superior a 3 dias, por lo que no se asocia con la inyeccion de NPR-TG.
Sin embargo, llama la atencion la observacion de unas células que contienen
pigmentos negruzcos, que podrian tratarse de NPR-TG. Para comprobarlo,
junto con el andlisis de heces, se esta llevando a cabo un analisis de
cuantificacion de oro por ICP-MS de este pulmon.

Figura 4.34: Lesion en el pulmén de un raton tratad o0 con NPR-TG . Se inyectaron 6
pg/g de NPR-TG y a las 70 h se sacrificaron y se fijaron los 6rganos en PFA 4% para
su inclusién en parafina y marcaje HE, tal y como se indica en materiales y métodos.
En la imagen se puede observar un pigmento negro que podria corresponder con
AuNPRs. Escala 100 pm.
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4.5.2.2. Toxicidad cronica de los AUNPRs

Durante 4 meses se hizo un seguimiento semanal del peso de los ratones.
Como se observa en la figura 4.35 A, no hay diferencias significativas en el
crecimiento de los ratones tratados con NPR-TG (verde), del grupo control
(negro). Tampoco hay diferencias en el porcentaje de peso de los distintos
organos (figura 4.35 B). Por lo que el aumento del tamafio del rifion a los 3
dias, con el tiempo se recupera ya que no se observan diferencias a los 4
meses.
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Figura 4.35: Toxicidad de NPR-TG en ratones Swiss t ras 4 meses . Se inyectaron
6 pg/g de NPR-TG y se sacrificaron a los 4 meses. (A) Ganancia de peso semanal de
los ratones durante el procedimiento. (B) Peso de los 6rganos respecto al peso del
raton. En las graficas se representa la media + SEM de al menos 5 ratones.

El estudio patoldgico (figura 4.36) muestra en los ratones tratados con NPR-
TG, hepatocitos en general mas voluminosos con citoplasmas mas espaciosos.
Se observa la formacion de varias vacuolas que agrandan el tamafio celular
Este cambio se experimenta con mas frecuencia e intensidad en la zona central
lobulillar. Estos cambios serian compatibles con los que se describe como
cambio hidropico o degeneracidén vacuolar. No se observan muchos cambios
nucleares aunque en algunos casos dan la impresién de ser mas pequefios con
la cromatina mas concentrada en la membrana nuclear. También se observo
un aumento en lo que parecen ser adipocitos, ya que carecen de nucleo.
Asimismo, se observo la presencia de células de Kupffer con citoplasma mas
amplio y conteniendo un pigmento de color regruzco, que podria corresponder
con los NPR-TG ya que no se ha observado en los ratones control.

Estos cambios se observan en todos los ratones tratados con NPR-TG en
mayor o menor grado, excepto en uno (n = 9).
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Figura 4.36: Estudio de anatomia patologica del hig  ado de ratones tratados con
NPR-TG a los 4 meses del tratamiento . Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG y a los 4
meses se sacrificaron y se fijaron los érganos en PFA 4% para su inclusion en
parafina, tal y como se explica en matariales y métodos. Se muestra (A) el aspecto de
los hepatocitos de un ratdén control. (B) Higado de un raton tratado con NPR-TG donde
se puede observar vacuolas grandes. (C) Higado de un ratén tratado con NPR-TG con
citoplasma algo mas grande (D) Imagen a grandes aumentos donde se aprecian
células compatibles con células de Kupffer con un contenido de material granular
pigmentado de color negro.

En los bazos no se observaron cambios resefiables en su estructura (figura
4.37 Ay B), la pulpa blanca se encuentra hipertrofiada moderadamente pero no
se llega a alterar de forma importante la arquitectutura del 6rgano. Si se
observaron macréfagos en la pulpa blanca con dos materiales distintos
depositados en el citoplasma, uno de tipo granular de color negro que seria
compatible con AuNPRs ya que no se observa en los ratones control y otro
formando depdsitos més difusos de color caramelo que podria corresponderse
con depdsitos de hierro (Figura 4.37 C y D).
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Figura 4.37: Estudio de anatomia patol6gica de los bazos de ratones tratados
con NPR-TG a los 4 meses del tratamiento.  Se inyectaron 6 pg/g de NPR-TG y a los
4 meses se sacrificaron y se fijaron los 6rganos en PFA 4% para su inclusién en
parafina, tal y como se explica en matariales y métodos. Se muestra (A) el aspecto del
bazo de un raton control. (B) Aspecto del bazo de un raton tratado con NPR-TG donde
no se observan cambios. (C) Bazo de un ratén tratado con NPR-TG donde se aprecian
células compatibles con células de Kupffer con un contenido de material granular
pigmentado de color negro. (D) Imagen a grandes aumentos de las células de Kupffer
con el material negro. Escala 100 pm.

