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Resumen



El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo segln la organizacion
mundial de la salud, y se estima que cada afio se producen unos 10 millones de
fallecimientos debido a esta enfermedad. Existen numerosos tipos de cancer
dependiendo del tipo celular y del érgano o la zona del cuerpo afectada, siendo unos
pocos de ellos muy comunes. El cancer de mama es el tipo de cancer mas diagnosticado
(2,2 millones de casos al afo), seguido del cancer de pulmon y el colorrectal (alrededor
de 2 millones de casos cada tipo). Estos tipos de neoplasias se asocian con una mayor
expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR, y su papel en la
patogénesis y progresion de los tumores ha convertido a este receptor en un objetivo

fundamental en el desarrollo de terapias antitumorales.

Aunqgue en los ultimos afios las terapias dirigidas a EGFR han permitido que se
mejore la eficacia de los tratamientos aumentado la esperanza de vida, los tumores con
EGFR hiperexpresados aun presentan una peor clinica y, ademas, tienden a adquirir
resistencia a dichos tratamientos debido a mutaciones o polimorfismos de un solo

nucleotido y la expresion de los ligandos del receptor.

En este trabajo desarrollamos una terapia dirigida a EGFR, consistente en la
conjugacion de un ligando y/o un anticuerpo “biespecifico” dirigido al receptor con un
nanosistema de administracion de farmacos. Como farmaco modelo hemos elegido el
agente antitumoral camptotecina, debido a los problemas de administracién que esta
presenta, y como material constituyente del vector nanoparticulas de 6xido de hierro
superparamagnéticas, debido a las ventajas que estas ofrecen tanto en la propia sintesis

de los nanovectores como en su posterior uso en diagnosis y tratamiento antitumoral.

Nuestros resultados demuestran que la doble conjugacion ligando/anticuerpo
resulta en un efecto de sinergia, por lo que es mas efectiva que la ejercida por ambos
agentes de direccionamiento por separado, y la eleccion que hemos hecho de los
ligandos de direccionamiento nos permite tratar tanto tumores triple negativos, como
HER2+ y HER2- que sobreexpresen HER1. Ademas, la translocacion del ligando al
nucleo favorece la actividad antitumoral de la camptotecina. Por otra parte, la elevada
capacidad de carga y eficiencia que presentan nuestros nanovectores los convierten en
una muy buena alternativa para la administracién de camptotecina, farmaco cuyo uso

estd severamente limitado por su inestabilidad quimica y escasa solubilidad.
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DL50 Dosis Letal 50
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DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMF N,N-Dimetilformamida

DRX Difraccion de Rayos X

DVD Dominio Variable Dual

EDC N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorhidrato
EGF Factor de crecimiento epidérmico

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMA Agencia Europea de Medicamentos

EPR Efecto mejorado de permeabilidad y retencion

ER Receptor de estrogenos

EREG Epiregulina

FAB Fraccion de union a antigeno

FBS Suero Fetal Bovino

FDA Administracion de Medicamentos y Alimentos

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

FPCL Fast protein liquid chromatography

FTIR Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
GV Granulovirus

HBEGF Factor de crecimiento semejante a EGF que une heparina
HDF Linea celular de fibroblasto dérmico.

HepG2 Linea celular de cancer de higado.

IR Espectros de Infrarrojo

ITK Inhibidor del dominio tirosina quinasa

LC Capacidad de carga

LE Eficiencia de encapsulacion

Lef-2 Late expression factor 2 gene
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MOl
MTT
NC
NHS
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NPs
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PCR
PDGFR
PEG

Pl

PI3K
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PVDF
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Acido 2 morfolinoetanolsulfonico

Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus

Multiplicidad de infeccion

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
Nucleocépsida

N-hidroxisuccinimida

Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas
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Neuregulinas o heregulinas

Occlusion Bodies

Oclusion-Derived Virus

Organizacion Mundial de la Salud
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Polimerase Chain Reaction

Receptor del Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Polietilenglicol

Yoduro de propidio

Fosfatidilinositol 3 Quinasa

Receptor de prostaglandinas

Fosfatidil serina

Polivinildifluoruro

Red de microtubulos apoptéticos

Resonancia magnética nuclear

Receptores Tirosina quinasa

PCR cuantitativa a tiempo real

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Microscopia electrénica de barrido

Single Nuclear Polyhedrosis Virus

Nanoparticulas Superparamagnéticas de 6xidos de hierro
Microscopia Electrénica de Transmision

Factor de crecimiento transformante o
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Capitulo 1. Introduccidn






Capitulo 1 Introduccidn

1. Receptor del Factor del crecimiento epidérmico

El receptor tirosina quinasa del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, de sus
siglas en inglés: Epidermal Growth Factor Receptor) es uno de los receptores de
sefializacion més versatiles que regula procesos clave en la biologia de la célula tales
como proliferacion, supervivencia y diferenciacion celular y tisular durante el desarrollo

embrionario 3.

Los receptores Tirosina quinasas (RTK), a los que pertenecen la familia EGFR,
son los principales mediadores de la red de sefializacidn que transmite sefiales
extracelulares a la célula, y controlan la diferenciacion celular y la proliferacion. Las
vias de sefializacion celular clésicas de estos receptores son las que activan las rutas
RAS / MAPK y PI3 quinasa/akt (Figura 1). Ademas, han sido descritas nuevas vias de
sefializacion 4. Se ha visto que EGFR estimula directamente la fosforilacion y la
translocacion nuclear de proteinas transductoras de sefial y activadoras de la
transcripcion (STATS). Los receptores tirosina quinasa o sus fragmentos proteoliticos
también pueden estar activos dentro de las células, y, ademés, en el ndcleo donde

podian actuar directamente como factores de transcripcion °.
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Figura 1. Principales vias de sefializacion de los receptores RTK °
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Los recientes avances en la comprensién de la sefializacion celular de los
receptores de tirosina quinasas, tanto en las células normales y cancerigenas, han sacado
a la luz el potencial de los RTK como dianas selectivas contra el cancer. Su actividad
normalmente esta estrechamente controlada y regulada. La sobreexpresion de proteinas
RTK o las alteraciones funcionales causadas por mutaciones en los genes
correspondientes, o por estimulacion anormal causada por bucles de factor de
crecimiento autocrino, contribuyen a la sefializacion adicional de receptores tirosina
quinasa RTK. Esta sefializacion anormal provoca un crecimiento celular desregulado y
cancer. Los mecanismos de sefializacion de estos receptores tirosina quinasa RTK
incontrolados que conducen al céncer han proporcionado los fundamentos para el

desarrollo de farmacos anti-RTK °.

Todos los receptores tirosina quinasa contienen un dominio extracelular
glicosilado de union a ligandos, una Unica region transmembrana y una porcion
citoplasmatica con un dominio proteina tirosina quinasa conservado. Ademas, posee
una region yuxtamembrana y una cola carboxi-terminal como parte del dominio

intracelular (Figura 2).
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Figura 2. Receptores de la familia Tirosina quinasa®.
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El dominio tirosina quinasa es el mejor conservado entre estos receptores tirosina
quinasa, y es necesario un dominio intacto para la correcta sefializacion del receptor.
Por ejemplo, la mutacion de una sola lisina en el sitio de unién a ATP bloquea la
capacidad del receptor para fosforilar residuos de tirosina e inactiva completamente la
funcion bioldgica del receptor ‘. El dominio tirosina quinasa de algunos RTK (por
ejemplo, receptores de PDGF y FGF) estan divididos por inserciones de hasta 100
residuos de aminodcidos. Estas secuencias de insercion estan altamente conservadas
entre las especies, y contienen sitios de autofosforilacion que tienen la funcién de

acoplamiento con moléculas de transduccién de sefiales.

Sobre la base de similitud de secuencia, es posible clasificar estos receptores en
grupos relacionados: los rasgos estructurales caracteristicos de los dominios
extracelulares de estos grupos incluyen, entre otros, motivos ricos en cisteina,
repeticiones de tipo inmunoglobulina, repeticiones fibronectina tipo 111 y motivos EGF
que pueden estar presentes solos o en diferentes combinaciones. Estos dominios

determinan especificidad para la union ligando receptor.

Cada uno de estos dominios estructurales y sus funciones son objetivos
potenciales para la evolucion de futuros tratamientos eficaces dirigidos tanto a los
propios receptores de membrana como a sus genes, también denominados oncogenes
debido a sus altas tasas de mutaciones que provocan que las células se conviertan en

tumorales.

La familia de Receptores del Factor de Crecimiento Epidérmico esta constituida
por cuatro miembros (EGFR, ErbB2 o HER2, ErbB3 0 HER3 y ErbB4 o HER4) (Figura
3), fue la primera familia de receptores de factores de crecimiento identificada en
células tumorales y, actualmente, es la principal diana en la investigacion de terapias

contra el cancer 12,

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), que da nombre a esta familia, es uno
de los factores de crecimiento capaces de activar el EGFR, y forma parte de un
complejo entramado de factores de crecimiento que, junto a sus receptores de
membrana, modulan la proliferacion celular. Las células tumorales a menudo adquieren

la habilidad de sortear estos moduladores por lo que crecen y se dividen fuera de control
19
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La figura 3 muestra los factores de crecimiento que se unen a cada uno de los
receptores y promueven la dimerizacion y activacion de los receptores, incrementando
la actividad proteina quinasa de dominio intracelular de los receptores e iniciando la
cascada de sefializacion celular. Aparte del EGF, existen otras moléculas activadoras
tales como el factor de crecimiento transformante o (TGF- o), la anfirregulina (AREG),
el factor de crecimiento semejante a EGF que une heparina (HBEGF), la betacelulina
(BTC), y la epiregulina (EREG) 2%, Ademas, se han descrito nuevas familias de
ligandos como las neuregulinas (NRG-1 y NRG-2) expresadas mayoritariamente en
tejidos neurales y mesenquimales ** o el epigen (EPGN), el ligando mas reciente

descubierto, que parece tener poca afinidad por el receptor EGFR 2.

EGF BTC Nrg-1 Nrg-3
EPG HB-EGF Nrg-2 Nrg-4
Ligandos TGFa. EPR

Membrana Plasmatica

Figura 3. Ligandos que se unen al dominio extracelular de los receptores EGF: Factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante o (TGF- o), anfirregulina
(AREG), factor de crecimiento semejante a EGF que une heparina (HB-EGF), betacelulina
(BTC), y epiregulina (EREG), epigen (EPG) y neuregulinas (Nrg-1 a 4), también conocidas
como heregulinas. Ninguno de los ligandos se une a ErbB2 (simbolo tachado), dos se unen a
ErbB3 vy siete se unen ErbB4 y EGFR. DTK indica el dominio intracelular tirosina quinasa. La
transduccion de la sefial del homodimero de receptores ErbB3 esté alterada (simbolo tachado).

Aunque los cuatro miembros presentan una alta similitud, cada uno de los

receptores posee caracteristicas unicas. Por ejemplo, ErbB2 o HER2 no tiene ligando



Capitulo 1 Introduccion

conocido y ErbB3 o HER3 no tiene actividad quinasa.  Se activan por
heterodimerizacion con los otros HER y les permite regular la sefializacion celular a

través de un mecanismo cooperativol?

Los ligandos de EGFR son sintetizados como precursores en la superficie celular;
contienen una extensién aminoterminal (pro-region), una porcidon estructural
yuxtamembrana, un dominio hidrofébico transmembrana y un fragmento
carboxiterminal citoplasmatico 3. La solubilizacién de dichos ligandos requiere la
accion de determinadas proteasas que escinden la proteina de dominios regulatorios
anclados a la membrana. Normalmente son proteinas de la familia de desintegrina y
metaloproteasas 2. El papel de estas proteasas en la liberacion de los ligandos de la

familia EGFR parece ser critico en el control de proteinas de la superficie celular.

La activacion mediada por ligando no solo induce la formacion de heterodimeros,
sino que también provoca la internalizacion y/o degradacion del receptor. El resultado
es la autofosforilacion de varios residuos de tirosina en el dominio C-terminal, el
dominio citoplasmatico, que pone en marcha una cascada de transduccion de sefiales 1+
1. En condiciones normales se activan varias vias: ras/Raf-1/MAPK,
PI13Quinasa/Akt/mTOR, src/NFKb, catenin/cytoskeleton y el sistema PAK-1/rac, que
conducen a la sintesis de ADN vy a la proliferacion celular, asi como a la migracion y

adhesion celular (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sefializacion intracelular de la familia de EGFR *°
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La secuencia genética que contiene la informacion para los receptores de EGF
puede acumular mutaciones en células cancerigenas °. Algunas de estas mutaciones
pueden provocar la activacion de la sefializacion dependiente de EGFR sin necesidad de
unién de ligandos especificos, aumentando de esta manera la tumorigenicidad de estas
células. En algunos pacientes se han descrito mutaciones de EGFR que han afectado
negativamente a la respuesta de éstos a quimioterapia basada en anticuerpos contra la
version normal de EGFR. Un anticuerpo monoclonal, desarrollado contra un epitopo de
la version normal de EGFR, no siempre interacciona con una version mutante del
receptor, y viceversa. Solo en la secuencia codificante de EGFR se han descrito al
menos 43 mutaciones y polimorfismos nucleotidicos relacionados con variaciones en la
respuesta a anticuerpos *’. Si algunas de estas mutaciones afectan al epitopo reconocido
por un anticuerpo especifico contra EGFR, el paciente portador de la mutacion tendra
receptores EGF que no podran ser reconocidos por dicho anticuerpo. Por ello se
recomienda como tratamiento el uso combinado de varios anticuerpos frente a EGFR o
de anticuerpos y otros inhibidores de tirosina quinasa 1"-°,
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2. Los receptores EGF y cancer

La familia de receptores de EGF (HER) ha sido, durante las ultimas décadas, una
diana en la estrategia de tratamientos contra el cancer. Se han descrito dos lineas
principales de ataque frente a estos receptores que han demostrado ser eficaces: bloqueo
del receptor en la superficie extracelular e inhibicién de la actividad proteina quinasa.
Algunos de estos tratamientos son anticuerpos monoclonales (cetuximab) que actGan
bloqueando el dominio extracelular que se une a los ligandos del receptor. Otros
farmacos, como gefitinib, son moléculas mas pequefias que inhiben la quinasa y que,
por tanto, actGan en el dominio citoplasmético del receptor. En cualquier caso, se
bloquean las cascadas de sefializacion necesarias para la proliferacion celular, lo que

permite disminuir la velocidad de crecimiento en varios tipos de tumores 161820

La sobreexpresion de los miembros de la familia HER en tumores sélidos es una
de las caracteristicas mas reconocidas de estos receptores. EGFR (HER1) fue el primero
de la familia de los receptores que se descubrié que se presentaba desregulado o
sobreexpresado en tumores epiteliales. Generalmente, este tipo de tumores con EGFR
hiperexpresados presentan una peor clinica y tienden a adquirir resistencia a los
tratamientos 2. HER2 se sobreexpresa en multitud de tumores, incluyendo cancer de
mama, gastrico, eséfago, pulmon, endometrio, colon, pancreas y vejiga. La
sobreexpresion de EGFR y HER2 en células tumorales causa la hiperactivacion de las
vias de sefalizaciéon celulares que controlan el crecimiento y supervivencia celular,

provocando el riesgo de metastasis y recaidas en pacientes de multiples tipos de cancer
21-23

HER3 también se conoce como “pseudoquinasa”, ya que carece de actividad
quinasa como resultado de una mutacion en los residuos Asp813 y Glu738. No se
conoce el papel exacto de HER3 en el cancer, sin embargo, juega un papel significativo
en la progresion de multiples tipos de cancer, tales como préstata, gastrico, mama,

pancreas, ovarios, y su resistencia a quimioterapicos y otras terapias 2*.

HER4 es el menos sobreexpresado, amplificado y estudiado de todos los
receptores de la familia. Se activa mediante ligandos especificos y la sefializacion de

HERA4 contribuye a la diferenciacion y crecimiento del epitelio mamario, pero, ademas,
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es capaz de desencadenar apoptosis en células cancerigenas de mama. *2. A diferencia
de HER1-3, HER4 no se sobreexpresa en tumores de mama, sino que su dominio
intracelular (41CD) se localiza en el nucleo en células de tumores que presentan

receptores de estrogenos (ER+) ya que tienden a ser mas diferenciadas 2°.

El cancer de mama es el tipo de cancer mas comdn (2.2 millones de casos
diagnosticados en 2020) y la principal causa de mortalidad en las mujeres (685.000
muertes) segun la Organizacién Mundial de la Salud. Es por esta razon que HER2 y su
implicacion en el cancer de mama merecen una explicacion mas detallada para

comprender la necesidad de tratamientos dirigidos a las células tumorales.

Los tumores de mama se han clasificado en 4 tipos de acuerdo con sus
caracteristicas moleculares. La descripcion que se muestra en la tabla 1 corresponde a la
dada en el Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen 2013 2, donde se incluyo
el nivel de Ki-67 como marcador fenotipico en la clasificacion. El Ki-67 es un marcador
de proliferacién celular y se ha comprobado que sus niveles de expresion en tumores
mamarios influyen en la respuesta al tratamiento y la prognosis?’. Los tumores de tipo
Luminal A no expresan HERZ2, pero si receptor de estrégenos (ER+) y de progesterona
(PR+). Los Luminal B a su vez se subdividen en dos tipos que dependen de la presencia
0 no de HER2. Los Luminal B con HER2 negativo, presentan receptores de estrégenos
(ER+), pero pocos niveles de receptores de progesterona (PR-) o Ki-67. El subtipo
Luminal B con HER2 positivo presenta sobreexpresado este receptor junto con los
receptores de estrégenos (ER+) y puede presentar o no receptores de progesterona (PR+
0 -) y niveles altos de Ki-67. EIl tercer tipo de tumores segun la clasificacion de St.
Gallen son los tumores que presentan HER2 sobreexpresado o amplificado y que no
tienen receptores de estrégenos ni progesterona (ER- y PR-). Y, por ultimo, los tumores
conocidos como triple negativo (TNBC), que como su propio nombre indica no

presentan ni HER2, ni receptores de estrogenos (ER-) ni de prostaglandinas (PR-).

Los tumores triple negativo (TNBC) no responden a terapias hormonales ni
tratamientos dirigidos contra HER2 y, comparado con los otros tipos de tumores, son

los que presentan peor prognosis, mayor riesgo de metastasis y de recidiva %,

Como se mencion0 anteriormente, las terapias dirigidas contra receptores de la
familia de EGFR en tumores incluyen anticuerpos monoclonales e inhibidores del

dominio tirosina quinasa, inhibidores de PI3K.

10
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Tablal. Clasificacion de los tumores de mama en base a su fenotipo molecular. Adaptada del

Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen 2013 2,

SUBTIPO CARACTERISTICAS MOLECULARES

Luminal A ER +
PR + (220%)
HER2 -
Ki-67 - (<20%)

Luminal B Luminal B con HER negativo
ER +
HER2 -
al menos uno de:
PR - (<20%)
Ki-67 + (>20%)

Luminal B con HER positivo
ER +
HER2 sobreexpresado o amplificado

PR+o0-
Ki-67 +o0 -

Sobreexpresion HER2 ~ HER2 sobreexpresado o amplificado
ER -
PR -

Basal o Triple negativo HER?2 -

ER -
PR -

Entre los anticuerpos dirigidos contra la familia de EGFR como terapias
antitumorales para cancer de mama podemos destacar el Trastuzumab; un anticuerpo
recombinante humanizado frente a HER- 2. También se estan desarrollando

tratamientos para otros tipos de tumores como el Cetuximab, un anticuerpo

11



Capitulo 1 Introduccion

recombinante frente a EGFR, y es una terapia muy efectiva para pacientes con tumores
colorrectales, de cabeza y cuello y de células no pequefias de cancer de pulmodn, en
cambio se ha visto que pacientes con activacion de HER2 presentan resistencia a la
terapia con este anticuerpo 2°. El Duligotuzumab es un anticuerpo de accion dual
dirigido a EGFR y HER3. En un ensayo clinico donde se compara la eficacia del mismo
frente al cetuximab en combinacion con FOLFIRI (un quimioterapico basado en
Irinotecan) se ha visto que no presenta una mejora considerablemente en pacientes con
tumores colorrectales *°.

Otro ejemplo de terapias dirigidas a la familia de EGFR son los inhibidores del
dominio tirosina quinasa (ITK) de estos receptores. EI Neratinib es un inhibidor
irreversible del dominio tirosina quinasa de EGFR, HER2 y HER4 aprobado en 2017
por la FDA que inhibe la fosforilacion y la posterior cascada de sefializacion que
incluye a ERK y Akt 3. El Lapatinib es otro ITK de administracion oral que inhibe la
activacion de HER2 y EGFR vy la sefializacion de Akt y Erk 22, El Pyrotinib es un ITK
de nueva generacion frente a EGFR, HER2 y HER4 aprobado por la Administracion
Estatal de Medicamentos de China en 2018. Su mecanismo de accién reside en que
inhibe la formacion de los heterodimeros y autofosforilacion de los receptores,
blogueando la activacién de la cascada de sefializacion RAS/ RAF/MEK/MAPK,
PISK/AKT 3%,

Alpelisib es un inhibidor del fosfatidilinositol 3 Quinasa (PI3K) que ha
demostrado ser eficaz en combinacién con Fulvestrant, un antagonista de los receptores
de estrégenos, para el tratamiento de tumores de mama positivos para receptor de
estrogenos (ER+), negativos para HER2 y con mutaciones en la ruta PI3K. Fue
aprobado por la FDA en mayo de 2019 3233,

El desarrollo de estas terapias dirigidas ha permitido que se mejoren eficacia de
los tratamientos y el aumento de ratio de supervivencia, pero sigue siendo necesario y
urgente el desarrollo de terapias dirigidas a diferentes dianas moleculares y que prueben
ser eficaces, ya que el uso de quimioterapicos citotoxicos como el cisplatino, o el
placlitaxel presenta una gran variedad de efectos secundarios que van desde la pérdida
del pelo y los vémitos, hasta las mas graves como hepatotoxicidad, cardiotoxicidad o

inmunodepresion y no siempre son un tratamiento eficaz.

12
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Este trabajo desarrolla una terapia dirigida frente a células tumorales que
presenten sobreexpresion o aumento de cualquiera de los cuatro tipos de receptores de
la familia EGFR, demostrando ser eficaz en células tumorales y evitando los efectos

secundarios devastadores de la quimioterapia en las células sanas.

13
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3. Nanotecnologia y nanomedicina

La Nanociencia es la convergencia de los conocimientos de la ciencia de
materiales, la quimica, la fisica y la biologia, que permite el estudio de materia y
estructuras a escala nanométrica, es decir, cuando al menos una de sus dimensiones es
inferior a una micra, y mas en concreto se encuentra entre 1 y 100 nm. La tecnologia
que utiliza las aplicaciones practicas de la nanociencia para observar, medir, manipular
y sintetizar materiales a escala nanométrica es la llamada Nanotecnologia 4. Los
materiales a escala nanométrica pueden tener propiedades y comportamientos
completamente diferentes a los que poseen a escala macroscopica. Una de las
principales ventajas que ofrecen estos nanomateriales es que la relacion
superficie/volumen aumenta de forma exponencial, de manera que a medida que

disminuye el tamafio de la particula, aumenta el area superficial del mismo *°.

Richard Feynman, galardonado con el Premio Nobel de Fisica, introdujo el
concepto de la nanotecnologia en 1959 en el encuentro anual de la Sociedad Americana
de Fisica, durante su discurso titulado “There is Plenty of Room at the Bottom”
(Feynman, 1959). Feynman dijo “;Por qué no podemos escribir los 24 tomos de la
enciclopedia britanica en la cabeza de un alfiler?” y esbozd la idea de construir
pequefias maquinas capaces de “organizar los dtomos de la manera que queramos”.
Quince afios después, Norio Taniguchi, fue el primer cientifico en describir y definir el
término ‘“‘nanotecnologia” en 1974 como el proceso de separacion, consolidacion y
deformacion de los materiales atomo por atomo *’. Més tarde, Eric Drexler en su libro
“Engines of Creation: The coming Era of Nanotechnology” publicado en 1986, describe
la idea de crear maquinas a escala nanométrica que operen a escala molecular %%, A
partir de entonces la teoria de la “ingenieria molecular” comienza a captar el interés de
los investigadores y se empiezan a desarrollar y describir diferentes posibilidades de
sintesis de nanoestructuras, las cuales se pueden englobar en dos categorias: top-down y

bottom-up .

En la figura 5 se describen algunos de los métodos empleados en la sintesis de
nanoestructuras y el concepto general de top-down y bottom-up. La técnica top-down

(de arriba abajo) consiste en la reduccion de materia prima para conseguir particulas a

14
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nanoescala. Esto se consigue mediante procesos mecanicos, térmicos, Opticos,
pulverizacion o grabado quimico. Con técnicas como la litografia, que permite esculpir
materiales a través de la exposicion a la luz ultravioleta, iones o electrones, y por la
deposicion de otros materiales en la superficie del material a esculpir . La técnica
bottom-up (de abajo a arriba) se basa en el ensamblado de estructuras nanométricas a
partir de precursores moleculares o atomicos. Los procesos mas utilizados suelen ser la
condensacion atdbmica o molecular, la reduccién bioldgica, deposicion de vapor, sintesis

quimica o electroquimica y la tecnologia Sol-Gel.

Materia Prima (Macroscopica) Nanoparticulas

c .
p 3 Deposicion de
rocesos 3 R
Mecanicos S
S
=
Procesos Sol-Gel
Térmicos
EE— Sintesis Nanoparticulas Quimica/
Opticos Electroquimica
= - m Ao -
Pulverizacion ) Bio-reduccion
~
3
Condensacion
e < atomica
quimico o

N

Nanoparticulas

Atomos & moléculas

Figura 5. Esquema del concepto de los procesos top-down y bottom-up y algunos
ejemplos de sintesis. Adaptado de Bayda et al. (2019)
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La nanociencia ha permitido el desarrollo y el avance en multitud de campos
diferentes como la electronica, la industria de materiales, la energia o la medicina. La
aplicacion de los conocimientos de la nanociencia al campo de la medicina se conoce
como nanomedicina “* que es la aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la
salud, se utiliza para diagnostico, monitorizacion, tratamientos, prediccion y prevencion
de enfermedades **. Asi, los nanomateriales se pueden usar como agentes de contraste,
agentes terapéuticos, 0 como sistemas de entrega de farmacos o genes *°. El pequefio
tamafno de los nanomateriales hace que presenten una gran fraccion de atomos en
superficie, una alta energia superficial y gran confinamiento espacial, caracteristicas que
normalmente no existen en la correspondiente materia prima a escala macroscopica *°.
Pero para trasladar estas propiedades al uso clinico es necesario un conocimiento
detallado de las propiedades quimicas y fisicas de estos nanomateriales, asi como su
farmacocinética y el comportamiento en el cuerpo, incluyendo su biodistribucion,

toxicidad y biocompatibilidad 4.

El desarrollo de nuevos nanomateriales y su uso en biomedicina han recibido
mucha atencion estos Gltimos afios y se han hecho avances significativos en la sintesis
de nanomateriales con geometria controlada, las propiedades fisico-quimicas, carga
superficial, y la transformacion de superficie con polimeros bioactivos “® que estan
permitiendo el desarrollo de a una nueva generacion de vehiculos de compuestos
dirigidos, agentes de contraste y dispositivos de diagndstico. Muchos de los cuales estan
en fase clinica o incluso ya aprobados por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (FDA) de Estados Unidos o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)

para su uso en humanos 7.

Una metodologia emergente es el uso de nanodispositivos multifuncionales
basados en nanoparticulas para dirigir tratamientos antitumorales de forma selectiva
hacia las células cancerigenas. Las caracteristicas ideales de estos dispositivos deben
incluir: una buena biocompatibilidad, vida media en circulacion en el torrente sanguineo
prolongada, ser biodegradables, no toxicos y altamente eficientes. Esto se consigue
ajustando el tamafio de la nanoparticula, usando materiales biocompatibles y
modificando la superficie de las mismas para dirigirlas especificamente a determinados
tipos celulares o tejidos “8. Estas terapias dirigidas suelen ser mas eficaces que algunos
tratamientos convencionales ya que la administracion sistémica e inespecifica de

farmacos quimioterapéuticos puede asociarse con el riesgo de toxicidad sistémica*.
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Existen dos tipos de direccionamiento en el uso de nanodispositivos para terapias
dirigidas: el direccionamiento activo y pasivo y sus mecanismos se muestran en la
Figura 6. Las nanoparticulas generalmente se pueden concentrar en el area del tumor
debido a la hipervascularizacion del tejido tumoral. Las paredes de estos capilares no
estdn completas o presentan poros por los que pueden penetrar moléculas de gran
tamario, esto se conoce como efecto mejorado de permeabilidad y retencion (EPR) 400,
El efecto EPR facilita la llegada de nanovectores a los alrededores tejido tumoral, esto
se denomina direccionamiento pasivo. *#, Los nanovectores, cuando llegan al entorno
tumoral, pueden liberar el farmaco en el exterior celular o entrar en la célula por
endocitosis y liberarlo dentro. Esto hace muy atractivos a los nanosistemas dirigidos ya
que aprovechan las anomalias vasculares provocadas por el tumor independientemente

de si estan dirigidos o no °1,

El direccionamiento activo consiste en dirigir los nanodispositivos hacia el tumor
y a las células tumorales , esto se consigue modificando su superficie para acoplarles
ligandos direccionamiento que pueden ser anticuerpos, factores de crecimiento,
transferrina, citoquinas, folatos y lipo-proteinas de baja densidad (LDL) °2. Las
nanoformulaciones dirigidas especificamente al tumor, en comparacién con los
tratamientos convencionales, exhiben mejor control de la libracion del farmaco, lo que
conlleva a una mejora de la biodisponibilidad y mayor accion del principio activo.
Ademas, se ha visto que pueden inducir una mejor supresion del crecimiento del tumor,
prolongando la supervivencia de los pacientes con cancer, ya que maximiza los efectos
citotoxicos en las células cancerigenas y evita los efectos secundarios en el resto del

organismo.

Direccionamiento Pasivo p* L, Direccionamiento Activo
B T

®

O O Tejido Tumoral ﬁ‘ ij.
- momom = = mUm ==

® 0" @ .. W

Vaso sanguineo

Tejido normal

Figura 6. lustracion esquematica de las diferencias del direccionamiento pasivo y activo

de los nanodispositivos y la liberacion del farmaco.
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e Nanoparticulas magnéticas

De los muchos tipos de nanoparticulas que existen, en este trabajo nos vamos a
centrar en las nanoparticulas magnéticas (NPMs) pues poseen una caracteristica
especial: pueden ser manipuladas por un campo magnético externo. Debido a esta
propiedad, y al enorme partido que se le puede sacar en aplicaciones de distinta indole,
las NPMs han suscitado un gran interés en multitud de campos tales como, por ejemplo,

la ingenieria, la biotecnologia, la medicina o la proteccion del medio ambiente 34°3-%,

Las NPMs estan formadas por materiales tales como hierro, niquel, cobalto y sus
Oxidos. De entre ellas, las nanoparticulas superparamagnéticas de 6xidos de hierro
(SPIONs de sus siglas en inglés), principalmente magnetita (Fe30Oa), la maghemita (y-
Fe>03), tienen un especial interés debido a sus propiedades Unicas tales como el
superparamagnetismo, la elevada relacion superficie/volumen, su facil separaciéon y

purificacion y su baja toxicidad .

El magnetismo es el resultado de un movimiento de eletrones y de las propiedades
magnéticas de los materiales dependen, principalmente, del movimiento de esos
electrones. Las sustancias se clasifican en tres categorias dependiendo de su
comportamiento al ser sometidas a un campo magnético: paramagnéticas, diamagnéticas
y ferromagnéticas. Las sustancias paramagnéticas son atraidas débilmente hacia la zona
del campo magnético; las sustancias diamagnéticas son repelidas débilmente; y las
sustancias ferromagnéticas son atraidas fuertemente hacia la zona del campo magnético
mas intenso.

Las sustancias ferromagnéticas como el Fe, Co y Ni, son capaces de convertirse
en imanes permanentes cuando se las somete a un campo magnético externo, y su
estado de magnetizacion perdura cuando este desaparece. Pero lo materiales
ferromagneticos se vuelven inestables cuando sus dimensiones se reducen por debajo de
cierto tamafio (alrededor de 15nm), ya que el aumento de la energia superficial
proporciona a los dominios la energia suficiente como para invertir las direcciones de la
polarizacion, transformado el material ferromagnético en paramagnético. Sin embargo,

el comportamiento de los materiales ferromagnéticos llevados a escala nanométrica
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difiere del de los materiales paramagnéticos convenciones, Yy, para diferenciarlos, se les
da el nombre de superparamagnéticos. Las nanoparticulas superparamagnéticas son
atraidas por un campo magnético (Fig 7), pero no retienen el magnetismo residual
después de retirarlo; es decir, en ausencia de un campo magnético externo, el
comportamiento magnético desaparece rapidamente °®°7. La magnetizacion nula o
despreciable de las SPIONS es una de las propiedades interesantes que poseen, ya que

evita su agregacion °8.

Figura 7. Comportamiento superparamagnético de las SPIONS en agua, en ausencia de

campo magnético (izquierda) y en presencia de un campo magnético (derecha).

Un problema asociado a los materiales a escala nanométrica es su inestabilidad:
tienden a formar agregados con el fin de reducir la energia asociada debido a la gran
relacién superficie/volumen que presentan estos materiales. Las nanoparticulas no se
usan en estado solido, sino que estan dispersas en un medio, formando lo que se
denomina una suspension coloidal, también Ilamado coloide, que es un sistema
heterogéneo formado por dos fases, la fase que esta en mayor cantidad se denomina fase
o medio dispersante, y la que estd en menor cantidad se denomina fase dispersa. Las
nanoparticulas en una suspension coloidal estan sometidas a fuerzas de atraccion y
repulsion entre si y con el medio, existiendo un balance entre dichas fuerzas. En
determinadas circunstancias este balance puede desequilibrarse y dar como resultado
que las nanoparticulas se acerquen y adhieran unas a otras, formando pequefios
agregados, o fléculos, cuyo tamafio va aumentando progresivamente con el tiempo. Si
se permite que los agregados aumenten mucho de tamafio y se hagan densos al final los
agregados se separaran del medio dispersante por la accién de la gravedad y se

producird una separacion de fases irreversible. Por este motivo, en la mayoria de
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aplicaciones es crucial desarrollar estrategias de proteccion, ya sea durante o después de
la sintesis, para estabilizar las NPMs y evitar su agregacion. Estos enfoques pasan por la
modificacion de la superficie de la nanoparticula, ya que de esta forma no solo se
aumenta la estabilidad de las NPMs, sino que se incrementa la dispersion y la
biocompatiblidad en soluciones acuosas. Ademas, aumenta la eficacia del
direccionamiento, ya que se evita la agregacion causada por la union de los
nanosistemas a proteinas sanguineas e incrementa el tiempo de circulacion en sangre
53,55,59

Las SPIONS son biocompatibles, biodegradables y no toxicas ®-%2, Son capaces
de unirse a la hemoglobina a través de las rutas metabolicas normales y evitar la
acumulacion en el cuerpo. Pueden usarse incluso en pacientes con las funciones renales

y hepéticas mermadas °°.

e Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Existen diferentes estrategias para obtener NPMs de tamarfios definido, estables y
biocompatibles dependiendo del tipo de método de sintesis empleado (fisicos, quimicos
y bioldgicos) ©.

1) Meétodos Fisicos:

a) Meétodo de molienda de bolas/ Método mecénico: Es un método con enfoque
top-down para la sintesis de nanoparticulas a partir de material a granel. Consiste
en la molienda mecéanica del material hasta conseguir particulas finas.

b) Evaporacion laser: es un enfoque Bottom-up en que las nanoparticulas se forman
por condensacion de un liquido o un gas.

c) Metodo de cable explosivo (EWM): Es una nueva técnica fisicoquimica y es un
proceso seguro y limpio para sintetizar NPMs. Consiste en enviar un pulso de
corriente eléctrica lo suficientemente fuerte a través de un cable delgado de
algin material eléctricamente conductor.

2) Meétodos Quimicos
a) Coprecipitacion: Es el método mas utilizado para producir nanoparticulas de

tamano controlado.
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b) Descomposicion Térmica: en este método se usan precursores organometalicos
para producir nanoparticulas monodispersas bajo temperaturas extremas.

c) Microemulsion son sistemas que usan fases hidrofilicas o lipofilicas vy
surfactantes para crear las microemulsiones.

d) Sintesis Hidrotermal: este método se usa para preparar nanoparticulas en una
solucién acuosa bajo condiciones de alta presion y temperatura.

e) Sol-Gel: la quimica de este proceso implica la formacion de gel en temperatura
ambiente por reacciones de hidrdlisis y condensacion de alcoxidos metalicos.

3) Métodos bioldgicos: La sintesis biolégica es un método bien conocido para
sintetizar NPMs mediante el uso de organismos vivos como plantas vy

microorganismos (hongos, virus, bacterias y actinomicetos).