Unicamente en el bazo de un animal se ha observado un cambios resefiable
en su estructura (figura 4.38). Se observa una lesion tipo necrotico con leve
respuesta inflamatoria y gran infiltracion linfocitaria (B). Asi mismo el timo de
este animal, presenta una hiperplasia de células linfocitarias que no tiene
caracter tumoral (D) y una inflintracion linfocitaria perivascular en el pulmén (C).
Esto podria indicar infeccién, aunque en algunos casos se describen lesiones
necréticas en bazo que no tienen una clara etiologia bacteriana. Las NPs
pueden alterar el sistema inmune [422] sin embargo al encontrarse solo en 1
ratén (de 9 ratones) no podemos atribuirlo a la inyeccion de los AUNPRs.
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Figura 4.38: Lesion en bazo y timo de un ratdén tratado con NPR-T  G. (A) Bazo
Control (B) Bazo de un raton tratado donde se observa una formaciéon multinodular
gue altera la arquitectura normal del bazo. (C) Infiltrados celulares en pulmén (D) Timo
donde se observa una hiperplasia de células linfocitarias. Escala 100 um.

Finalmente se analizaron 4 pardmetros sanguineos bioquimicos (creatinina,
ALT, CK y LDH). Estos analisis se llevaron a cabo por el Dr. Sebastian Menao,
en el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

La creatinina es un producto de desecho que produce el metabolismo normal
de los musculos, se elimina por orina por lo que es una forma muy comun de
evaluar el dafo renal. La alanina aminotrasnferasa o ALT es una enzima
aminotransferasa con alta concentracién en el higado, aunque también esta
presente en otros 6rganos como rifiones, corazon y masculos. Cuando aparece
elevada su concentracion sanguinea se debe a que se ha producido dafio en
estos 6rganos. La LDH (Lactato deshidrogenasa) es una enzima que participa
en el metabolismo energético anaerobico. Se encuentra en numerosos tejidos,
en mayor cantidad esta presente en el musculo, corazén, higado, rifiones,
cerebro, eritrocitos y pulmones. Cuando se produce la destruccion de estos
tejidos pasa a sangre, por lo que indica dafio en alguno de ellos. La CK o
creatina quinasa, es una enzima que cataliza la reaccibn de
fosforilacion/defosforilacion de la creatina, la fosfocreatina constituye una
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reserva energética. Su fuga indica dafo cerebral o cardiaco, también puede
verse elevada por un exceso de ejercicio que produce dafio muscular.
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Figura 4.39: Analisis sanguineos de ratones Swiss a los 4 meses de la inyeccion
de NPR-TG. Se inyectaron 6 pug/g de NPR-TG, se sacrificaron a los 4 meses y se
extrajo sangre por puncion intracardiaca. Se analizaron distintos parametros
sanguineos (A) Creatinina. (B) Alaninotransferasa. (C) Creatinin kinasa. (D) Lactato
deshidrogenasa. En la gréfica se representa la media + SEM.

Como se puede observar en la figura 4.39 la creatinina, ALT y LDH se
encuentran dentro de los parametros normales. Sin embargo, la CK aparece
elevada en los ratones tratados con NPR-TG. Lo que indica dafio muscular, ya
sea cardiaco 0 esquelético. Los resultados histologicos no muestran dafio
cardiaco. ElI dafio muscular estd asociado a altos niveles de actividad y del
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método de sacrificio, por lo que los valores normales dependen de cada
estudio, sin embargo los valores de los ratones con dafio muscular, como es el
caso de ratones con distrofia muscular, aparecen por encima de 5000 U/L
[440]. Ademas los resultados de LDH son normales, por lo que no
consideramos esta elevacion significativa ni indicativa de ningan dafo.