De entre todos ellos, el método mas usado, y el que hemos seguido en este trabajo
es el de coprecipitacion de sales de hierro en condiciones alcalinas descrito inicialmente
por Massart ®. Este método, a diferencia de los otros, permite el uso de materiales y
procedimientos mas sencillos y es el mas usado para aplicaciones biomédicas. La
sintesis de NPMs mediante coprecipitacion de sales de hierro es un método comodo y
barato y con unos rendimientos altos. Este método consiste en la mezcla de iones férrico
(Fe**) y ferroso (Fe?*) en una proporcion molar 1:2 en disoluciones. Durante el proceso,
la composicion de las MNP, el tamafio y la forma de las particulas puede verse afectada
por factores tales como el tipo de sal empleada (Cloruros, sulfatos, nitratos etc.), la
proporcion de iones férrico y ferroso, el pH o la temperatura de reaccién. Una de las
ventajas de este método es que las nanoparticulas obtenidas son hidrofilicas, y, por

tanto, estables en medios acuosos.

e Nanoparticulas Magnéticas en nanomedicina y cancer

El perfeccionamiento de los nuevos nanomateriales en general, y nanoparticulas
magnéticas en particular, esta permitiendo el desarrollo de nuevas aplicaciones en
nanomedicina. Las NPMs se han implementado para su utilizacion como agentes de
contraste en imagenes de resonancia magnética (RMN) para el diagndstico de

enfermedades como esclerosis multiple e infartos de miocardio ®°. Actualmente el

21



Capitulo 1 Introduccion

agente de contraste mas utilizado en el mercado es ferumoxytol (Feraheme®) %%’ que
ademéas se usa para tratar la anemia por deficiencia de hierro en pacientes con
enfermedad renal crénica. Este es buen ejemplo del uso de NPMs para la teragnosis, que
consiste en la combinacion entre terapia y diagnosis. En un proceso simultaneo se puede
detectar y tratar una enfermedad. La nanoteragnosis es uno de los hitos mas aclamados
de la nanomedicina %. Se ha implementado su uso no solo en cancer si no en otras
muchas enfermedades como neurodegenerativas, autoinmunes y cardiovasculares. Hay
varios tipos de NPMs que se pueden utilizar para la teragnosis del cancer. Entre otras,
estan las nanoparticulas recubiertas de silice, las nanoparticulas lipidicas o tipo vesicula,
las revestidas con polimeros o las SPION *°. Se pueden modificar para que sean capaces
de transportar moléculas pequefias tales como proteinas 0 ARN a determinadas
regiones. Las SPIONS se han usado para diferenciar nédulos cancerigenos de los sanos
mediante imagen de resonancia magnética y tratarlos mediante hipertermia para
destruirlos. La terapia hipertérmica magnética usa un campo magnético alterno de alta
frecuencia sobre las NPMs y las calienta para que a su vez eleven la temperatura del
tejido en el que se encuentran (por encima de 42°C) para provocar la muerte celular y la
destruccion del tumor >°. Ademas, la terapia hipertérmica magnética no solo induce la
apoptosis, si no que provoca que las células tumorales estén mas susceptibles a la

radioterapia o quimioterapia .

Una de las aplicaciones mas prometedoras de las nanoparticulas magnéticas en
biomedicina es el desarrollo de nanosistemas de direccionamiento de farmacos usando
NPMs. Este tipo de sistemas presenta una serie de ventajas que incrementan su poder de

accion:

- Se pueden manipular mediante un campo magnético externo, por lo que se
pueden dirigir facilmente a la zona del tumor.

- La superficie de las NPMs puede ser modificada para direccionar los
nanosistemas mediante el uso de ligandos de direccionamiento, tales como
anticuerpos frente a determinados receptores que estéen sobreexpresados, 0
ligandos de receptores que sean especificos del tejido.

- Pueden recubrirse con diferentes moléculas para evitar la pérdida del farmaco y
aumentar su vida media en sangre, evitar la agregacion en el torrente sanguineo
por la unién a proteinas de la sangre y su posterior eliminacion o pasar

desapercibidas para el sistema inmunitario.
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- Las NPMs pueden usarse para tratar las zonas tumorales mediante hipertermia

magnética.

Gracias a estas ventajas se pueden solventar algunos de los grandes problemas en
los tratamientos del cancer como son la corta vida media en sangre, la poca solubilidad
en soluciones acuosas, y los efectos secundarios adversos. Con la encapsulacion de
farmacos en nanosistemas dirigidos basados en NPMs se puede incrementar la duracién
de la vida media del farmaco, evitar las pérdidas del mismo antes de poder llegar al
tumor, aumentando asi su duracion y efecto. Ademas, al estar dirigidos hacia células

tumorales, se evitan los efectos secundarios o toxicidad inespecifica.

Este trabajo se centra en el desarrollo de nanosistemas de direccionamiento
basados en SPIONs dirigidos hacia células tumorales con sobrexpresion de receptores
de la familia de EGFR (HER) para tratarlos con Camptotecina (CPT), un agente
quimioterapico que bajo las dosis adecuadas induce la muerte celular por apoptosis, un
tipo de muerte celular menos agresiva e inflamatoria. A pesar de su gran potencial como
agente quimioterapéutico, la CPT presenta una baja eficacia antitumoral debido a su
baja solubilidad en agua y su inestabilidad quimica. Se han creado derivados de la CPT
con una solubilidad y estabilidad mejorada, sin embargo han demostrado tener mucha

menos actividad en comparacion con la CPT ©°.
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4. Sistema expresion de vectores baculoviricos (BEVS)

Los baculovirus (familia Baculoviridae) pertenecen a un grupo diverso de virus
que infectan a muchas especies diferentes de insectos. Las cepas de estos virus son
altamente especificas de las especies a las que infectan y no se conoce propagacion a
cualquier otro huésped no invertebrado, una caracteristica que hace al sistema de
expresion baculovirico la plataforma ideal para su uso en el desarrollo de nuevo

farmacos '°.

Los baculovirus que infectan lepidopteros son los mas extensamente descritos.
Presentan un genoma circular de ADN de doble cadena contenido en una nucleocapsida
(NC) de forma de baston. EI nombre baculovirus hace referencia a la morfologia de las
particulas virales cuyo tamarfio oscila entre los 30-60 nm de ancho por 250-360 nm de

largo, dependiendo del tamafio del genoma.

La familia Baculoviridae a su vez se divide en dos subfamilias: Eubaculovirinae
(baculovirus ocluidos) y Nudibaculovirinae (baculovirus no ocluidos). La primera
subfamilia produce estructuras cristalinas llamadas ‘“cuerpos de oclusion” (OB, del
inglés Occlusion Bodies) y a su vez se puede subclasificar en dos géneros: virus de la
granulosis (GV por Granulovirus) y virus de la poliedrosis nuclear (NPV por
Nucleopoliedrovirus), que se distinguen segln la proteina mayoritaria que conforma los
cuerpos de oclusion. Los NPV presentan cuerpos de oclusion (OB) (Figura 8) de un
tamafio aproximado de unas 3 um y cuya proteina mayoritaria es la poliedrina, y los del
género GV se caracterizan por producir cuerpos de oclusion (OB) mas pequefios, de
geometria ovoide de unas 0,5 um que normalmente contienen un solo viridon y cuya

proteina mayoritaria es la granulina .

Los Nucleopoliedrovirus (NPV) se subdividen segin el nUmero de nucleocapsidas
que contienen: MNPV (del inglés Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus) para aquellos
que contienen multiples nucleocapsidas empaquetadas dentro de una membrana comun

y SNPV (del inglés Single Nuclear Polyhedrosis Virus) si contienen una sola.

La capacidad de los baculovirus de replicarse eficientemente dentro del
hospedador y diseminar la infeccion dentro de una poblacién de insectos se debe

principalmente a la existencia de dos fenotipos de particulas infectivas dentro del ciclo
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de vida del virus "°: virus ocluidos (ODV del inglés Oclusion-Derived Virus) y virus
brotantes (BV, del inglés Budded Virus) (Figura 8). Los ODV son embebidos por una
matriz cristalina de poliedrina que forman los cuerpos de oclusion (OB) y son los
responsables de la transmisién horizontal de la enfermedad entre los individuos
susceptibles de una poblacion. Los BV son los responsables de la transmision de la
infeccion de una célula a la otra y de un tejido a otro dentro del mismo insecto " (Figura
8).

Baculovirus

Virus brotantes (BV) Virus ocluidos
. (opv)

Tapa céapsida

Cuerpos de
oclusion (OB)

Envuelta de
glicoproteina gp64

/
Nucleocapsida

Matriz de poliedrina

Base Capsida

Figura 8. Morfologia de los baculovirus ocluidos subfamilia Eubaculovirinae

El virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcMNPV) es la
cepa mas estudiada de los Baculovirus °. Su genoma ha sido mapeado y secuenciado
totalmente. Debido a la flexibilidad de las nucleocépsidas, las particulas de baculovirus
recombinantes pueden albergar grandes secuencias de ADN foraneo, por lo que es un

buen candidato para la produccion de proteinas recombinantes.

A diferencia de la mayoria de otros virus de ADN, la expresién de genes del
baculovirus ocurre en cuatro fases 73: fase inmediata, temprana, tardia y muy tardia. En

la fase inmediata, la ARN polimerasa Il codificada por el hospedador, transcribe los
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genes tempranos que activaran posteriormente a los genes tardios. En la fase temprana
se transcriben los genes que codifican las proteinas necesarias para la replicacion del
ADN vy la expresion génica tardia, incluyendo la ADN polimerasa, la helicasa, una de
las cuatro subunidades de ARN polimerasa viral, y los factores esenciales tardios. Las
proteinas que impiden los mecanismos de defensa del hospedador, como los inhibidores
de la apoptosis, también se producen en la fase temprana. En la fase tardia el ADN se
esta replicando y las proteinas necesarias para el ensamblaje del virién y de los virus
brotantes (BV) se producen, incluyendo la nucleocépsida viral y las proteinas de la
envuelta. En la fase muy tardia los viriones se ocluyen y dos proteinas, la poliedrinay la
proteina P10, se producen en grandes cantidades. La poliedrina forma la matriz de los
cuerpos de oclusion OB en el que los viriones estan incrustados, mientras que P10 esta
involucrada en la liberacion de los OB del ndcleo de las células infectadas hacia el final
de infeccion. Los promotores de la poliedrina y P10 son los que se usan para la

produccion de proteinas recombinantes en grandes cantidades.

Los vectores baculoviricos se usan en combinacion con células de insectos o
larvas para producir este tipo de proteinas. Este sistema es capaz de realizar las
correctas modificaciones postransduccionales en comparacién con los sistemas de
expresion procariotas. Las células de lepiddptero usadas en el sistema de produccién
baculovirico son faciles de crecer y de mantener, no necesitan CO», pueden crecer en
medio sin suero y los cultivos son facilmente escalables. Ademas, los lepiddpteros estan

libres de patdégenos humanos.

Cabe destacar el uso de la secuencia de la bombixina en el disefio de secuencias
para expresion de proteinas recombinantes en el sistema de expresion baculovirico. La
bombixina es un péptido cerebral de la polilla de seda Bombyx mori. Esta hormona se
segrega en las células neurosecretoras de Bombyx . El precursor de este péptido tiene
homologia con las proteinas de la familia de la insulina de los vertebrados ™. Al ser un
péptido pequefio que se secreta al medio extracelular, la secuencia de este péptido se
afiade en multitud de disefios de secuencias para producir proteinas recombinantes en el
sistema de produccion baculovirico, ya que puede favorecer que la célula secrete la
proteina al medio extracelular y asi simplificar el proceso de purificacién de la proteina

recombinante 374,

Las proteinas producidas mediante este sistema se usan para estudios funcionales
0 preparacién de vacunas. La primera vacuna producida en el sistema de expresion de
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baculovirus, que se aprobd y comercializo, se dirige contra la peste porcina clasica o la
fiebre porcina (Intervet) la cual va acompafiada de una prueba seroldgica %73 que
también se produjo en este sistema, permitiendo asi la discriminacion entre animales
infectados y vacunados (de ahi el nombre de la vacuna DIVA o vacuna marcadora). La
primera vacuna para humanos producida en el sistema de expresion baculovirico es la
que protege contra el cancer cervical (Glaxo-SmithKline). Recientemente se estan

desarrollando baculovirus como vectores de terapia génica para su uso en humanos "®-'8,
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1. Materiales

A continuacion, se detallan los materiales usados en este proyecto:

Células competentes: E.coli DH5a (ThermoFisher).

Vector de transferencia pVL1392 y pBAC4x-1 (GeneArt Invitrogen).
MV-DNA: ADN lineal de AcCMNPV. (GeneArt Invitrogen).

LB (Lennox).

Bacto Agar (BD).

Cebadores (Eurofinsgenomics).

Taq Polimerasa (Bioline).

Anticuerpo anti StrepTag® HRP Conjugate, (Merck Millipore).
Anticuerpo Anti -EGFR (528) AF488 sc - 120 (Santa Cruz Biotechnology).
Anticuerpo StrepMAB - Classic Chromeo 488 (Iba Lifesciences).
Coomassie Blue (Bio-Rad).

Enzimas de restriccion: Notl, Xmal, Xhol, BamHI, Bglll y Xbal
(ThermoFisher).

Ligasa (ThermoFisher).

Lipofectamina (Invitrogen).

Agarosa (Sigma-Aldrich).

RedSafe Reagent (Intron).

Hyperladder 1 y IV (Bioline).

Tris/Borate/EDTA 1X (Bio-Rad).

Tris/Glycine/SDS 1X (Bio-Rad).

Tris/Glycine 1X (Bio-Rad).

2-B.mercaptoetanol (Merck).

Bradford Protein assay (Bio-Rad).

Kit “Plasmid DNA Purification” (Intron).

Kit “Isolate PCR and Gel” (Bioline).

Kit High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche).

Grace's insect medium (Gibco).

Suero fetal bovino y Antibiotico (Sigma-Aldrich).

SensiMix SYBR Hi-ROX (Bioline).

31



Capitulo 2 Materiales y Métodos

e Columna de purificacion de sefarosa StrepTrap HP (Ge Healthcare)

e cloruro de hierro (1) tetrahidrato y cloruro de hierro (I11) hexahidrato (Sigma-
Aldrich).

e Acido succinico (Sigma-Aldrich).

e Poli-etilenglicol amino terminado (PEG; 1500 g/mol) (Sigma-Aldrich).

e N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorhidrato (EDC) (Alfa Aesar).

¢ N-Hidroxisuccinimida (NHS) (Alfa Aesar).

e Camptotecina (CPT) (Alexis Biochemicals).

e FITC Annexin V (BD Biosciences).

e Lysotracker Red DND - 99 (ThermoFisher).

e Cubreobjetos de vidrio de 1 mm de espesor Goldseal No.1 (ThermoFisher).

e Medio de montaje para fluorescencia VECTASHIELD® (Vector Laboratories).
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2. Obtencion de los ligandos de direccionamiento

e Disefo de las secuencias

A partir de la bibliografia cientifica consultada se disefian las secuencias de ADN
que darén lugar a las proteinas de interés y se recurre a un servicio externo (GeneArt

Invitrogen) para su sintesis quimica.

Para poder extraer las secuencias de interés e introducirlas en los vectores de
transfeccidn, dichas secuencias se disefian con regiones de restriccion flanqueantes para
asegurar la extraccion de la secuencia completa y su correcta insercion en los vectores.

Ademas, se afiade una secuencia de un péptido de secrecion, bombixina.

e Preparaciones de Vectores

Los vectores con las secuencias se amplifican mediante transformacion bacteriana,
a partir de bacterias competentes. Se utiliza la cepa de E.coli DH5a tratadas por choque
térmico para que posean un alto nimero de poros en su membrana que las hacen muy
permeables permitiendo que el ADN exd6geno entre y se replique con mayor
rendimiento. Para ello se utilizan 100 ng de secuencia de interés y 50 pl de cultivo de
bacterias de DH5a (eficiencia de transformacion de 1.5 108 t/ul). El procedimiento fue
el siguiente: 30 minutos en hielo, después se aplica un choque térmico a 42°C durante
30 segundos y de nuevo 5 minutos en hielo. Se afiaden 3 pl de glucosa 50% y 800 pl de
LB liquido y se incuba durante una hora a 37°C en agitacion para mejorar la insercion
del ADN en la bacteria. Posteriormente se realiza la siembra en las placas de LB sélido
suplementado con antibiotico selectivo especifico. Se siembran diferentes cantidades de
la transformacion y se incuban boca abajo a 37°C durante 15 horas.

Las colonias que han aparecido se pican y se lleva a cabo su sobrecrecimiento en
medio liquido, 10 ml de LB liquido suplementado con el antibidtico que corresponda y
se incuban a 37°C durante toda la noche (15h). De los cultivos de bacterias obtenidos se
extrae el ADN para comprobar que los insertos de interés se han amplificado y poder

aislarlos de los vectores mediante cortes con sus respectivas enzimas de restriccion. Se
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utiliza el kit “Plasmid DNA Purification” de Intron siguiendo las indicaciones del

fabricante. EI ADN obtenido se cuantifica en el equipo Nanodrop (ThermoFisher).

Las secuencias de interés se aislan y se linearizan los vectores mediante una
digestion multiple con las enzimas de restriccion. Las enzimas utilizadas son: Notl,
Xmal, Xhol, BamHI, Bglll y Xbal (ThermoFisher). Siguiendo las indicaciones del
fabricante se digieren las secuencias y los vectores. Posteriormente se realiza una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE para comprobar las bandas

obtenidas por la accion de las enzimas de restriccion.

Las bandas correspondientes a las secuencias de interés y a los vectores
linearizados se aislan del gel para extraer el ADN del gel. Se usa el kit “Isolate PCR and
Gel” de Bioline de purificacién de ADN siguiendo las indicaciones del fabricante. El
ADN obtenido se cuantifica en el equipo Nanodrop (ThermoFisher).

Se ligan las secuencias de interés con el vector correspondiente. Se utiliza la T4
Ligasa (ThermoFisher) siguiendo las indicaciones del fabricante. El producto de
ligacion se somete de nuevo a un proceso de transformacién bacteriana para amplificar
los vectores de transfeccion. Una vez obtenidos los cultivos de bacterias en LB liquido
se extrae el ADN de dichos cultivos y se realizan una PCR con cebadores especificos y
el kit MyTaqg™ DNA Polymerase (Bioline) para comprobar que los fragmentos
obtenidos corresponden a los vectores que portan las secuencias de interés. Se usa un
termociclador con el siguiente programa: 1 ciclo 2 min 95°C; 26 ciclos de 45s 95°C, 1
min 52°C, 3,5 min 72°C; 1 ciclo 10 min 72°C.

e Obtencion Working Viral Bank (WVB)
En este apartado se explica el proceso de creacion del Working Viral Bank
(WVB) o virus de trabajo.

En primer lugar, se realiza una cotransfeccion en células de insecto Sf21 (celulas
de ovario Spodoptera frugiperda) sembradas en placas de 6 pocillos. Para dicho

procedimiento se usa una mezcla que contiene:

. Lipofectamina, es un agente muy utilizado en las transfecciones ya que tiene la

capacidad de abrir poros en la membrana.
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. El producto obtenido tras la ligacion y posterior amplificacion, el vector con la

secuencia incorporada.

. ADN lineal de Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(ACMNPV).

Todo esto se mezcla en 1 ml de medio sin suero ni antibiotico y se afiade a los
pocillos donde las células se encuentran en un alto porcentaje de confluencia (70-80%).
Tras 5 horas de incubacion a 28°C en oscuridad se afiade 1 ml de medio suplementado
con antibiotico y suero (10%) y se incuban durante 5 dias bajo las mismas condiciones

(28°C, oscuridad) ya que los virus son fotosensibles

A los 5 dias de incubacion se recogen las células de los pocillos, se centrifugan
durante 5 minutos a una velocidad de 800 xg y se recoge el sobrenadante, que es donde
estan los virus que se han formado, esto se denomina P0O. Se necesita amplificar esa
cantidad de baculovirus producida. Para ello se realiza una segunda infeccion en células
para amplificar la cantidad de virus con una multiplicidad de infeccion (MOI) < 1. (100
uL del sobrenadante obtenido se afiaden a un Flask T75 cm2 con células Sf21 con un
alto porcentaje de confluencia). Se incuban durante 5 dias a 28°C y en oscuridad. Se
recogen de nuevo las células, se centrifugan 5 min a 800xg y se preserva el

sobrenadante donde estan los virus, esto se denomina P1.

La multiplicidad de infeccion (MOI) es la cantidad de genomas virales que hay
para infectar las células. Se usa una MOI baja (<1) cuando queremos replicar los virus,
para que las células no sufran dafio en exceso por la infeccion, pero que el virus no sea

capaz de replicarse. Se usa una MOl alta (>1) para producir las proteinas de interés.

Para la caracterizacion de los virus de trabajo mediante RT-gPCR y secuenciacion
Sanger. Se extrae el ADN viral con el kit de extraccion de ADN “High Pure Viral

Nucleic Acid Kit” (Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante

Se realiza una RT-qPCR para titular los virus y calcular las unidades formadoras
de placas por mililitro (pfu/ml) utilizando el método de Hitchman (Hitchman, Siaterli,
Nixon, & King, 2007). Se usa el kit “SensiMix SYBR Hi-ROX” de Bioline. Se prepara
una mastermix que contiene 12,5 pl de SYBR, 2 ul de cada cebador a 100 nM, 2,5 ul de
agua libre de proteasas por cada muestra. En cada pocillo se afaden 19 pl de la

mastermix y 1 ul de ADN. Se usa un termociclador 7900HT de ThermoFisher con el
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siguiente programa: 1 ciclo 10 min 95°C; 36 ciclos 15s 95°C, 30s 52°C y 30s 72°C; 1
ciclo 15s 95°C; 1 ciclo 20s 60°C; 1 ciclo 15s 95°C.

Para la secuenciacion Sanger se realiza una PCR con cebadores especificos y el
kit MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline). Se us6 termociclador de Bio-Rad con el
siguiente programa: 1 ciclo 2 min 95°C; 26 ciclos de 45s 95°C, 1 min 52°C, 3,5 min
72°C; 1 ciclo 10 min 72°C.

Los cebadores que flanquean las secuencias y cebadores internos de la secuencia.
Los cebadores utilizados para la RT-gPCR son los siguientes:

Primer Fw 5° — CGGCGTGAGTATGATTCTCAAA- 3’

Primer Rv 5 — ATGAGCAGACACGCAGCTTTT-3’

Los cebadores utilizados para la PCR y la secuenciacion son los siguientes:

Para pVL1392 (NRG):

PolH Fw 5° — AAATGATAACCATCTCGC- 3°
PolH Rv 5° — CAACAACGCACAGAATCTAGC- 3’
Para pBAC4X-1:

EGFR_L PolH_Fw_Rv 5’ - CCATCTCGCAAATAAATAAGTA-3’
1629DWN  5° - CTGTAAATCAACAACGCACAG- 3’

EGFR_P PolH_Left_Fw 5 - AGTCCCCCTTGTTGTAAGTG- 3’
AS603UTR  5°-GTCTATCAATATATAGTTGCT- 3’

e Infeccion de células y Produccion de Proteinas

Para producir las proteinas de intereés, las células y las larvas se infectaron con una

multiplicidad de infeccion (MOI) => 5.

Para las células se sigui6 el mismo protocolo de la obtenciéon del WVB, 5 dias en

oscuridad a 28°C.
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La infeccion de larvas de Trichoplusia nii con los virus de trabajo, se realiza con
una dosis de 3ng del virus de trabajo y un volumen final de 10 pl. Utilizando una
jeringa Hamilton, se administran los 3ng por via parenteral, en la parte ventral del
insecto entre los anillos 2-3 més cercanos a la parte posterior del mismo. Se infectan un
total de 40 larvas de cada uno de los virus de trabajo, ademas se inoculan 5 larvas
control con medio de cultivo, estas larvas serviran como control de inyeccion (y dos
larvas sin inocular, como segundo control (negativo). Una vez inoculadas, las larvas se
incuban con temperatura (26°C +-2) y humedad (75%-+5) controladas durante 5 dias.
Se realiza un seguimiento diario donde se comprueba que las larvas infectadas con el
virus de trabajo poseen signos y sintomas asociados a la infeccion y los controles por el
contrario no. Transcurridos los 5 dias, se recogen las larvas en tubos de centrifuga, de 5
en 5, indicando peso medio y peso total. Se revisan también las larvas controles, que
Ilegan a su estadio final de pupa. Las larvas se congelan rapidamente metiendo el tubo

en nitrogeno liquido y se almacenan a -80°C hasta su posterior procesamiento.

Para solubilizar las proteinas probamos con dos tipos de buffer diferentes, uno de
matriz TRIS (100mM Tris, 150mM NaCl) a un pH de 8.5 y otro de matriz Citrato
(50mM de Sodio Monocitrato, 150 mM NaCl) a un pH de 5.5. Como solubilizadores se
probaron diferentes compuestos:

e CHAPS al 0.5% de concentracion peso/volumen, un detergente zwitterdnico.
Los grupos terminales de estos detergentes contienen el mismo nimero de
cargas positivas y negativas lo que resulta en una carga neta nula ’. Este tipo de
detergentes han sido usados en la literatura para la solubilizacién de diferentes
receptores de membranas bioldgicas y son facilmente dializables .

e Sarcosyl o lauril sarcosinato de sodio al 1% de concentracion peso/volumen. Es
un surfactante anionico englobado en la categoria de detergentes i6nicos. Este
detergente se utiliza para permeabilizar las células y extraer proteinas para
técnicas como Western Blot 0 ELISA. La aplicacidn mas importante que es que
este detergente permite la solubilizacion y el correcto plegamiento de proteinas
recombinantes’®.

e Nonidet™ P 40 y Triton™ X-114 al 1% de concentracion peso/volumen. Son
detergentes no idnicos y no desnaturalizantes. Son muy similares, solo difieren
en el nimero promedio de micelas y en la distribucion del tamafio de los grupos

terminales’.
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Ademas, se usaron 20 ciclos de sonicacion de 10 segundos con intervalos de 10
segundos entre ellos. Posteriormente los extractos se sometian a un proceso de
centrifugacion de 30 min a 16.000 xg y se separaba el sobrenadante del pellet y se

guardaban las dos fracciones.

Para la purificacion de los ligandos se us6 una columna de sefarosa con resina de
Streptavidina. La purificacion se llevd a cabo en un equipo AKTA FPCL (GE
Lifesciences) con una columna de 1 ml StrepTrap HP de GE Lifesciences. Las
fracciones de elucion de los ligandos de direccionamiento se pasaron por un filtro de
centrifugacion de corte molecular Amicon® Ultra Centrifugal Filters (Merk Millipore),
para eliminar los detergentes, concentrar la muestra y cambiar progresivamente el buffer

de elucion por buffer PBS, para su uso en cultivos celulares.

Para el almacenamiento de las fracciones purificadas se alicuotaron en y se guardaron
muestras tanto a -20°C para su uso posterior como a -80°C para su conservacion durante

un largo periodo.
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3. Analisis de proteinas por Western Blotting

e Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Para determinar la concentracion de proteinas del homogenado celular se usé el
método colorimétrico de Lowry .. Para ello se realiz6 una dilucion 1/5 de la suspension
celular y, siempre por triplicado, se procedi6 a medir con un lector de placas
POLARstar Omega (BMG Labtech) 5 pL de la muestra diluida, agua destilada en el
caso del blanco, 25 pL de tartrato de cobre alcalino y 200 pL de Reactivo de Folin. Se
deja en oscuridad 30 minutos antes de su lectura a 550 nm. La cantidad de proteina se
determind mediante una recta patron realizada previamente con cantidades conocidas

(0,2-1,5 mg/ml) de albimina de suero bovina, BSA.

e SDS-Page y Western-Blotting

El analisis de proteinas presentes en las muestras celulares lisadas se realizd
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), segun el
procedimiento descrito por Laemli 8. La separacion de proteinas se resolvié en un
sistema MiniProtean Ill (BioRad) y con tampdn de electroforesis (Tris/Glycine/SDS,
BioRad), se separaron las proteinas en geles de acrilamida/bis acrilamida (BioRad),
donde el gel condensador y separador se fabricaron al 4 y 12,5%, respectivamente. La
electroforesis de las proteinas se realiz6 a 120 V en tampdn de electroforesis TGS-
BioRad (Tris/Glicina/SDS). Realizada la electroforesis, se realiz6 una transferencia a
membrana mediante el sistema Trans-Blot (SD, Semi-Dry Transfer Cell con fuente de
alimentacion BioRad Power Pac 1000) a voltaje constante 25 V y durante 45 minutos en
tampon de transferencia TG (Tris/Glycine, BioRad). Se usaron membranas de
Nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amerscham Biosciences). Una vez finalizada la
transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tifié con una solucion de Rojo Ponceau al
0.5% en acido acético al 1% para comprobar la eficiencia de la transferencia. Tras

destefiir el rojo de Ponceau con &cido acético 1% las membranas se bloquearon con
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TTBS (Tris 20mM pH 7.6, NaCl 150 mM+Twenn20 0,05%) + Leche en polvo al 0,5%

a temperatura ambiente durante 1 hora.

Para los experimentos en condiciones No desnaturalizantes (western blot Nativo) se
us6 el mismo procedimiento, salvo que todos los Buffers carecian de SDS para que no

desnaturalizara las proteinas.

e Dot-Blotting

La metodologia empleada consistio en la activacion de la membrana PVDF
(Immobilon Transfer Membranas, Millipore) con metanol durante 20 segundos. Las
muestras se colocaron directamente sobre una membrana de polivinildifluoruro PVDF
quedando las moléculas adsorbidas a la misma. Se bloquearon con TTBS (Tris 20mM
pH 7.6, NaCl 150 mM+Twenn20 0,05%+ Leche en polvo al 0,5%) a temperatura

ambiente durante 1 hora.

e Inmunotincion con anticuerpos y revelado con liquido de
electroquimioluminiscencia (ECL)

Las membranas ya bloqueadas se incubaron con los anticuerpos primarios en
agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron 3 veces durante
5 minutos con TTBS. La deteccion de la proteina se realizé por quimioluminiscencia

usando el Kit comercial Immun-Star HRP Chemiluminiscent (BioRad Laboratories).

Los anticuerpos para la deteccion de los ligandos de direccionamiento, diluidos en
TTBS + Leche en polvo al 0,5%, que se ha utilizado es el siguiente: Anticuerpo
StrepTag® Il Antibody conjugado con peroxidasa de rabano HRP, de Merk Millipore
(71591)
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4. Cultivos celulares
En este proyecto de investigacion se ha trabajado con las siguientes lineas celulares.

Fibroblastos dérmicos humanos de adulto, linea HDF; células de carcinoma

epidermiode humano, linea A431; células de carcinoma hepatocelular, linea HepG2.

Los cultivos de la linea HDF se mantuvieron en medio D-MEM 4500 mg/L de
Glucosa, L-Glutamina, Piruvato (Sigma Aldrich) suplementado con solucion de
antibioticos (Sigma Aldrich) y 20% de suero fetal bovino (FBS, Sigma Aldrich). Los
cultivos celulares de las lineas A431 y HelLa se mantuvieron en medio D-MEM 4500
mg/L de Glucosa, L-Glutamina, Piruvato (Sigma Aldrich) suplementado con solucion
de antibidticos (Sigma Aldrich) y 10% de suero fetal bovino (FBS, Sigma Aldrich).

Todos los cultivos se mantuvieron en un incubador de CO2 con atmosfera de 5% de
CO2y 95% de aire, a 37°C (Forma Scientific, CO2 Water Jacketed Incubator).

e El ensayo de reconocimiento ligando-receptor.

Las células A431 se sembraron en placas de 6 pocillos sobre un cristal
cubreobjetos a una confluencia del 50% con medio D-MEM 4500 mg/L con 10% de
FBS. Tras 24 horas, las células se inocularon con 25 pg rFab o rNRG y se incubaron
durante varios tiempos en un intervalo desde 0 a 120 minutos.

En cada uno de los tiempos se recogia el cubreobjetos con las células, se lavaba con

PBS y se procedia tal y como se describe en el apartado de inmunoflourescencia.

5. Analisis de la expresion y localizacion proteica por

inmunofluorescencia
Las células se cultivaron sobre cubres estériles en placas de 6 pocillos. Una vez

alcanzada la densidad celular deseada se fijé la monocapa celular durante 5 minutos con
una mezcla 3,8% Paraformaldehido en agua + NaOH 10uM + PBS 20X (62,4ul/ml).
Tras retirar el paraformaldehido se permeabilizaron las células con saponina 0,1% en
PBS durante 5 minutos y se lavaron 3 veces con PBS+Tween-20 (0,05%). Las muestras
ya preparadas para la inmunotincion se incubaron durante 1 hora a 37° en presencia del

anticuerpo primario (diluciéon 1:100 en PBS+Tween-20 (0,05%)). Pasado el tiempo de
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incubacion se lavaron las células 3 veces con PBS+Tween-20 (0,05%). Tras los lavados
se tifieron los nacleos con DAPI (ThermoFisher) a una concentracion 1mg/ml en
H20dd durante 5 minutos, se lavaron y se montaron los cubres sobre portas con medio

de montaje para fluorescencia (Vector Laboratories).

Los anticuerpos utilizados son los siguientes: Para la deteccion de los ligandos de
direccionamiento StrepMAB-Classic conjugado con Chromeo 488 Iba Lifesciences (2-
1544-050). Para la deteccion del receptor EGFR: Anti-EGFR (528) conjugado con
Alexa Fluor® 488 Santa Cruz Technologies (AF488 sc-120). Para la deteccion de los

lisosomas:
Lysotracker Red DND-99 ThermoFisher (L7528).

Para la visualizacion de las muestras inmunotefiidas se emple6 un microscopio
LEICA (TCS SL) o en su caso, DeltaVision system (Applied Precision; Issaquah,) con
un microscopio Olympus IX-71. Para ver DAPI, se indujo una excitacién a 350 nm
(UV), observandose fluorescencia azul a 470 nm. Para poder observar la fluorescencia
verde (excitacion 488nm) en los que casos en que fue necesario, se empled un filtro
especifico, observandose sefial a 525nm. Para la fluorescencia roja se aplicO una
excitacion a 555nm para obtener sefial a 620nm. La colocalizacion se consiguio a través

de la superposicion de imagenes.

Con el programa Image J, se cuantifico la fluorescencia de las imagenes usando el
método de la “fluorescencia celular total corregida” (CTCF por sus siglas en inglés) &
usando la siguiente formula: CTFC= Densidad Integrada — (Area de la célula
seleccionada x Media de fluorescencia del fondo).

6. Analisis celular por Citometria de flujo
Las células se incubaron con el anticuerpo Anti-EGFR (528) conjugado con Alexa

Fluor® 488 Santa Cruz Technologies segun las instrucciones del fabricante. La
deteccidn de los niveles de fluorescencia se realizé con el citbmetro FACScalibur TM
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Para la deteccion de la apoptosis se uso kit comercial (FITC Annexina V Apoptosis

Kit de BD Biosciences) segun las instrucciones del fabricante. Para diferenciar las
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células que habian perdido la integridad de la membrana plasmatica, se afiadio loduro
de Propidio (Pl) a una concentracion final de 10 pg/ml inmediatamente antes del
analisis. Las celulas apoptdticas fueron identificadas mediante citometria de flujo con el
citometro BD FACSAria Cell Sorter TM (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Los anticuerpos utilizados son los siguientes: Para la deteccion de los ligandos de
direccionamiento StrepMAB-Classic conjugado con Chromeo 488 Iba Lifesciences (2-
1544-050). Para la deteccion del receptor EGFR: Anti-EGFR (528)

7. Analisis de viabilidad celular

La viabilidad celular se determind con un test basado en la resazurina, In Vitro
Toxicology Assay Kit, Resazurin based (Sigma-Aldrich) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos hasta alcanzar la
confluencia deseada. Se afadieron los tratamientos con los nanoconjugados en
diferentes concentraciones y tiempos. Se retira el sobrenadante, se lavan los pocillos con
PBS y se afiade la resazurina. Las células viables reducen la resazurina, de manera que
se puede generar una medida cuantitativa de la viabilidad celular ya que existe una
relacion directa entre esta y la absorbancia. El célculo de la viabilidad se realiza
respecto a las células control (sin tratamiento) mediante la formula: % viabilidad = (Abs
muestra/Abs control) x 100.

8. Analisis estadistico y programas utilizados

Los resultados que aparecen en esta Tesis se expresan como la media aritmética de
las distintas repeticiones + desviacion estandar de las mismas. Los datos se analizaron
haciendo uso del programa estadistico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). El
método utilizado para evaluar la significacion de diferencias entre los resultados fue el
“test de la t de Student”, aceptando como valido un nivel de significacion de p<0,05 en

todos los casos. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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9. Sintesis de nanoconjugados

e Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro

Las nanoparticulas de oxido de hierro (magnetita; FesO4) se sintetizaron siguiendo
el método de co-precipitacion bajo condiciones alcalinas descrito por Casula 8, con

ligeras modificaciones.