45.3 Discusion

La farmacocinética y biodistribucion son parametros importantes a la hora de
disefiar y testar nuevas NPs, ya que su efectividad depende de que alcancen el
tejido diana y su toxicidad de si se acumulan en tejido sano. Sin embargo,
muchos tipos de NPs inyectadas sistémicamente son rapidamente eliminadas
de la circulacion sanguinea por el sistema reticulo endotelial (RES) y el sistema
fagocitico mononuclear (MPS) principalmente a través del higado y el bazo.
Esto disminuye su indice terapéutico, ya que es necesario que las NPs
permanezcan el tiempo suficiente en sangre para alcanzar el tejido diana. Sin
embargo, las NPs que permanecen demasiado tiempo en sangre pueden
presentar mayor toxicidad ya que podrian alcanzar mayor cantidad de tejidos.
Por lo que es necesario un estudio de su farmacocinética, es decir, la
absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacion. Lo cual es primordial para
poder comprender su comportamiento y disefiar las NPs de forma adecuada,
sabiendo que aspectos modificar en su sintesis y funcionalizacion para obtener
los resultados deseados.

La toxicidad de las AuNPs in vivo esta relacionada con su tamaifio, forma,
superficie, dosis y via de administracion [441-443]. Esta demostrado que el
tamafo de las NPs juega un papel importante en su metabolismo. Las NPs
pequefias pueden ser eliminadas rapidamente por la orina [436], mientras que
las mayores (100 nm) se acumulan en bazo e higado [444]. Nuestros
resultados muestran que los AUNPRs se acumulan en higado y bazo (figura 4.
27 D y E), concretamente en células Kupffer o macrofagos lo que se puede
observar incluso por histologia (figuras 4.36 y 4.37) y queda confirmado por
TEM y STEM (figura 4.30 y 4.31). Apoyando estos resultados, otros trabajos
han observado una pigmentacion oscura en las células Kupffer mediante HE
[445] que se confirma como AuNPs mediante TEM. Se han detectado AuNPs
en endosomas en el higado y bazo [277], concretamente en lisosomas de las
células Kupffer [444].

La acumulacién de las NPs en bazo e higado es principalmente debida a la
opsonizaciéon de las NPs y la alta concentracibn de células fagociticas
residentes en estos Organos [446, 447]. La opsonizacion es un proceso por el
cual un microorganismo o particula extrafia es recubierto por una serie de
proteinas presentes en el suero sanguineo llamadas opsoninas [448]. La unién
0 adsorcion de estas proteinas en la superficie de las particulas permite su
reconocimiento por parte de células fagociticas y son de esta manera
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fagocitadas y eliminadas rapidamente de la circulacion sanguinea [449]. No hay
métodos que eviten la completa opsonizacién de las NPs, sin embargo se
puede ralentizar el proceso recubriendo las NPs con polimeros hidrofilicos o
agentes no ionicos, aumentando su tiempo de vida en sangre [396],
favoreciendo de esta forma que lleguen a mas 6rganos. Entre los polimeros
mas utilizados hasta la fecha se encuentra el polietilenglicol (PEG) debido a
que es hidrofilico, flexible y neutro. El recubrimiento con PEG aumenta el
tiempo de vida en sangre de las NPs, lo que también depende de la longitud
del polimero [434], sin embargo no evita que las NPs se acumulen en higado y
bazo [275, 434, 450, 451]. Esto puede deberse a la alta eficacia que el bazo
presenta como filtro, y la alta presencia de macrofagos y capilares en el higado
[452].

Es interesante la observacion por histologia de un pigmento que podria
corresponder a AUNPRs en una lesion en el pulmon de un raton (figura 4.34),
mientras que en el resto no se ha observado acumulacion de oro en este
organo por ICP-MS (figura 4.27 D). A pesar de que la confirmacion de que el
material observado sea oro esta pendiente, cabe destacar que las
caracteristicas de la vasculatura afectan a la extravasacion de las NPs a los
tejidos. Un factor determinante es la fisio-anatomia vascular [453], en algunos
tejidos la extravasacion de NPs es bastante eficiente ya que hay aperturas en
los capilares, lo que ocurre en bazo e higado. Asi presentan una mayor
permeabilidad, por lo que las NPs son extravasadas y quedan retenidas, un
fendbmeno que se conoce por EPR ("Enhace Permeation and Retention") [454-
456], lo que permite la extravasacion de particulas de mas de 200 nm [275].
Estas aperturas en los capilares también se encuentran en los alrededores de
los tumores, debido a la rapida creacion de nuevo tejido vascular [457] y
permiten el paso de moléculas de hasta 1 um [458]. Sin embargo, el endotelio
del pulmén, muasculo y hueso estd generalmente caracterizado por una
morfologia continua que permite la extravasacion de particulas menores de 3
nm. El efecto EPR también se ha observado en procesos angiogénicos. La
angiogénesis es un proceso importante en los desordenes fibrovasculares
como la reparacion de heridas o artritits [459]. Por lo que es posible que las
caracteristicas de la lesion del pulmén hayan hecho posible la extravasacion de
los AUNPRs al pulmon en este caso concreto.

Por otro lado los capilares del glomérulo permiten la entrada de NPs hasta
100 nm sin embargo la lamina basal impide el paso de NPs de mas de 5 nm
[460]. Por ello se observa la eliminacion de TAMRA por la orina en 24 h (figura
4.27) pero no de oro. Esto indica que el TAMRA se suelta del AuNPRs, lo que
podria ocurrir por la ruptura del enlace S-Au que mantiene unido el PEG al
AuNPR y asi los AuNPRs desnudos son opsonizados y captados por los
macrofagos del bazo e higado. Sin embargo también se ha visto la
acumulacion en higado y bazo de NPs de hierro (que tienen unido el PEG
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mediante enlace covalente) [435]. El higado es el principal 6rgano donde se
acumulan las NPs, se ha observado acumulacién de AuNPs en higado incluso
cuando son administradas intratraquealmente [461]. Algunos estudios han
determinado que las NPs administradas por via intravenosa se acumulan en
bazo e higado a largos tiempos, independientemente del tamafo, forma y
material [322, 435, 444] y si estan recubiertas o no de PEG [462], aunque la
cantidad depende de estas caracteristicas. Kreyling y colaboradores hicieron
un estudio marcando radiactivamente el nucleo y la cubierta de AuNPs y
observaron que el nacleo se acumulaba en higado, mientras que fragmentos
de la cubierta se eliminaban por el riidn. Con estos resultados propusieron que
las AuNPs llegan al higado donde la cubierta de PEG se suelta, ya que se
observo parte de la cubierta marcada radiactivamente en el higado [438]. Por
todo ello suponemos que la distribucion de los AUNPRs depende de muchos
factores, entre los que se encuentran su tamafo y las caracteristicas de los
tejidos, no a que se pierda la cubierta de PEG.

Aunque con los resultados obtenidos no podemos determinar porque se
suelta el TAMRA de los AUNPRs, existen dos opciones; que se rompa el enlace
covalente que mantiene unido el fluoréforo a los AUNPRs a través del PEG o
qgue sea el PEG el que se suelte. El PEG esta unido a los AUNPRs a través de
un enlace S-Au. La fortaleza del enlace S-Au depende de la geometria de la
AuNP, el enlace es mas fuerte en las AuNPs mas compactas y con menor
superficie [463] y es mas débil en superficies planas [464], que seria el caso de
los AUNPRs. La fortaleza del enlace S-Au varia también segun la localizacion,
en una misma NP los enlaces de los vértices y los laterales son mas fuertes
[465]. También depende de la accesibilidad al enlace S-Au de los grupos -SH
de las moléculas que se encuentren en el medio, lo que depende del polimero,
si es mas o menos ramificado y los huecos que deja [466]. Por lo que existe la
posibilidad de que se produzca un intercambio de grupos y se suelte el PEG de
los AUNPRs debido a la ruptura del enlace S-Au. Por ello los métodos para unir
covalentemente el PEG a las NPs son preferibles, ya que se minimiza la
posibilidad de que el polimero se suelte [467] y con él, otras moléculas
importantes para el funcionamiento de la NP. Con estos datos podriamos
pensar que el enlace S-Au no seria el adecuado para unir el PEG a este tipo de
AuNPs, ya que los AuNPRs presentan una gran superficie y por lo tanto el
enlace S-Au es débil y mas accesible, lo que favorece el intercambio de grupos
y por lo tanto el desplazamiento del PEG [466]. Por ello es necesario llevar a
cabo méas estudios sobre la fortaleza de este enlace para determinar su
efectividad en este tipo de NPs.