Se preparan dos soluciones acuosas con cantidades estequiométricas de cloruro
ferroso FeClz (23 ml, 0,12M) y de cloruro férrico FeClz (4 ml, 1,4M). Las sales se
disuelven con la ayuda de un bafio de ultrasonidos o mediante agitacion magnética. Los
moles totales de hierro de partida son 8x10~ moles. La reaccion de co-precipitacion se
realiza al afiadir a la mezcla de sales una disolucién acuosa de hidréxido sédico (NaOH;
19 ml, 6,2M), lo que provoca que la disolucién cambie a color negro, lo que indica la
formacion de nanoparticulas de magnetita ultra pequefias (USM). Después de la adicion,
la mezcla se mantiene durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. A
continuacion, las nanoparticulas resultantes se lavan por decantacion magnética con
agua Mili-Q tres veces para obtener las USM como un polvo oscuro. En este punto, la
superficie se modifica de acuerdo con el tratamiento post-sintesis desarrollado por el
grupo de Zaderenko . Las nanoparticulas obtenidas se resuspenden en una solucion
acuosa de acido nitrico HNO3z (20 ml, 2M), se agitan a temperatura ambiente durante 30
minutos y se recogen por decantacion magnética en forma de precipitado marrdn
oscuro. A continuacion, se le afiaden 30 ml de perdxido de hidrégeno H202. (30%). La
adicién se realiza gota a gota durante 30 minutos y se mantiene en un bafio de hielo
durante 15 horas, para evitar el riesgo de proyeccién debido a la reaccion exotérmica
con el peroxido de hidrogeno. Las nanoparticulas resultantes, MagOH, se separan por
decantacion magnética para eliminar el sobrenadante y se lavan tres veces con acetona y
se dejan secar obteniéndose 500 mg en forma de polvo marrén, con un 70% de

rendimiento con respecto al Hierro.
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e Funcionalizacién en superficie con un polimero PEG Bis Amino
terminado

N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorhidrato (EDC, 24mg, 0,12
mmol) y N-Hidroxisuccinimida (NHS, 9,6 mg, 0,08 mmol) se afiaden a 10 ml de una
solucién acusosa de nanoparticulas MagOH (10 mg) y se agita durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se afiade acido succinico (83mg) a la mezcla y
se deja en agitacion vigorosa durante 15 horas para que se produzca la reaccion. Las
nanoparticulas que se obtienen se separan por decantacion magnética para eliminar el
sobrenadante y se lavan tres veces con acetona para obtener 6,2 mg de nanoparticulas
MagOH funcionalizadas en superficie con acido succinico. Estas nanoparticulas se
resuspenden en 10 ml de agua y a esa disolucion acuosa se le afiade EDC (24mg, 0,12
mmol) y NHS (9,6 mg, 0,08 mmol) y se deja en agitacién durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, 0,225 g de Poli etilenglicol (PEG) se afiade a la
mezcla y se agita durante 24 horas a temperatura ambiente. Finalmente, las
nanoparticulas se separan por decantacion magnética, quitando el sobrenadante y

lavando con acetona 3 veces para obtener 6 mg de nanoparticulas MagOH-PEG.

Estas nanoparticulas MagOH-Succ-PEG poseen grupos amino en superficie que
permiten la union de los ligandos de direccionamiento a la superficie de las
nanoparticulas para continuar con el ensamblaje de los nanosistemas de

direccionamiento activo

e Encapsulacion de CPT
Para determinar la capacidad maxima de carga de las nanoparticulas MagOH-

PEG, se afiadieron volumenes crecientes (desde 0,1 hasta 2 ml, en pasos de 10 en 10 ul
y 10 segundos de vortex cada vez) de una disolucion de CPT disuelta cloroformo:
metanol (4:1, 5 mg/ml) a una solucion de nanoparticulas disueltas en buffer MES
(50mM, pH 6,5, 10 ml, 0,7mg/ml).

Después de afadir la CPT, la disolucién se agita vigorosamente durante 30
minutos y a continuacion se le afiade una solucion acuosa de Albumina de Suero
Bovino (BSA, 100 ul, 10%) para recubrir las nanoparticulas y se incuban durante otros

30 minutos en agitacion.

45



Capitulo 2 Materiales y Métodos

Las nanoparticulas MagOH-PEG[CPT], cargadas con la CPT, se recuperan por
decantacion magnética, quitando el sobrenadante y lavando con PBS (pH 7,4) 3 veces y
finalmente se resuspenden en 1 ml de PBS. Esta solucion ya esta lista para usar en el

siguiente paso.

El contenido de CPT cargado en las nanoparticulas se estimd indirectamente. Los
sobrenadantes y los lavados obtenidos durante la encapsulacion se midieron por
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis) para determinar la cantidad de CPT
encapsulada. Se preparé una curva estandar de CPT bajo idénticas condiciones y las

cantidades de CPT se midieron a 370 nm.

La eficiencia de carga (Loading efficiency, LE) y la capacidad de carga (Loading
capacity, LC) de las nanoparticulas se calcularon de acuerdo con las ecuaciones 1 (Eqg.

1) y 2 (Eq. 2) respectivamente.

Cantidad CPT en NP Peso CPT en NP
LE(%)= X100 LC(%)= X100
Cantidad CPT Total Peso total NP
Eq. 1 Eficienciade carga de NP Eq. 2 Capacidad de carga de NP

e Estudio de liberacion de CPT

A continuacion, se llevo a cabo el estudio de liberacion in vitro para determinar el

tiempo que requerian los nanosistemas para liberar toda la carga de CPT.

Se incubaron un conjunto de soluciones de Mag-PEG [CPT] (1 mg / ml; PBS, pH
7,5) a 37°C. A intervalos de tiempo predeterminados, se centrifugd la muestra
correspondiente (8000 rpm, 10 minutos) y se midio la concentracion de CPT liberado en
el sobrenadante mediante espectrofotometria UV a 370 nm. Las muestras se procesaron

por triplicado y los valores se expresan como media + desviacion estandar.
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e Conjugacion de los ligandos de direccionamiento

Se afiadieron EDC (24 mg, 0,12 mmol) y NHS (19 mg, 0,08 mmol) a una solucién
en PBS de Mag-PEG [CPT] (10 ml, 6 mg) y la mezcla se agitd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 25 pg de ligando de
direccionamiento (rFab, rNrg y rFab / rNrg) a la mezcla de reaccion y se agitd durante 2
horas a 4°C. Finalmente, los nanoconjugados Mag-PEG [CPT] con ligandos de
direccionamiento se recuperaron Yy purificaron mediante tres ciclos de separacion
magnética, recogida del sobrenadante y lavado con PBS Tween (PBS 0.01% Tween 20),
y las nanoparticulas obtenidas se resuspendieron en PBS. (pH 7,4, 50 mM) para las

siguientes aplicaciones.

10. Caracterizacion Fisico-Quimica de los nanoconjugados

Las nanoparticulas sintetizadas se han caracterizado mediante las siguientes técnicas:

e Espectroscopia Infrarroja (IR)
Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron con un espectrometro marca Jasco
FTIR-4100 equipado con un detector ATR (Billerica, MA, USA). La medida se
promedi6 a 200 scans a una frecuencia de 2.5 Hz y una resolucion de 1 cm™. Las

muestras se dejaron secar a temperatura ambiente antes de las medidas.

e Dispersion Dinamica de Luz (DLS)
Las medidas de radio hidrodinamico de las suspensiones de NP se realizaron con
un DLS (Dinamic Light Scattering), Zetatrac de la marca Microtrac tras la dilucion de

las muestras en medio acuoso.

e Espectroscopia UV-vis
La cuantificacion de la concentracion de CPT en las muestras sintetizadas se ha
realizado por espectroscopia UV-vis con un espectrometro Ocean Optics equipado con
un detector HR4000 (Dunedin, FL, USA) con una rendija de difraccion para el rango de
200-1100 nm con una capacidad de resolucion de 0.7 nm. La fuente de luz es el modelo
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DH-2000 que combina lamparas de deuterio y haldgena. El contenido de CPT en los

sobrenadantes se ha cuantificado mediante una recta de calibrado.

e Difraccion de Rayos X (DRX)

El estudio de la estructura cristalina por DRX se realizd con un difractémetro
Philips X'Pert Pro model con geometria de Bragg-Brentano y un detector X'Celerator.
Los patrones de difraccion se obtuvieron desde 20° a 70° (20) en modo escaneo de
intervalos, a intervalos de 0.05° y con un tiempo de conteo de 300s/intervalo. Los

difractogramasse analizaron con el programaX'Pert HighScore.
e Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las imagenes TEM obtuvieron con un microscopio Philips CM200 operando a
200 kV equipado con un filamento de hexaboruro de lantano (LaB6) y a una resolucion
puntual de 0,24 nm. Los analisis de las imagenes de alta resolucidn se adquirieron con
una camara CCD y se analizaron con el programa Digital Micrograph (Gatan Inc.) Las
muestras se prepararon secando una gota de la suspension de las nanoparticulas sobre

una rejilla portamuestras de carbono.

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) fueron tomadas en

un microscopio GeminiSEM 300.
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1. Ligandos de direccionamiento

e Disefio de las secuencias
Con el fin de que los ligandos de direccionamiento puedan reconocer un mayor

namero de receptores de EGFR, cubriendo un mayor rango de posibles polimorfismos y
mutaciones existentes, nuestra estrategia se basa en usar mas de un ligando contra el

mismo.

Por un lado, se disefia un anticuerpo (rFab) con un “Dominio Variable Dual”
(DVD), esto es, dos regiones variables distintas colocadas en tdndem en un mismo
anticuerpo. Cada una de estas regiones reconoce a un epitopo diferente de EGFR
(dominios 1B y HIC). Una de las ventajas de usar anticuerpos con DVD que puedan
unirse a diferentes epitopos de EGFR es que se reduce la posibilidad de que el receptor
presente mutaciones que hagan que el anticuerpo no lo reconozca® . Los anticuerpos
que van dirigidos contra el dominio 11l del EGFR, impiden la unién del ligando EGF al

receptor e inhiben la proliferacion celular.

Para el disefio de la secuencia del anticuerpo se opta por usar solo la fraccion de
unién a antigeno (Fab), sin la fraccion constante (Fc) (Fig 9a). EI motivo de esta
decision fue disminuir el tamafio del anticuerpo facilitando su uso, asi como evitar la
unién inespecifica a receptores Fc de células en el organismo como macroéfagos, células
dendriticas, neutrdfilos y células B y NK, disminuyendo la estimulacion del sistema
inmunoldgico.

En cuanto al segundo ligando de direccionamiento, hemos optado por un ligando
del receptor, en lugar de un anticuerpo, para expandir la funcionalidad del sistema. En la
eleccion del ligando, aunque ErbB2 no tiene ligando conocido y ErbB3 no tiene
actividad quinasa, el heterodimero entre estos dos receptores ha sido descrito como el
que tiene la cascada de sefializacién celular mas robusta de toda la familia de receptores
8788 Por esta razon, uno de los ligandos que se unen a ErbB3, la Neuregulina 2 beta
(Nrg-2B) se eligi6 como uno de los dos ligandos usados en este trabajo (Fig 9b).
Ademas, Nrg-2p también es capaz de unirse y activar a ErbB4, que es capaz de formar
heterodimeros ErbB3/ErbB4 8-,

De este modo, esta eleccion de ligandos de direccionamiento permite tratar un
amplio espectro de tumores, incluyendo tanto los tumores que expresen ErbB2 como los

que expresen EGFR (alrededor del 20% de los tumores de mama triple negativo).
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BSS

BSS Fab-LC Insert

Resultados y Discusidn

Fab-HC Insert ST

BSS NRG Insert ST

g

Fi

gura 9. Representacion esquematica de los ligando de direccionamiento. A) Fraccidn de unién a
antigeno del anticuerpo (Fab) con dos dominios variables dispuestos en tandem (DVD) y la
fraccion constante CH1unidos al tag de Estreptatividina para facilitar su purificacion. B)
Ligando Neuregulina 2f3 con el tag. Bss es la secuencia del péptido de secrecion Bombixina. ST

es la

secuencia del Tag de Streptavidina, compuesta por 8 aminoacidos que se unen a la

estraptividina y facilita los procesos de purificacion de las proteinas.

Las secuencias variables elegidas para el disefio del anticuerpo Fab contra EGFR

derivan de las descritas en la patente US2009004192 Al. Los puntos que se han tenido

en cuenta para el disefio de las secuencias son:

- El Fab consta de 2 cadenas, pesada y ligera, cada una de ellas con dos regiones
variables complementarias en tdndem. Estas regiones variables se encuentran
separadas entre si y de la fraccion constante por un linker de 6 y 5 aminoacidos
respectivamente para la cadena pesada y ligera.

Para permitir la formacion de dimeros Fab es necesario que la cadena pesada
contenga CHI1 y la fraccion “hinge” o bisagra del anticuerpo.

Para facilitar la purificacion y la posterior union a nanoparticulas se afiade a
un tag STREP en el extremo carboxiloterminal (ST).

Para asegurar la secrecion de las proteinas recombinantes se afiade el péptido
de secrecion Bombixina (BSS).

Para favorecer el reconocimiento del coddn de iniciacion y optimizar la

transduccion de proteinas se afiade la secuencia Kozak.
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- Ambas secuencias se colocaran bajo promotores poliedrina diferentes del
vector pBac4x-1.
- Se utilizara la herramienta de optimizacion de codones para expresion en

insectos lepidopteros.

Secuencia de la cadena ligera del anticuerpo (EGFR_L)

A continuacién, se presenta la secuencia de la cadena ligera del anticuerpo. En
rojo, los codones de inicio y terminacion, este Gltimo por duplicado. En verde la
secuencia “Linker” que une las secuencias de los dos dominios variables (en gris y
verde) y la cadena pesada (en azul). En la secuencia Kozak. En morado la
secuencia del péptido de secrecion Bombixina. Las secuencias de los sitios de corte de

las enzimas de restriccién BamHI al inicio y Xhol al final

GGATCC ATGAAGATACTCCTTGCTATTGCATTAATGTTGTCAACAGTA
ATGTGGGTGTCAACAGACATTCAGATGACTCAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTCT
CTGGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGACAAGTCAGGACATTGGCAATTATTT
AAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTACTACACAT
CAAGATTACACTCAGGAGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGAT
TTTTCTCTCACCATTAACAACGTGGAGCAAGAGGATGTTGCCACTTACTTTTGCCAA
CACTATAATACGGTTCCTCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACG

AACTGTGGCTGCACCHERCNICEICAICACACAACCICOANICICOARTCOAGICA

BACCTICEAAATARAAGE CTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCT
GATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACT

CCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAG
CACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA

GTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTG
TTAATAACTCGAG

La secuencia de ADN de EGFR_L codifica una proteina de 334 aminoacidos
(sin incluir la Metionina inicial ni la sefial de secrecion) con un peso molecular predicho

de 36.31 KDa y punto isoeléctrico predicho calculado de 6,71.
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MKILLAIALMLSTVMWVSTDIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTV
KLLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLEIKR
TVAAPDIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNL

ASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC—

Secuencia de la cadena pesada del anticuerpo (EGFR_P)

En rojo, los codones de inicio y terminacién, este Gltimo por duplicado. En verde
la secuencia “Linker” que une las secuencias de los dos dominios variables (en gris y
verde) y la cadena pesada (en azul). En la secuencia Kozak. En morado la
secuencia del péptido de secrecion Bombixina. Las secuencias de los sitios de corte de
las enzimas de restriccion Xbal al inicio y Bglll al final
En amarillo el tag STREP unido por otro linker

ATGAAGATACTCCTTGCTATTGCATTAATGTTGTCAAC
AGTAATGTGGGTGTCAACAGAGGTCCAACTGCAGCAACCTGGGTCTGAGCT
GGTGAGGCCTGGAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACAC
ATTCACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCT
TGAGTGGATTGGGAATATTTATCCTGGTAGTCGTAGTACTAACTACGATGAG
AAGTTCAAGAGCAAGGCCACACTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCC
TACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTA
CAAGAAATGGGGATTACTACGTTAGTAGCGGGGATGCTATGGACTACTGGG
GTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCGTCAGCCAGCACCAAGGGCCCC

GCCAGCACCAAG
GGCCCCGCGAGCACCAAAGGCCCGAGCGTGTTTCCGCTGGCGCCGTGCAGC
CGCAGCACCAGCGAAAGCACCGCGGCGCTGGGCTGCCTGGTGAAAGATTAT
TTTCCGGAACCGGTGACCGTGAGCTGGAACAGCGGCGCGCTGACCAGCGGC
GTGCATACCTTTCCGGCGGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTATAGCCTGAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCGAGCAGCAACTTTGGCACCCAGACCTATACCTGC
AACGTGGATCATAAACCGAGCAACACCAAAGTGGATAAAACCGTGGAACGC
AAATGCTGCGTGGAATGCCCGCCGTGCCCGGLCGLCCGCCGGTGGCGGGCCCGA
GCTCACGAGGATCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATGATGAAGATCT
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La secuencia de ADN de EGFR_P codifica una proteina de 384 aminoacidos (sin
incluir la Metionina inicial ni la sefial de secrecion) con un peso molecular predicho de

41.41 KDa y punto isoeléctrico predicho de 7,61.

MKILLAIALMLSTVMWVSTEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPG
QGLEWIGNIYPGSRSTNYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSS
GDAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWYV
KQRPGQGLEWIGEINPSSGRNNYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYY
GYDEAMDYWGQGTSVTVASTKGPASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCC
VECPPCPAPPVAGPSSRGSWSHPQFEK--

Secuencia de la Neuregulina (NRG2B)

En rojo, los codones de inicio y terminacién. En la secuencia Kozak. En
morado la secuencia del péptido de secrecion Bombixina. Las secuencias de los sitios de
corte de las enzimas de restriccion Not | al inicio y Xmal al final

En amarillo el tag STREP unido por un linker

kozak start BSS

GCGGCCGCTCGA ATGAAGATACTCCTTGCTATTGCATTAATG
TTGTCAACAGTAATGTGGGTGTCAACACGGCAGGTTTGCTGCTCAGCGCT
GCCGCCGCCGCCACTGGAGAAGGGTCGGTGCAGCAGCTACAGCGACAGCA

GCAGCAGCAGCAGCGAGAGGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGAG
AGCGGCAGCAGCAGCAGGAGCAGCAGCAACAACAGCAGCATCTCTCGTCCC
GCTGCGCCCCCAGAGCCGCGGCCGCAGCAACAGLCCGLCAGLCLCLeGLAGeeee
GCAGCCCGGAGAGCCGCCGCCCGTTCGCGAGCCGCAGCCGCLCGGLCGGLATG
AGGCGCGACCCGGCCCCCGGCTTCTCCATGCTGCTCTTCGGTGTGTCGCTCG
CCTGCTACTCGCCCAGCCTCAAGTCAGTGCAGGACCAGGCGTACAAGGCAC
CCGTGGTGGTGGAGGGCAAGGTACAGGGGCTGGTCCCAGCCGGCGGCTCCA
GCTCCAACAGCACCCGAGAGCCGCCCGCCTCGGGTCGGGTGGCGTTGGTAA
AGGTGCTGGACAAGTGGCCGCTCCGGAGCGGGGGGCTGCAGCGCGAGCAG

GTGATCAGCGTGGGCTCCTGTGTGCCGCTCGAAAGGAACCAGCGCTACATC
TTTTTCCTGGAGCCCACGGAACAGCCCTTAGTCTTTAAGACGGCCTTTGCCC
CCCTCGATACCAACGGCAAAAATCTCAAGAAAGAGGTGGGCAAGATCCTGT
GCACTGACTGCGCCACCCGGCCCAAGTTGAAGAAGATGAAGAGCCAGACG