A pesar de que quedan varios detalles por determinar, lo que queda claro es
la acumulaciéon de AUNPRs en higado y bazo a los 3 dias de su administracion,
observandose una disminucién en la cantidad de oro que se acumula en el
higado en 4 meses, lo que ya se ha observado en otros estudios [445].
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Desafortunadamente, los AuNPRs no son biodegradables, por lo que su
eliminacion va a depender de su tamafio. Existen dos tipos de vias de
eliminacion, la renal y la hepato-biliar. Por orina se eliminan las NPs mas
pequefias, mientras que las mas grandes, que tienden a acumularse en el
higado, se eliminan por heces [434]. Aunque también se han observado NPs
de pequeiio tamafio, que se eliminan preferiblemente por heces [321]. Segun la
figura 4.29, los AUNPRs no se eliminan por orina, ya que no se observa oro en
rion, lo que no es de extrafar debido a su gran tamafo [436]. Por lo que
podriamos pensar que se eliminan a través de las heces. Con los datos de ICP-
MS de las heces recogidas durante los 3 primeros dias, comprobaremos si es
posible que estos AuNPRs, cuya cantidad en el higado disminuye con el
tiempo, pueden ser eliminados por el sistema hepato-biliar, como se ha visto
gue ocurre en otros trabajos [468]. Estos estudios demuestran que es posible la
eliminacion de las AuNPs del organismo aunque a una velocidad muy lenta
[445].

Los resultados de determinacion de cantidad de oro en los distintos 6rganos
por ICP-MS muestran la acumulacion del 30% de AuNPRs en higado y bazo a
los 3 dias de su administracion, pero no en los demas érganos analizados
(pulmones, rifiones, corazon, érganos reproductores y timo). Por lo que el 70%
de los AuNPRs administrados a los 3 dias de su administracion pueden
permanecer en sangre o haber sido eliminados por heces, lo que
comprobaremos cuando tengamos los datos de ICP-MS. Las AuNPs también
permanecen en sangre, aunque la cantidad y el tiempo dependen de su
tamafo. Las mas pequefas se limpian mas rapidamente, mientras que las mas
grandes aunque se encuentran en menor cantidad se limpian mas despacio
[444], ademas la cubierta de PEG aumenta el tiempo de vida en sangre [462].

La acumulacion de NPs en los érganos puede resultar tdéxica [469] o
provocar efectos secundarios negativos como afectar al sistema inmune [451]
si no son eliminadas [470]. El aumento de tamafio del riidn que se observa en
los ratones inyectados con AuNPRs a los 3 dias (figura 4.32 B), puede ser un
efecto a corto plazo debido a la eliminacion del TAMRA por orina, ya que con el
tiempo vuelve a niveles normales, lo que ocurre en otros estudios en los que se
observa dafio renal a tiempos cortos que con el tiempo desaparece [471].

A pesar de la acumulacion de los AuNPRs en higado y bazo durante 4
meses, no se observan sefales de toxicidad en cuanto a marcadores
sanguineos (figura 4.37) y otros aspectos como la ganancia de peso del raton y
el tamafio de los 6rganos (figura 4.32 y 4.34). Los primeros 3 dias después del
tratamiento los érganos parecen sanos y sin aparente dafio tisular (figura 4.33).
Sin embargo a los 4 meses si bien el bazo muestra un aspecto normal (figura
4.37) se puede observar un incremento en el tamafo del citoplasma de los
hepatocitos (figura 4.36) que se hace mas visible en la zona centrolobulillar.
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Estos cambios son compatibles con una degeneracion hidropica o grasa, dificil
de distinguirla de un acumulo de glucégeno o fase inicial de lipidosis, que se
han observado en otros trabajos en 6rganos con acumulo de AuNPs [445].
Estos cambios serian indicadores de lesién hepatica leve ya que no llegamos a
apreciar necrosis, ni observamos respuesta inflamatoria y los niveles de ALT y
LDH son normales (figura 4.39) mientras en otros estudios correlacionan el
dafio hepatico con un aumento en los niveles de LDH [472]. La captacion de
NPs por parte de las células no siempre tiene efectos toxicos y pequefios
cambios en cuanto a una leve inflamacion y ligera necrosis con baja incidencia
se han considerado no adversos [445].

En el bazo no se observaron cambios resefiables en su estructura (figura
4.37 Ay B), aunque la pulpa blanca se encuentra hipertrofiada moderadamente
sin llegar a alterar la arquitectura del 6rgano. Estos mismos cambios ya se han
observado en otros estudios considerandolos una respuesta biolégica normal
frente a la inyeccion de material externo que no es adversa [445].

Estos cambios leves observados en el bazo e higado no se corresponden
con un aumento en los niveles de marcadores toxicolégicos sanguineos como
la ALT o LDH (figura 4.39). Aungque no deja de ser curioso que las medias de
los ratones tratados con AuNPRs se encuentren por encima de los controles,
aunque los valores estén dentro de los limites normales, lo que podria indicar
gue se producen ligeros cambios que no llegan a resultar dafinos.
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La hipertermia suave (<43°C) es un reconocido adyuvante de la radioterapia
y quimioterapia convencional [339], aunque esta estrategia no se ha adoptado
ampliamente en la clinica por la dificultad de monitorizar la temperatura y por
los métodos utilizados para producir calor. Los métodos convencionales aplican
energia desde el exterior del cuerpo como ultrasonidos, bolsas de agua
caliente, microondas, etc [473], de manera que el calor inducido es
rapidamente disipado. Las AuNPs ofrecen una forma completamente diferente
de provocar hipertermia utilizando sus propiedades fisico-quimicas que les
permiten transformar la energia de la luz absorbida en calor [265]. Ademas se
pueden dirigir al tejido diana de forma que el aumento de temperatura se
genere en el mismo tumor y el calor se disipe de dentro hacia fuera. Este hecho
genera un minimo calentamiento de los tejidos sanos ya que ademas, la
longitud de onda de resonancia depende de la forma y tamafio de la AuNP
[380], por lo que se puede localizar en el NIR donde no absorben los tejidos.
Esta mejora en la técnica de calentamiento que ha permitido el desarrollo de la
nanotecnologia, hace que la terapia fototérmica (PTT) se pueda utilizar como
terapia por si sola para la eliminacion de células tumorales mediante ablacion
térmica [7].

Los AuNPRs utilizados en esta tesis presentan una media de 150 nm de
arista y 10 nm de grosor, asi la banda de plasmoén de resonancia de mayor
contribucion se localiza a 1080 nm. Estos AuNPRs presentan una alta
eficiencia calorifica incluso a bajas concentraciones, al ser irradiados con un
laser continuo a 1064 nm, induciendo muerte celular [31]. Estudios previos en
la literatura indican la importancia de alcanzar un minimo de temperatura para
inducir la muerte de la célula [341] que nuestros resultados han marcado por
encima de 50°C (figura 4.4 y 4.13 B). Utilizando estos AUNPRs se encontraron
unas condiciones Optimas para inducir apoptosis en células MEF (2-4 min de
irradiacién a una potencia de 5 W/cm?) (figura 4.5 y 4.6) que ademas se lleva a
cabo por la via mitocondrial a través de la activacion de Bid (figuras 4.7 - 4.8).
Sin embargo, variando la potencia es posible inducir necrosis [31], lo cual
puede ser interesante en los casos de tumores con mutaciones que les
confieran resistencia a la apoptosis [388-389].

Las AuNPs han sido ampliamente estudiadas para su uso en PTT del
cancer. Sin embargo la determinacion de su toxicidad también es importante,
ya que buscamos una terapia segura y versatil. La nanotecnologia se
desarrolla en areas donde las ventajas exceden los posibles riesgos como es el
caso del tratamiento del cancer. Se ha observado que los AuNPRs son
internalizados en menor grado en células primarias lo que las hace mas
resistentes a la PTT (figura 4.12). Ademas, la acumulacién de los AuNPRs en
un tejido puede venir determinada por las caracteristicas de la vasculatura
[453], lo que favorece su extravasacion en tumores y lesiones (figura 4.34)
[457]. Sin embargo, también se acumulan en bazo e higado (figuras 4.28 -
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4.21) [446-447]. La acumulacion de NPs en los 6rganos puede resultar toxica
[469], aunque nuestros AuNPRs, a pesar de que se acumulan en bazo e
higado (figuras 4.27, 4.30 y 4.31), no resultan téxicos para estos érganos
(figuras 4.32, 4.33, 4.34, 4.36, 4.37) lo que corrobora lo observado en otros
trabajos [445]. Tampoco se ha observado toxicidad en los estudios in vitro
(figuras 4.20 - 4.23) a pesar de que la presencia de AuNPRs produce un
aumento moderado de los niveles de ROS (figuras 4.18 y 4.22) y caida de
potencial de la membrana mitocondrial (figura 4.19) en las células. Estos
cambios no siempre provocan la muerte de las células [402] ya que éstas
tienen mecanismos para reducir los niveles de ROS y recuperar el potencial
mitocondrial [267, 406-408]. Sin embargo, los efectos toxicos de las NPs no
solo implican los relacionados con la muerte de la célula sino que hay otras
formas de toxicidad que alteran su funcion. Las AuNPs pueden provocar
efectos secundarios negativos como afectar al sistema inmune [423, 424, 451].
Si bien la presencia de AUNPRs en la activacion de las células NK no afecta a
su viabilidad, si que disminuye la proliferacion celular (figura 4.26) y su
actividad citotoxica (figura 4.25). De este modo la presencia de AuNPs podria
suprimir la actividad del sistema inmune y generar efectos adversos para la
terapia antitumoral como ya se ha sugerido previamente [38, 423]. Si un
compuesto es inmunotoxico es muy probable que sea carcindégeno [474], por lo
gue es importante también analizar este aspecto para determinar la efectividad
de la PTT.