GGACAGGTGGGTGAGAAGCAATCGCTGAAGTGTGAGGCAGCAGCCGGTAA
TCCCCAGCCTTCCTACCGTTGGTTCAAGGATGGCAAGGAGCTCAACCGCAG

CCGAGACATTCGCATCAAATATGGCAACGGCAGAAAGAACTCACGACTACA
GTTCAACAAGGTGAAGGTGGAGGACGCTGGGGAGTATGTCTGCGAGGCCGA
GAACATCCTGGGGAAGGACACCGTCCGGGGCCGGCTTTACGTCAACAGCGT
GAGCACCACCCTGTCATCCTGGTCGGGGCACGCCCGGAAGTGCAACGAGAC
AGCCAAGTCCTATTGCGTCAATGGAGGCGTCTGCTACTACATCGAGGGCAT
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CAACCAGCTCTCCTGCAAGTGTCCTGTGGGATACACCGGGGACAGGTGTCA
GCAGTTCGCAATGGTCAACTTCTCCAAAGCCGAGGAGCTGTACCAGAAGAG
GGTCCTGACCATCACGGGCATCTGCGTGGCTCTGCTGGTCGTGGGCATCGTC
TGTGTGGTGGCCTACTGCAAGACCAAAAAACAGCGGAAGCAGATGCACAAC
CACCTCCGGCAGAACATGTGCCCGGCCCATCAGAACCGGAGCTTGGCCAAT
GGGCCCAGCCACCCCCGGCTGGACCCAGAGGAGATCCAGATGGCAGATTAT
ATTTCCAAGAACGTGCCAGCCACAGACCATGTCATCAGGAGAGAAACTGAG
ACCACCTTCTCTGGGAGCCACTCCTGTTCTCCTTCTCACCACTGCTCCACAGC
CACACCCACCTCCAGCCACAGACACGAGAGCCACACGTGGAGCCTGGAACG
TTCTGAGAGCCTGACTTCTGACTCCCAGTCGGGGATCATGCTATCATCAGTG
GGTACCAGCAAATGCAACAGCCCAGCATGTGTGGAGGCCCGGGCAAGGCG
GGCAGCAGCCTACAACCTGGAGGAGCGGCGCAGGGCCACCGCGCCACCCTA
TCACGATTCCGTGGACTCCCTTCGCGACTCCCCACACAGCGAGAGGTACGTG
TCGGCCCTGACCACGCCCGCGCGCCTCTCGCCCGTGGACTTCCACTACTCGC
TGGCCACGCAGGTGCCAACTTTCGAGATCACGTCCCCCAACTCGGCGCACG
CCGTGTCGCTGCCGCCGGCGGCGCCCATCAGTTACCGCCTGGCCGAGCAGC
AGCCGTTACTGCGGCACCCGGCGCCCCCCGGCCCGGGACCCGGACCCGGGC
CCGGGCCCGGGCCCGGCGCAGACATGCAGCGCAGCTATGACAGCTACTATT
ACCCCGCGGCGGGGCCCGGACCGCGGCGCGGGACCTGCGCGCTCGGCGGCA
GCCTGGGCAGCCTGCCTGCCAGCCCCTTCCGCATCCCCGAGGACGACGAGT
ACGAGACCACGCAGGAGTGCGCGCCCCCGCCGCCGCCGCGGCCGCGCGCGE
GCGGTGCGTCCCGCAGGACGTCGGCGGGGCCCCGGCGCTGGCGCCGCTCGC
GCCTCAACGGGCTGGCGGCGCAGCGCGCACGGGCGGCGAGGGACTCGCTGT
CGCTGAGCAGCGGCTCGGGCGGCGGCTCAGCCTCGGCGTCGGACGACGACG
CGGACGACGCGGACGGGGCGCTGGCGGCCGAGAGCACACCTTTCCTGGGCC
TGCGTGGGGCGCACGACGCGCTGCGCTCGGACTCGCCGCCACTGTGCCCGG
CGGCCGACAGCAGGACTTACTACTCACTGGACAGCCACAGCACGCGGGCCA
GCAGCAGACACAGCCGCGGGCCGCCCCCGCGGGCCAAGCAGGACTCGGCG
CCACTCTCACGAGGATCCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAATGATGACCC
GGGTGCA

La secuencia de ADN de NRG2B codifica una proteina de 855 amino&cidos (sin
incluir la Metionina inicial ni la sefial de secrecion) con un peso molecular predicho de

92.15 KDa y punto isoeléctrico predicho de 9,62.

KILLAIALMLSTVMWVSTRQVCCSALPPPPLEKGRCSSYSDSSSSSSERSSSSSSSSS
ESGSSSRSSSNNSSISRPAAPPEPRPQQQPQPRSPAARRAAARSRAAAAGGMRRDPAPGFSML
LFGVSLACYSPSLKSVQDQAYKAPVVVEGKVQGLVPAGGSSSNSTREPPASGRVALVKVLDK
WPLRSGGLQREQVISVGSCVPLERNQRYIFFLEPTEQPLVFKTAFAPLDTNGKNLKKEVGKIL
CTDCATRPKLKKMKSQTGQVGEKQSLKCEAAAGNPQPSYRWFKDGKELNRSRDIRIKYGNG
RKNSRLQFNKVKVEDAGEYVCEAENILGKDTVRGRLYVNSVSTTLSSWSGHARKCNETAKSY
CVNGGVCYYIEGINQLSCKCPVGYTGDRCQQFAMVNFSKAEELYQKRVLTITGICVALLVVGI
VCVVAYCKTKKQRKQMHNHLRQNMCPAHQNRSLANGPSHPRLDPEEIQMADYISKNVPAT
DHVIRRETETTFSGSHSCSPSHHCSTATPTSSHRHESHTWSLERSESLTSDSQSGIMLSSVGTSK
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CNSPACVEARARRAAAYNLEERRRATAPPYHDSVDSLRDSPHSERYVSALTTPARLSPVDFHYS
LATQVPTFEITSPNSAHAVSLPPAAPISYRLAEQQPLLRHPAPPGPGPGPGPGPGPGADMQR
SYDSYYYPAAGPGPRRGTCALGGSLGSLPASPFRIPEDDEYETTQECAPPPPPRPRARGASRR
TSAGPRRWRRSRLNGLAAQRARAARDSLSLSSGSGGGSASASDDDADDADGALAAESTPFLG
LRGAHDALRSDSPPLCPAADSRTYYSLDSHSTRASSRHSRGPPPRAKQDSAPLSRGSWSHPQ
FEK
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e Obtencion de los vectores de transfeccion

Para este proyecto, la co-expresion de varias proteinas recombinantes requiere un
vector de transferencia con diferentes promotores. La clonacion de algunas secuencias
de ADN aumenta el tamarfio final del vector de transferencia y esto podria suponer un
bajo rendimiento del mismo, por lo que, tener plasmidos de transferencia de baculovirus
de pequefio tamafio es una ventaja. Destacar que, como se describe en la literatura, la

presencia de LEF-2 gen es esencial para la viabilidad de los baculovirus recombinantes

71

pBAC4x-1 (Fig 10) es un plasmido de transferencia de baculovirus disefiado para
la clonacion y co-expresion de hasta cuatro genes diana o multiples copias del mismo
gen en células de insecto. Los plasmidos contienen dos promotores PolH y dos
promotores p10, cada uno de los cuales estd aguas arriba de los sitios de clonacion
Unicos para la insercién secuencial de las secuencias de interés. Los promotores
homdlogos estan en orientacion opuesta para minimizar la recombinacion. Su pequefio
tamafo, 5.917 pb, la presencia del LEF-2 gen y varios sitios de clonacién maultiple

(MCS) son razones que llevan a elegirlo para el vector de transferencia de baculovirus.

pVL1392
9632 bp

pBAC4x-1

5917 bp

NRG

Figura 10. Representacion esquematica de las secuencias de los vectores de transfeccion
empleados para obtener los Virus de trabajo. El vector pPBAC4x-1y los sitios de insercion de las
secuencias del anticuerpo, cadena pesada (EGFR_P) y ligera (EGFR_L). EI pVL1393y el sitio
de clonacion de la secuencia de la neuregulina (NRG)

60



Capitulo 3 Resultados y Discusion

El pVL1392 (Fig 10) es el vector de transferencia elegido para clonar el ligando
Neuregulina, es un vector de mayor tamafio que el pBAC4x-1 (9632 pares de bases).
Posee un solo promotor del gen de la poliedrina PolH y otro para el gen p10 y ademas

contiene el gen LEF-2.

Para la obtencion de las secuencias se recurrié a un servicio externo para su sintesis
quimica. Las secuencias recibidas se encontraban insertadas en vectores independientes

para su amplificacion mediante transformacion bacteriana.
Se disponia de 3 vectores independientes con las secuencias:

- Vector con la secuencia de la Neuregulina que se denomin6 NRG. Con el gen de

resistencia a la kanamicina (Kan®)

- Vector con la secuencia de la cadena ligera del anticuerpo que se denominé EGFR_L

con el gen de resistencia a la ampicilina (Amp®)

- Vector con la secuencia de la cadena pesada del anticuerpo que se denominé EGFR_P

con el gen de resistencia a la ampicilina (Amp®)

Ademas, se amplificaron los vectores que se usarian para la cotransfeccion:

pVL1392 y pBAC4x. Ambos con el gen de resistencia a la ampicilina (AmpR).

De las transformaciones bacterianas realizadas con los diferentes vectores se
obtuvieron colonias en placas de LB de las cuales se picaron varias de cada uno de ellos
para su sobrecrecimiento en medio LB liquido. Se extrajo el ADN de cada uno de los
cultivos y se realizé una electroforesis de un microgramo de ADN de cada una de las

colonias para comprobar que el tamafio correspondia a los vectores de intereés.

Una vez amplificados los vectores de transfeccion y los que portan las secuencias,

el siguiente paso fue obtener los vectores de transferencia con las secuencias de interés.

Este proceso se realizd en tres pasos: digestion con enzimas de restriccidn, aislamiento

del fragmento de interés y ligacion.

Las secuencias se disefiaron para que portaran secuencias de reconocimiento para
el corte mediante enzimas de restriccion al inicio y al final de las mismas para poder
extraerlas e introducirlas en los vectores de transfeccion. Asi la secuencia de la NRG
portaba sitio de corte de las enzimas Notl y Xmal. El vector pVL1392 también posee

dichos sitios de corte aguas arriba del promotor polH. La secuencia EGFR_L contenia
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sitios de corte para las enzimas BamHI y Xhol y la secuencia EGFR_P para Xbal y
Bolll. El vector pPBAC4X-1 también posee los sitios para la accion de dichas secuencias
aguas arriba de los promotores polH.

Se realizo la digestion multiple con cada pareja de enzimas de restriccion de los
vectores de transfeccion y de los vectores con la secuencia NRG, EGFR_L y EGFR_P.
Posteriormente se realizO una electroforesis en gel de agarosa para separar los
fragmentos de la digestion y aislar del gel las secuencias de interés y los vectores de

transfeccion linearizados.

La secuencia de la NRG posee 2647 pares de bases y el fragmento resultante de
aislarlo del vector era de 2289 pares de bases. Al tener tamafios similares fue muy dificil
separarlos mediante la electroforesis en gel de agarosa, asi que se optd por extraer los
dos fragmentos juntos y realizar la ligacion con el vector pVL1392 linearizado y la
posterior transformacion en bacterias. Se disefid una digestién con la enzima de
restriccién Xhol de manera que, si se habia insertado la secuencia de la Neuregulina, al
realizar dicha digestion aparecerian 3 bandas, si se habia insertado el fragmento restante
del vector solo aparecerian 2 bandas y asi poder diferencias las colonias positivas para

la secuencia de interés (Figura 11).

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12L13 L14 L15

Figura 11. Digestiéon con enzima de restriccion Xhol las colonias de pVVL1392 para comprobar
cuales habian incorporado la secuencia correcta. Los carriles impares corresponden al vector
circular y los carriles pares el vector linearizado después de la digestion con Xhol. El carril L15
es el marcador.

Como se observa en la figura 11, que muestra el control de calidad realizado a las

diferentes colonias que se habian obtenido de la transformacion, los carriles L1 hasta

62



Capitulo 3 Resultados y Discusién

L14 muestran 7 colonias diferentes de Neuregulina, sin digerir y digeridas y se
comprueba que las colonias correspondientes a los carriles L1-L2, L7-L8 y L13-L14
son positivas para Neuregulina; es decir, estas colonias han incorporado el vector
pVL1392 y la secuencia de NRG y son las que posteriormente se usaran como vector de

transfeccion.

El vector pBAC4X con las secuencias del anticuerpo anti EGFR se obtuvo en dos
pasos: primero se introdujo la secuencia de la cadena ligera (EGFR_L) y posteriormente

se introdujo la secuencia correspondiente a la cadena pesada (EGFR_P).

Posteriormente se realizaron los controles de calidad para comprobar que las
secuencias de interés se habian incorporado a los vectores de transfeccion. Esta vez, se
realiz6 una PCR con los cebadores especificos que amplificarian dichas secuencias en
los vectores y se realizd una electroforesis en gel de agarosa para comprobar que el
tamafo de las secuencias era el correcto. En la figura 12 se comprueba que las
secuencias de interés se habian incorporado correctamente a los vectores de transfeccion

y que los tamarios son los correctos para cada una de las mismas.

L01 LO02 LO3 LO4 LO5 LO6 LO7 LO8 LO9 L10 L11 L12 L13 L14 L15

1000 . - s ---.--....;1

Figura 12. Productos PCR resultantes de los controles de calidad de los vectores de
transfeccion. La banda del carril L2 corresponde a la secuencia de NRG (2600 pares de bases).
Los carriles L3-L8 corresponden con la secuencia EGFR_L, (1000 pares de bases). Los carriles
L9-L.14 son las secuencias EGFR_P (1200 pares de bases).
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e Obtencion Working Viral Bank

Cotransfeccion en células

Para la cotransfeccion en células se uso el procedimiento descrito en material y
métodos. En el interior de las células se produce una recombinacién homologa que dara
lugar a nuevos baculovirus que portaran en su ADN las secuencias de interés tal y como

se explica en la figura 13.

ACMNPV

Vector de transfeccién

Baculovirus
recombinante

Figura 13. Proceso de Recombinacién Homéloga que formaréa el virus de trabajo. EI ADN del
virus de la polihedrosis de Autographa californica (AcMNPV) posee el locus del gen de la
polihedrina (PolH) flanqueado por el promotor del gen (ORF) y el gen del factor 2 de expresion
tardia (late expression factor 2 gene lef-2), una proteina de la cépsida necesaria para la
amplificacion del virus ™. El vector de transfeccion que porta las secuencias de interés también
posee el promotor del gen de la polihedrina y el gen lef2. Por recombinacion homéloga las
secuencias de las proteinas de interés se incorporan al ADN del baculovirus ACMNPV y
creando asi un baculovirus recombinante capaz de infectar células de Spodoptera frugiperda y
producir la proteina de interés.

En la Figura 14 se muestran las células antes de la infeccion (izquierda) y las
células después de 5 dias de cotransfeccion (derecha). Durante esos dias los virus, por
recombinacion homologa, han insertado la secuencia de interés en su genoma y se han
replicado para formar un mayor namero de virus, el sobrenadante recogido se denominé

PO. Con ese sobrenadante se volvieron a infectar células Sf21 pero esta vez en FlaskT75
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cm?, al cabo de 5 dias en oscuridad y a 28°C, se volvié a recoger el sobrenadante

obtenido de estos cultivos; este sobrenadante se denomin6 P1.

Figura 14. Células Sf21: izda. Control. Drcha. Células infectadas

Caracterizacion del virus de trabajo o WVB

Una vez obtenido el P1 se procedié a analizar los baculovirus recombinantes
obtenidos de la cotransfeccion en células. Para ello se realizaron dos controles de
calidad: Titulacion de virus mediante RT-Q-PCR y Secuenciacion de las secuencias de
interés. Para ello se extrajo el ADN de los virus obtenidos en el P1. Mediante una PCR
cuantitativa (RT-Q-PCR) se cuantifica la concentracion de virus obtenidos, también
denominada titulacion. Los resultados se muestran en la Tabla 2: de los baculovirus que
portaban la secuencia de la Neuregulina (NRG2) se obtuvo una concentracion de
4,73E+07 unidades formadoras de placa por mililitro. De los baculovirus con la
secuencia del anticuerpo anti-EGFR se obtuvo una concentracion de 4,58E+07 unidades

formadoras de placa por mililitro.

65



Capitulo 3 Resultados y Discusién

Tabla 2. Célculo de PFU. El dato de cycle threshold (CT) corresponde a una concentracion de

ADN del virus por pl que hemos validado con una curva standard previamente. Las unidades

formadoras de colonias por mililitro (pfu/ml) se calculan sabiendo que hay 1.61E+04 pfu por
nanogramos de DNA del virus.

Titulacion virus CT ng/pl pfu/ml
NRG2 12,87 2,94 4,73E+07

EGFR_L/P 13,72 2,85 4,58E+07

Para la secuenciacion se realizd una PCR con el ADN del virus para amplificar los
fragmentos correspondientes a las secuencias de interés con cebadores que flanqueaban
las secuencias. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa (Fig 15) para comprobar
que el tamafio de los fragmentos amplificados eran los correctos. En la figura 14 se
observan los fragmentos amplificados mediante PCR de ADN del virus y se comprueba
que las secuencias amplificadas tienen el tamafio esperado. El fragmento de NRG tiene
aproximadamente 2600 pares de bases, el fragmento de EGFR_L tiene unos 1000 pares

de bases y el de EGFR_P unos 1200 pares de bases.

LO1 LO2 LO3

Figura 15. Producto de PCR resultante de la amplificacion de ADN del virus. L1, marcador; L2,
control negativo; L3, NRG (2600bp) ; L4, EGFR_L (1000bp) , L5, EGFR_P(1200bp).

Estos productos de PCR se secuenciaron para asegurar que no se habian producido

modificaciones de la secuencia y se pudo comprobar que las 3 secuencias clonadas en
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los baculovirus son idénticas a las originales y en la direccion correcta de lectura (Fig

16). Tampoco se observaron mutaciones derivadas del proceso de clonacion.

B 47.04 - Chromas

File Edit Options Help

= V| & | 7 #

Open Export | Print | Ned Find

100 110 120 130 140 150 160
W EE E N N E N NN EEE NN NN NSNS AN S NN ENENS AN ENS N EEEEENESEEEEE N AN N EEEEEE EEEE
GCAGCGGCCGE TCGACCGCCACCATGTGGTCACACCC TCAGTTCGAGAAGTCCCGTGGTTCCGC TCGT]

Sample: 47.04

Figura 16. Captura de pantalla de un fragmento de secuenciacion en el programa Chromas.
e Obtencidn proteinas de interés

Una vez realizados todos los controles de calidad de los virus de trabajo, se
infectaron tanto células de SF21 como larvas para poder purificar los ligandos de
direccionamiento. En la primera infeccion de células SF21 con los dos virus de trabajo
se recogieron los pellets celulares y el sobrenadante con el medio de cultivo para ver si
la proteina se secretaba al medio, ya que en las secuencias se le habia incorporado la
secuencia del péptido de la bombixina, un péptido de las polillas de seda Bombyx mori

muy usado en los sistemas de expresion baculovirico.

L01 LO02 LO3 L04 LOS5S LO6 LO7 Lo1 L03 L04 LO5 LO6 LoO7

25 25

Figura 17. SDS-WesternBlot (izda.) y SDS-Coomassie (drcha.) de los extractos celulares
y sobrenadantes recogidos tras la infeccion.: L1 marcador; L2 pellet células control; L3
sobrenadante células control; L4 pellet NRG; L5 sobrenadante NRG; L6 pellet EGFR; L7
sobrenadante EGFR. La Flecha roja indica la banda de rNRG y la flecha Verde indica las
bandas de EGFR.
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En este primer analisis se observd que, aunque se hubiera afiadido un péptido de
secrecion, la bombixina, las proteinas de interés se encontraban en el pellet celular.
Como se muestra en la figural?7 las flechas rojas y verdes de los carriles L4 y L6
corresponden con los pellets celulares de NRG (rojo) con un peso molecular de 92,15
kDa y anticuerpo frente a EGFR (verde) con un peso molecular de 36,31 kDa de la
cadena ligera y 41,41 kDa de la cadena pesada. Aunque las proteinas de interés se
estaban produciendo y tenian el tamafio esperado, no se secretaban al medio
extracelular, lo que suponia que habria que purificar el extracto celular en vez del

sobrenadante para purificar las proteinas de interes.

La bombixina tiene un peso molecular de 5kDa. En comparacion con el peso total
de las proteinas de interés, casi 100 kDa cada una, el péptido de secrecion supone un
porcentaje muy pequefio. Una explicacion a que las proteinas no se secreten puede ser
que la membrana plasmatica solo pueda secretar péptidos pequefios, del tamafio de la

bombixina.

Para solubilizar las proteinas del pellet celular se probaron varios buffers de
solubilizacion que se describen en material y métodos. Los sobrenadantes y los pellets
se analizaron mediante Dot Blot, una técnica que permite un analisis rapido y barato

para comprobar si se conseguia solubilizar las proteinas de intereés.

Como se puede observar en las imagenes de la figura 18, el buffer que mejor
resultados ofrece; es decir, en el cual se observa que hay proteina en la fraccion del
sobrenadante (SB en la figura) en el Buffer Tris con CHAPS, siendo mejor el
tratamiento con sonicacion que sin ella. Este buffer solubiliza las dos proteinas, lo que
ofrece una ventaja ya que solo hay que usar un mismo tipo de buffer y permitira el uso

de una sola columna de purificacion.

Sonicacién I No sonicacién

EGFR NRG
Chaps 0,5% e g::} A\ L ] I ’- Chaps 0,5%

Buffer Citrato L X 3 ( -

»

Buffer Citrato 3 ‘- ¢ . r, “
o
-

Sarcosyl 1% Sarcosyl 1%

Buffer TRIS

s Nonidet™
P40 1%

P40 1% Buffer Citrato

Buffer TRIS
Triton™ & Triton™
X-114 5% | Bufter Citrato X-114 5% | 8ufrer cirato

Figural8. Imagenes de Dot Blot de las distintas fracciones del proceso de solubilizacién de
pellets celulares.
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Este mismo buffer se prob6 en larvas de Triclopusia ni infectadas con los
baculovirus para la solubilizacion de las proteinas de interés, pero se vio que el
porcentaje de solubilizacion era mucho mas bajo que en pellets celulares. Se decidid
optimizar la concentracion de NaCl (de 150 mM a 500mM) para mejorar la lisis de los
tejidos de la larva e incrementar asi el porcentaje de solubilizacion de las proteinas de
interés. Dado que se manejaba un volumen mayor de buffer, se aumentaron los ciclos de

sonicacion a 20 ciclos de 10 segundos con intervalos de 10 segundos entre ellos.

Para la purificacion de los extractos de los pellets celulares se usé la columna de
1ml sefarosa con el tag Strep descrita en material y métodos ya que se manejaban
pequefios volumenes. Pero el rendimiento era demasiado bajo y habia que concentrar la
muestra con filtros de corte molecular para centrifugacion. Los extractos de larvas
aumentarian la cantidad de proteina de interés, pero también aumentaba los volumenes
de trabajo. Esto hacia imposible usar la columna de 1 ml, ya que provocaba que el
atasco de la misma. Ademaés, habia que filtrar las muestras con un filtro de 0,45 um 'y
posteriormente por uno de 0,22 um, lo que provocaba que se perdiera muestra en cada
filtrado, ademas de la necesidad de usar varios filtros en cada proceso de purificacion, lo

cual encarecia notablemente cada proceso.

Finalmente se decidié usar un protocolo que consiste en mezclar directamente la
resina de la columna con el extracto de larvas e incubar la mezcla para que las proteinas
de interés se unan a la resina por el tag de purificacion. Es mas rapido y requiere de
menos preparacion de la muestra, lo que evita la posible degradacion y/o pérdida de las
proteinas de interés en el proceso de preparacion de la muestra. Ademas, permite usar
mas cantidad de extracto, de manera que en un mismo proceso de purificacion se

pueden procesar hasta 100 larvas, para extraer una gran cantidad de proteinas.

Después del tratamiento de limpieza y concentracion descrito en material y
métodos, se consiguieron fracciones bastante limpias de cada uno de los ligandos. En la
figura 19 se observan las fracciones de elucion resultantes de la purificacion y los
sobrenadantes obtenidos en cada una de las centrifugaciones. Los sobrenadantes se
analizaron para comprobar que el cambio de buffer y la eliminacion de los detergentes

no afectaban a la proteina, ya que podria precipitar o formarse agregados al eliminar el
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detergente. El nivel de pureza de las eluciones de purificacion es muy satisfactorio, y
que ademas el proceso de concentracion y cambio de buffer, en principio, no afecta a la
estructura de las proteinas.

M Elu_ Sb Elu sb  Elu Elu Sb Elu Sb_ Elu

70

35

25

Figura 19. Imagenes de las eluciones de purificacion después de concentrarlos con el
Amicon. Las flechas verdes indican la fraccion de anticuerpo rFab y las rojas el ligando
Neuregulina.

Las proteinas de interés a partir de ahora pasaran a llamarse en el texto como
ligandos de direccionamiento, rFab para el anticuerpo frente a EGFR y rNRG para el

ligando Neuregulina.
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2. Lineas celulares y ensayo de reconocimiento
e Analisis de expresion de EGFR en diferentes lineas celulares

Las lineas celulares que se han usado en este estudio han sido: A431, HDF y HepG2.
A431 es una linea celular de carcinoma epidermoide humano. Esta linea es la mayoritariamente
usada en estudios de enfoques terapéuticos dirigidos al receptor EGFR, ya que estas células
poseen unos niveles desmesurados de expresion de este receptor. HDF es una linea celular
derivada de la epidermis humana sana, por lo que su expresion del receptor EGFR es casi
indetectable en comparacion con A431% HepG2 es una linea celular derivada de carcinoma
hepatocelular (HCC) que normalmente es usada como modelo para evaluar la toxicidad de
diferentes compuestos y medicamentos *® y su nivel de expresion de EGFR también es infimo
en comparacion con A431, y, en nuestro caso, representa un buen modelo de linea tumoral con

baja expresion de EGFR.

Los niveles de expresion de EGFR se analizaron por western blotting, tanto nativo
(Fig 20A) como desnaturalizante (Fig 20B). Como era de esperar, los analisis mostraron
que el EGFR estd sobreexpresado en A431 en comparacion con las otras lineas
celulares; en las cuales la proteina del receptor es indetectable en HDF y en HepG2 solo
se detecta en el Western nativo (Fig20A) y, aun asi, en comparacion con A431, el nivel

de expresion es minimo.

HDF A431 HepG2
A

HDF  A431  HepG2
B -

Figura 20. Niveles de expresion de EGFR en las diferentes lineas celulares Western Blotting
Nativo (A), y desnaturalizante (B).
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e Internalizacion celular de los ligandos de direccionamiento

Puesto que la linea A431 es la linea modelo de sobreexpresion de EGFR, el ensayo de
reconocimiento ligando-receptor se realizd sobre esta linea. Las células se inocularon
con 25 ug de rFab o rNRG vy se incubaron durante varios tiempos en un intervalo desde
0 a 120 minutos. Los analisis de fluorescencia confocal muestran que tanto el rFAb (Fig
21A) como el rINRG (Fig 21B) se unen al receptor rapidamente, a los 15 minutos de
incubacion ya se puede cuantificar la fluorescencia, lo que indica que los ligandos se
estdn uniendo al receptor EGFR. Ademas, se observa que rNRG es capaz de
translocarse al nucleo, alcanzando el maximo en esta ubicacion a los 120 minutos de
inoculacion (Fig 21B). Esta rdpida translocacion puede ser, precisamente, la razon de la
enorme eficacia de este ligando cuando estd conjugado a los nanosistemas (como se

vera mas adelante).

La translocacién nuclear de factores de crecimiento y sus ligandos esta muy bien
documentada. Varios estudios han demostrado que ligandos del receptor EGFR como
las neuregulinas o el ligando EGF pueden translocarse al nicleo en otros tipos celulares;
de hecho, se ha sugerido que la localizacion de neuregulinas en el nlcleo puede tener un
papel importante como factor de transcripcion. 9% Ademas, la translocacion al
ndcleo de los propios receptores celulares también tiene un papel importante en tiene
importantes implicaciones en terapias antitumorales, ya que la translocacion nuclear de
los ligandos y el receptor EGFR promueve la supervivencia celular, de manera que se
asocia a una mayor resistencia a la quimioterapia, radiacion y terapias dirigidas a esta

familia de receptores 9103,
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rFab (EGFR) (A) rNRG (B)
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Figura 21. Imégenes de microscopia confocal de fluorescencia de un cultivo de la linea A431
inoculado con 25 pg de rFAb (A) o rNRG (B) a diferentes tiempos. Cuantificacion de la
fluorescencia frente al tiempo (C) *** Se refiere a diferencias significativas entre rFab y rNRG.
c Se refiere a diferencias significativas con respecto al punto de tiempo anterior con el mismo
ligando. n=6; p=0.001.
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3. Sintesis y caracterizacion de nanoconjugados

En la figura 22 se muestra la estrategia general de la sintesis de los
nanoconjugados. El procedimiento comienza con la sintesis de nanoparticulas de
magnetita (Fe3O4) y la posterior activacion de su superficie para dotarlas de grupos OH
que permitan su funcionalizacion (MagOH, Paso A). A continuacién, se modifica la
superficie de las mismas con acido succinico y polietilenglicol (Mag-PEG, Paso B),
para favorecer la carga de Camptotecina (Mag-PEG[CPT], Paso C). Finalmente, se
conjugan los ligandos de direccionamiento para constituir el nanovector (Mag-
PEG[CPT]-LD, Paso D).

0‘\0:\{ 3
A
Paso A Paso B
- 5
1) SA/EDC
2) PEG/EDC

Mag-OH Mag-PEG Mag-PEG[CPT]

o) LD/EDC
W= Paso D

Mag-PEG[CPT]-LD

Figura 22. Representacion esquematica de la sintesis de los nanoconjugados. Sintesis de
nanoparticulas de magnetita (Paso A), seguida de la modificacion de la superficie con acido
succinico (SA) y polietilenglicol (PEG) mediante reacciones de acoplamiento mediadas por una
carbodiimida (EDC) (Paso B), encapsulaciéon de Camptotecina (Paso C) y conjugacion de los

ligandos de direccionamiento (LD; r-Nrg y/o rFab) (Paso D).

Las nanoparticulas de éxido de hierro se sintetizaron por coprecipitacion bajo

condiciones alcalinas y se modificaron mediante un tratamiento post-sintesis, con el
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objetivo de hidratar su superficie (Figura 22, paso A; MagOH) 8. Las nanoparticulas
MagOH son pequefias, de unos 7 nm de diametro, esféricas y cristalinas. EI patron XRD
de la muestra de MagOH (Fig. 23A) indica que se ha formado 6xido de hierro FezOa
(magnetita) con simetria cubica (grupo espacial 227, Fd-3m; JCPDS N°: 19-0629) y
parametro de red a = 0.84 nm. Todos los maximos de difraccion, correspondientes a los
planos marcados en el difractograma, se pueden indexar a dicho sistema cubico. El
ensanchamiento de los picos es indicativo del pequefio tamafio del dominio que origina
la difraccion coherente®, lo que demuestra que se trata de una muestra nanocristalina.
Esta observacion concuerda con los resultados obtenidos por microscopias electronicas
de transmision y barrido (Fig. 23B, C y D); las pequefias nanoparticulas de magnetita se
distribuyen como un fractal, formando grupos ramificados con un tamafio medio de
particula de aproximadamente 7 nm (Figura 23B). El recuadro de la Fig. 23B muestra
una ampliacién de una nanoparticula de magnetita donde se puede observar el espaciado

interplanar (111) de la fase cubica de FesOs (lineas blancas marcadas en la micrografia).

A3 Fe,0,
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Figura 23. Difractograma de Rayos X (A); imagen de microscopia electrénica de transmision
(TEM) imagen de alta resolucién (Inserto) (B); imagen de microscopia electronica de barrido
(STEM) de campo oscuro (C) y de campo claro (D) de nanoparticulas MagOH.
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Las nanoparticulas MagOH son extremadamente estables en medio acuoso, tal y como lo
demuestra su potencial zeta. Mientras que la magnetita tiene un potencial zeta de -24+7 mV, y
no es estable en medio acuoso, MagOH presenta un potencial zeta de 44+2 mV. El signo
positivo en el potencial zeta de MagOG es indicativo de la modificacion superficial lograda tras
la oxidacion con peréxido (Fig 22, paso A).

Las nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro son biocompatibles y no téxicas ¢ y
estan aprobadas por la FDA para su uso diagndstico y terapéutico 1°4). La pegilacion, es decir,
la union a PEG de nanoparticulas destinadas a un uso en aplicaciones biomédicas, es un método
cada vez mas empleado ya que PEG, ademas de ser un polimero biocompatible 1% / 1%, es capaz
de camuflar las nanoparticulas de las opsoninas, #¥/ 1%, permite que los nanosistemas tengan
una mayor estabilidad coloidal en medios acuosos %, incrementan la vida media en sangre de
las nanosistemas cargados con farmacos 8 % previene las uniones no especificas a células y
reduce el impacto negativo de la corona de proteinas >4 En entornos ricos en proteinas, como
puede ser el torrente sanguineo, la formacién de una corona de proteinas alrededor de las
nanoparticulas con ligandos de direccionamiento, disminuye drasticamente el reconocimiento

ligando-receptort®,

Para llevar a cabo la funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas MagOH
(Figura 22, paso B), primero con &cido succinico y después con PEG, se realizaron dos
reacciones de acoplamiento mediadas por carbodiimida (Fig 24). Se us6 una carbodiimida
soluble en agua (EDC) vy, con la finalidad de aumentar la estabilidad en agua del carboxilato

activado intermedio, la carbodiimida se us6 en tandem con N-hidroxisuccinimida (NHS) *°.
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Figura 24. Formacion de enlaces éster o amida por reaccion de acoplamiento mediada por
carbodiimidas con NHS como estabilizador.
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Después de esta primera reaccion de acoplamiento, la superficie de las nanoparticulas
gueda dotada de grupos carboxilo en superficie. La presencia de estos grupos acidos permite la
posterior reaccién de acoplamiento con PEG, mediante la formacion de un enlace amida entre

dichos grupos acidos y los grupos amino terminales de las moléculas de PEG.

Ademéds, PEG es soluble tanto en dosilventes polares como apolares, debido a la
naturaleza hidrofébica de los grupos etilen-glicol ¢, por lo que es capaz de interaccionar con
compuestos hidrofébicos, como la CPT %116 Asimismo, en trabajos anteriores del grupo, se
demostrd que el PEG forma una capa alrededor de las nanoparticulas capaz de incorporar, de
forma estable, el agente quimioterapeutico Camptotecina, sin afectar a su estructutra quimica ni

su capacidad para inducir apoptosis en las celulas tumorales .

La citotoxicidad celular de las nanoparticulas pegiladas (Mag-PEG) antes de encapsular
se estudio6 en cultivos celulares de A431, HDF y HepG2 a concentraciones de hasta 200 pg/ml
(Fig 25). Resulta destacable que ni las dosis mas altas de nanoparticulas resultan toxicas para las
células. Es mas, las dosis mas bajas inducen una repuesta de crecimiento celular en las 3 lineas

celulares, siendo méas pronunciada en la linea HDF (Fig 25).
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Figura 25. Citotoxicidad dependiente de dosis de las nanoparticulas pegiladas (Mag-PEG) en
las lineas celulares HDF, A431 y HepG2 tras 48 horas de incubacion con diferentes dosis de

nanoparticulas.

El aumento de la viabilidad celular a dosis bajas puede deberse a que las células,
cuando se las somete a un estrés ambiental, son capaces de desarrollar una respuesta de
adaptacion a esos cambios. Cuando este estrés es leve, por ejemplo, dosis bajas de

farmacos o privacion moderada de nutrientes, las células son capaces de desarrollar un
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mecanismo de adaptacion llamado Hormesis, que es un sistema para mantener la
homeostasis celular, de forma que se desencadena el crecimiento celular y la
supervivencia. Este mecanismo exhibe la dualidad en la respuesta de una célula u
organismo para responder a un estimulo, ya sea enddgeno o exdgeno, que a bajas dosis
puede ser beneficioso, pero a dosis altas puede ser toxico e incluso fatal ‘7. Este
mecanismo estd en el foco de los modelos que estiman tedricamente los umbrales de
riesgo de cancer 8 la respuesta de los modelos celulares al envejecimiento 11° 'y,
ademas, en estudios de nanotecnologia *?°. Esto hace que sea necesario optimizar la
respuesta hormética dependiente de la dosis en los tratamientos para poder obtener el

mejor efecto con la dosis correcta %',

En este sentido, cabe destacar que nuestras nanoparticulas pegiladas (Mag-PEG)
no solo no son tdxicas a dosis altas, si no que a dosis bajas presentan una respuesta

hormética induciendo el crecimiento y la viabilidad celular.

El compuesto quimioterapéutico que se ha seleccionado como modelo es el alcaloide
natural Camptotecina. Su mecanismo de accion es diferente de otros agentes antineoplasicos, ya
que, mientras que la mayoria inhibe la proliferacion de las células cancerigenas mediante la
unién al ADN o la topoisomerasa Il, la Camptotecina inhibe la proliferacion celular mediante la
unioén a la toposiomerasa | (Topl). Esta enzima se une al ADN y forma un complejo de escision,
el cual promueve la relajacion del ADN superenrollado en procesos del metabolismo del ADN,
como replicacion, transcripcion, recombinacion y segregacion cromosémica. La Topoisomerasa
I logra la relajacion del ADN haciendo un corte en una de las hebras de la doble hélice. La CPT
actla atrapando al complejo de escision entre el ADN vy la Topl, que impide que la hebra cortada
por la enzima pueda unirse de nuevo 2. Cuando esto ocurre durante la fase S de la mitosis, la
rotura irreversible de la horquilla de replicacion provoca la muerte celular'?224, A pesar de este
interesante mecanismo de accion, su utilidad queda limitada debido su infima solubilidad en
agua y su baja estabilidad quimica, lo que provoca la apertura del anillo de lactona (Fig 26) y, en
consecuencia, la perdida de la actividad citotoxica y la aparicion de efectos secundarios

hepaticos .
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Figura 26. Forma activa de la CPT (izquierda) y forma inactiva (derecha) a través de la

hidrolisis del anillo de lactona a pH fisioldgico.