Los resultados obtenidos indican que es posible inducir apoptosis mediante
PTT utilizando AuNPRs y en caso nhecesario también es posible inducir
necrosis. A su vez estos AUNPRs no parecen toxicos ni en lineas celulares ni
en ratones a pesar de su acumulacién en bazo e higado de forma crénica,
aunque si que ejercen un efecto sobre el sistema inmune disminuyendo la
proliferacion celular y la actividad citotoxica de las células NK in vitro. Aunque
se desconoce la relevancia de esta interferencia, es un aspecto a tener en
cuenta en estudios futuros. Estos resultados muestran que no es posible
determinar el impacto de NPs en el organismo simplemente midiendo los
efectos toxicos sobre lineas celulares, esos analisis son muy restrictivos y no
reflejan el efecto potencial de NPs en el organismo, sobre todo en caso de
exposiciones largas. Ademas se tiene que tener en cuenta la posibilidad de que
las NPs afecten a la funcién de las células lo que puede tener efectos no
deseados en situaciones concretas y no sean detectados en los estudios
convencionales, como por ejemplo en el caso de una infeccion.
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Es necesario que se alcance una temperatura minima, que se sitia sobre
los 50°C para que se produzca la muerte de la célula.

El mecanismo de muerte celular depende de la intensidad de irradiaciéon. Al
irradiar a 5 W/cm? se induce apoptosis, mientras que si se irradia a 30
W/cm? las células mueren por necrosis.

El tiempo de irradiacidbn modula la extensién de muerte celular, ya que llega
un momento que no se incrementa mas la temperatura.

El mecanismo de apoptosis activado con irradiaciones de 5 W/cm? depende
de la via intrinseca a través de la proteina Bid.

Los AuNPRs son internalizados por las células, se localizan en lisosomas y
tras la irradiacion se liberan al citosol.

Las células primarias internalizan menos AuNPRs, lo que puede deberse a
un metabolismo mas bajo.

La glucosa favorece la internalizacion de los AuNPRs en las células
transformadas y primarias.

El grado de internalizacién de los AUNPRs depende de la linea celular y por
lo tanto los posibles efectos sobre la célula dependeran de la linea celular
seleccionada. Esto indica que para determinar realmente la toxicidad de las
NPs es necesario utilizar tipos de células de distinto origen.

La generacion de ROS es practicamente inherente al uso de NPs, pero no
siempre resulta toxica para la célula.

La incubacion de las células con AuNPRs produce caida de AWy, pero no
es suficiente para provocar la muerte de la célula.

Los AuNPRs no afectan a la viabilidad celular ni en lineas celulares ni en
células primarias (macrofagos y PBMCs) aunque si disminuyen la
proliferacion celular e interfieren en la actividad citotoxica de las células NK.

Los AuNPRs se acumulan en bazo e higado.

Parte de los AUNPRs acumulados en el higado se eliminan en 4 meses,
mientras que la cantidad acumulada en bazo permanece invariable.

La acumulacién de AUNPRSs no altera la estructura del bazo.
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e La acumulacion de AuNPRs modifica el tamafio de los hepatocitos,
aumentando su volumen citoplasmatico y el niumero de vacuolas, pero no
produce dafo hepatico.

* La unién de TAMRA a los AuNPRs se rompe in vivo y el fluor6foro se
elimina por orina en las primeras 24 h
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