La encapsulacion de la CPT en las nanoparticulas Mag-PEG se realiz6 por incubacién
directa en una solucién acuosa del compuesto con las nanoparticulas para obtener Mag-PEG
[CPT] (Fig 22, paso C). A partir de los espectros infrarrojos (Fig 27), se puede deducir que la
CPT se ha incorporado a la nanoparticula: Las bandas caracteristicas de la CPT se muestran sin
ningun cambio en el espectro de Mag-PEG[CPT], por ejemplo, el grupo carbonilo del anillo de
lactona permanece a 1739 cm? indicando que dicho anillo no se ha abierto durante el
procedimiento de encapsulacion. Ademas, la banda caracteristica del PEG alrededor de 1098
cm* debido a la extension del enlace C-O-C esta también presente en la formulacion Mag-PEG
[CPT]; asi como de la banda a 530 cm™ del nucleo 6Fe-O.

Absorbance (AU)

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm')

Figura 27. Espectros de infrarrojos (FTIR) de PEG (arriba) y de Mag-PEG[CPT] (abajo,
linea solida) y de CPT (linea puntuada). El espectro ha sido normalizado con respecto a la sefial

al1739 cm™.
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La eficiencia de encapsulacion (Loading efficiency, LE) y la capacidad de carga
(Loading capacity, LC) de las nanoparticulas se calcularon de acuerdo con las
ecuaciones 1y 2 respectivamente.

" .
LE (%) = Pesomaximo CTP encapsulado <100 1)
Pesode CPT Total
LC (%) = Pesoméximo CPT enczflpsulado <100
Pesototal Nanoparticula )

En comparacion con otras nanoparticulas de la bibliografia (Tabla 3), Mag-PEG[CPT]
poseen mayor capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion. Por lo que sabemos, no hay
descritas en la literatura nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con PEG que consigan unos
valores tan elevados de LC y LE. Las eficiencias de encapsulacion elevadas mejoran los valores
de coste-efectividad en el procedimiento, ademas de conllevar una reduccion en las dosis de

nanoparticulas que han de ser administradas, reduciendo asi los efectos secundarios.

Tabla 3. Eficiencia de encapsulacion (LE) y capacidad de carga (LC) de las
nanoparticulas Mag-PEG[CPT] en comparacion con otras nanoparticulas magnéticas descritas

Referencias LC (%) LE (%)

Qu etal. (2013) 4 1.8 £ 0.3 59.0 £ 1.5

Castillo et al. (2014)%° [BLRIER NP

Estas caracteristicas convierten a estos nanosistemas en una buena alternativa para la
administracion de medicamentos como la Camptotecina, cuyo uso esta bastante limitado, dado

su alta inestabilidad quimica y su limitada solubilidad como se mencion6 anteriormente.

En cuanto a la liberacién de la CPT en funcion del tiempo, se ajustd a una ley de potencia

y presenta un coeficiente de correlacion de R? de 0.994 en la representacion de los datos. (3)
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— = Kt" 3)

Donde M/M., es la fraccion liberada, t es el tiempo en horas y K y n son los parametros
de ajuste. El exponente n obtenido en este ajuste (0.31) esta cerca de la raiz cibica, un valor mas
cercano a cinética de orden cero que a la cinética de primer orden 1, como podria esperarse de
PEG % Indica una difusiéon no Fickiana, y ademas, un exponente tan bajo revela que la
liberacion es bastante uniforme, una propiedad deseable para los sistemas de administracion. La
vida media del compuesto liberado es de 25 minutos, un tiempo apropiado para proporcionar
una descarga del farmaco (Fig 28).

Liberacién
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Figura 28. Perfil de liberacion In vitro de Mag-PEG[CPT] en PBS (pH 7.5) a 37°C (linea
azul). Datos representados como media = SD (n=3) Los errores son mas pequefios que el punto

de la gréfica. Los datos de ajuste (linea naranja) obedecen a la ley de potencia descrita en la
ecuacion. 3.

Para evitar pérdidas de CPT por parte de los nanoconjugados durante la funcionalizacién
con los ligandos de direccionamiento, la superficie se recubrié con Albumina de suero bovino
(BSA). El ultimo paso de la formacion de los nanoconjugados es su funcionalizacién con los
ligandos de direccionamiento. (Fig22, Paso D). rNrg y rFab se unieron covalentemente a Mag-
PEG[CPT] mediante reacciones de acoplamiento mediado por carbodiimida, entre en el grupo

amino terminal del PEG y el grupo carboxilo del ligando (rNrg y rFab). Se obtuvieron 3 tipos de

81



Capitulo 3 Resultados y Discusidn

formulaciones: dos con un solo tipo de ligando, Mag-PEG[CPT]-rNrg y Mag-PEG[CPT]-rFab,
y otra con la combinacidn de los dos ligandos, Mag-PEG[CPT]-rNrg/rFab.
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4. Efectividad de nanoconjugados
e Citotoxicidad Celular

El comportamiento de los nanoconjugados se evalud en las células A431 (Fig29), HDF
(Fig30) y HepG2 (Fig31). Las lineas A431 y HDF se tomaron como modelo tumoral y sano de
células de piel respectivamente. A431 es una linea de carcinoma epidermoide muy usada como
modelo de estudio de EGFR debido a su alta expresion de este receptor. Los niveles de
expresion de HDF, al ser una linea derivada de la epidermis de pacientes sanos, son mucho mas
bajos, casi indetectables en comparacion con A431. La linea hepG2 se eligié porque es muy
usada como modelo de toxicidad para evaluar los posibles efectos secundarios y los dafios
hepéticos que pueden causar las nuevas formulaciones como se menciond anteriormente. El
rango de concentraciones de CPT que se han testado estd muy por debajo de los niveles de
toxicidad de la nanoparticula sola

Cuando se comparan la citotoxicidad de las 3 formulaciones de los nanoconjugados,
Mag-PEG[CPT]-rNrg , Mag-PEG[CPT]-rFab y Mag-PEG[CPT]-rNrg/rFab, la presencia del
ligando rNRG es decisiva. En incubaciones a 24 horas se observa una clara diferencia entre las
formulaciones con NRG, incluso en las dosis mas bajas Y la viabilidad celular es siempre mas
baja en los nanoconjugados con rNRG en comparacion con la formulacién que solo contiene
rFab. En incubaciones mas largas (48H) y en dosis muy bajas de Mag-PEG[CPT]-rNrg, después
del periodo inicial en el que hay una disminucidn de la viabilidad celular del 15%, las células se
recuperan y ademas la rNRG estimula su crecimiento, debido al efecto conocido de
proliferacion celular de los factores de crecimiento como son las neuregulinas. Sin embargo, en

combinacion con rFab, la viabilidad celular continta disminuyendo de las 24 a las 48H.
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Figura 29. Ensayo de toxicidad dependiente de dosis de Mag-PEG[CPT]-rFab (verde),
Mag-PEG[CPT]-rNrg (azul) and Mag-PEG[CPT]-rNrg/rFab (amarillo) en la linea A431
incubadas durante 24 y 48 horas. La dosis se refiere a la concentracién de CPT en el
nanoconjugado. n=6; p=0.001 (***); p=0.01 (**).

En las otras dos lineas celulares, HDF (Fig. 30) y HepG2 (Fig. 31) no se llega a menos
del 50% de reduccion de la viabilidad a las 48 horas. Lo que demuestra que los nanoconjugados

son capaces de reconocer el receptor y estan entrando a través del mismo y no por mecanismos
inespecificos
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En la linea HDF, durante las primeras 24 horas de tratamiento no se aprecian
diferencias en la reduccion de la viabilidad por distintas dosis, exceptuando alguna
dosis, lo que corrobora que los nanosistemas estan entrando mediados por receptor y al
tener los fibroblastos un nivel de expresion de EGFR normal, la viabilidad no se reduce
drasticamente a medida que se aumentan las dosis de CPT. A las 48 horas se observa un
discreto descenso en la reduccion de la viabilidad en las dosis més altas. Pero en las
dosis mas bajas, los nanoconjugados solo con rNRG (Fig 29, barras azules) parece que

estimulan el crecimiento celular. Esto se explica porque la Neuregulina estimula el

crecimiento.
HDF 24H
120
*
100
[ b I
80 I [ I '
g
§ 60 ! | )
=
>
40 ' : . : : | | | 1 ;
20 : ' : - : ' : : 1 '
0 I | E— [E— JER— —
0,01 0,1 1 2,5 5
Dosis uM
ko HDF 48H
120 *ok K
*%*
100 1 dokk ko **
c *k
c I
80 | 1 | |
I a
1
E 60 J | |
z
40 { | 1 | ] | | ! {
20 | 1 | ] | | | ]
0 I — I I |
0,01 0,1 1 25 5

Dosis uM

Figura 30. Ensayo de toxicidad dependiente de dosis de Mag-PEG[CPT]-rFab (verde),
Mag-PEG[CPT]-rNrg (azul) and Mag-PEG[CPT]-rNrg/rFab (amarillo) en la linea HDF
incubadas durante 24 y 48 horas. La dosis se refiere a la concentracion de CPT en el
nanoconjugado. n=6; p=0.001 (***); p=0.01 (**).
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La linea HepG2 se comporta de manera muy parecida a los fibroblastos, algo
esperable ya que presentan un nivel comparable de expresion de EGFR. Los
nanoconjugados con rNRG también parecen estimular el crecimiento celular,
contrarrestando el efecto de la CPT (Fig 31); ademas este efecto se observa a las 24
horas de tratamiento, antes que en HDF (Fig 30, 48H). Esto puede explicarse porgue las
células HepG2, al ser tumorales, tienen un metabolismo més elevado que las células
sanas como son los fibroblastos.
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Figura 31. Ensayo de toxicidad dependiente de dosis de Mag-PEG[CPT]-rFab (verde),
Mag-PEG[CPT]-rNrg (azul) and Mag-PEG[CPT]-rNrg/rFab (amarillo) en la linea HepG2
incubadas durante 24 y 48 horas. La dosis se refiere a la concentracion de CPT en el
nanoconjugado. n=6; p=0.001 (***); p=0.01 (**).
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A las 48 horas la viabilidad celular por debajo del 50% se observa solo en la linea
A431, por lo que se calcula la dosis letal 50 (LD50). En las otras dos lineas celulares no
se ha podido calcular ya que no se ha alcanzado una viabilidad menor del 50% a las 48
horas de tratamiento. Los resultados se muestran en la tabla 4. La formulacion con
rNRG solo tiene una LD50 menor que la formulacion con rFab solo. Pero la
combinacién de los dos ligandos conlleva una dramética reduccion de la LD50. Este
efecto de sinergia es probablemente debido a que las células de A431 expresan EGFR,
HER2, and HER3 %, El rFab va dirigido directamente a EGFR, mientras que NRG se
une a HER3 and HER4, de esta manera se cubren todos los tipos de receptores de la
familia EGF. Otro aspecto importante es que la CPT necesita llegar al nicleo para
actuar, y rNRG ha demostrado ser un vector eficiente para llegar al nucleo (Fig. 20).

Tabla 4. Calculo de la Dosis Letal 50 de las diferentes formulaciones expresadas como
concentracion de CPT (uM) en la linea celular A431.

Linea Nanoformulacion

celular

Mag-PEG[CPT]-rFab 1.43%0.26
Mag-PEG[CPT]-rNrg 1.04+0.11
Mag-PEG[CPT]-rFab/rNrg 0.31+£0.03

e |nternalizacién celular

Una vez que los receptores EGFR son activados por alguno de sus ligandos y han
trasmitido la sefial, para evitar la estimulacion continuada de dichas sefiales, existen
diversos mecanismos para inactivar el receptor. Uno de estos mecanismos de regulacion
del receptor es la internalizacién del complejo ligando-receptor y su degradacion
proteolitica. Este complejo se endocita en vesiculas recubiertas de clatrina hacia los
endosomas primarios *?’. El destino de estos endosomas depende del tipo de ligando
que estimule los receptores EGFR. La mayoria de los receptores estimulados por los
ligandos tipo EGF son degradados por los lisosomas. La neuregulina, sin embargo, al
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unirse al receptor, provoca una entrada lenta por endocitosis seguido por el reciclaje del
receptor hacia la membrana plasmatica 1?8, Para poder comprobar si los nanosistemas
estaban entrando en la célula por un mecanismo mediado por receptor se llevé a cabo un
experimento con la sonda Lysotracker, una sonda fluorescente altamente selectiva para
organulos &cidos como lisosomas o endosomas. Se realizé un estudio de colocalizacién
de fluorescencia de los nanosistemas en vesiculas acidas para comprobar que la entrada
de los mismos era a través de endosomas. Para ello, se cuantificaron los puntos
discretos donde se solapaban la fluorescencia verde, correspondiente a los nanosistemas
de direccionamiento, y los puntos rojos, que corresponden a las vesiculas acidas como
lisosomas o endosomas. Este estudio no solo confirma la entrada de los nanosistemas a
la célula mediante endosomas (Fig 32-33-34) sino que pone de manifiesto que esta
depende de los niveles de expresion del receptor EGFR, ya que la linea A431 (Fig 33)
presenta mas puntos de colocalizacion que las lineas HDF (Fig32) y que HepG2 (Fig
34). Asimismo, la cuantificacién de la colocalizacion de la fluorescencia (Fig 35)
concuerda con los resultados de citotoxicidad, y confirma que la internalizacion celular
es mas eficaz en los nanosistemas con el ligando rNRG que con el fragmento de
anticuerpo rFab; pero cuando se trata de los dos ligandos en combinacion, la cantidad de
nanoconjugados en las vesiculas de endocitosis es remarcablemente elevada en

comparacion con los otros.
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HDF
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Figura 32. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de la entrada de los nanosistemas
de direccionamiento en la linea celular HDF. Se incubaron las células 100 pg/ml de los
nanosistemas durante 6 horas y se tifieron con Lysotracker (marcador endosomas y lisosomas) y
el anticuerpo Anti-Strep para los ligandos de direccionamiento.
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Figura 33.Iméagenes de microscopia confocal de fluorescencia de la entrada de los nanosistemas
de direccionamiento en la linea celular A431. Se incubaron las células 100 pg/ml de los
nanosistemas durante 6 horas y se tifieron con Lysotracker (marcador endosomas y lisosomas) y
el anticuerpo Anti-Strep para los ligandos de direccionamiento.
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HepG2
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Figura 34. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de la entrada de los nanosistemas
de direccionamiento en la linea celular HepG2. Se incubaron las células 100 pg/ml de los
nanosistemas durante 6 horas y se tifieron con Lysotracker (marcador endosomas y lisosomas) y
el anticuerpo Anti-Strep para los ligandos de direccionamiento.
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Figura 35. Para la determinacion de la entrada de los nanosistemas se cuantificaron los puntos
de colocalizacion en las imagenes de microscopia de fluorescencia entre los ligandos (verdes) y
los endosomas (rojos) de las células y se analizaron las diferencias entre los tres tipos de
nanosistemas por linea celular. El andlisis estadistico se realizé comparando los nanosistemas
entre si. n=6; p=0.05 (*); p=0.01 (**).
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e Apoptosis

La muerte celular se puede producir por dos mecanismos: la apoptosis o la
necrosis. La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un mecanismo fisiol6gico muy
conservado evolutivamente que depende de una cascada proteolitica mediada por
caspasa, que conduce a la muerte celular programada a través de una serie de cambios
celulares tales como fragmentacion del nucleo, liberacion del citocromo ¢ 0 aumento del
calcio intracelular 2°. La apoptosis se produce en la mayoria de los organismos
multicelulares para mantener la remodelacion de tejidos durante el desarrollo, la
homeostasis de los tejidos, la eliminacion de células senescentes y de células con dafio

genético severo 1%,

En la apoptosis, la membrana plasmaética y las proteinas asociadas estan protegidas
de la accion de caspasas gracias a la red de microtabulos apoptéticos (RMA o AMN de
sus siglas en inglés Apoptotic Microtubule Network) !, de manera que todos los
procesos de degradacion estan aislados del espacio extracelular por la membrana

plasmatica que se mantiene impermeable.

Muchos farmacos antineoplasicos tales como la CPT, elimina las células
tumorales mediante la induccion de la apoptosis. Se cree que este mecanismo de muerte
celular es fisiolégicamente ventajoso ya que las células apoptdticas se eliminan por
fagocitosis antes de que pierdan la permeabilidad de la membrana plasmatica,
impidiendo asi la liberacion de contenido celular al espacio intermembrana y la
consecuente respuesta inflamatoria %2, Finalmente, las células apoptdticas son
fagocitadas por los macréfagos, que los reconocen a través de una serie de moléculas y
receptores de puente, tales como fosfatidil serina, que aparece en la cara externa de su
membrana externa. En cambio, la necrosis viene acompafiada por la ruptura de
integridad de la membrana plasmatica por lo que todos los compuestos intracelulares se
liberan al espacio intercelular, de manera que se induce la inflamacion produciendo

efectos toxicos en las células adyacentes 139132,

Se quiso comprobar si el mecanismo por el que se estaba induciendo la muerte de
las células era mediante apoptosis debido a la accién de la CPT o si las células estaban

muriendo por otro mecanismo.
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Para ellos se observd si habia inicio temprano de apoptosis, donde se da la
activacion de caspasas, que conllevan la translocacién de la fosfatidil serina (PS) hacia
el exterior de la membrana plasmatica, la cual sigue intacta. El yoduro de propidio es un
colorante que no es capaz de atravesar la membrana plasmatica. En las etapas finales de
la apoptosis, asi como en la necrosis, la integridad de la membrana se pierde, por lo que
el yoduro de propidio (PI) es capaz de pasar y tefiir el nicleo. Este experimento permite
diferenciar entre células con apoptosis temprana, apoptosis tardia o necrosis.

Se realiz6 una citometria de flujo y las células se tifiieron con los compuestos
Annexina V' y yoduro de propidio para ver la translocacion de la fosfatidil serina (PS)
hacia el exterior de la membrana plasmatica y diferenciar entre células apoptoticas y
necroticas. Las necréticas seran aquellas células que estén marcadas con yoduro de
propidio, debido a la rotura de la membrana plasmatica pero que no exponen la PS.
Como se muestra en la figura 36, todas las lineas celulares presentan niveles de
apoptosis, aunque estos niveles en la linea A431 son significativamente mayores que los

de las otras lineas celulares.
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Figura 36: Niveles de apoptosis detectados por citometria de flujo con los marcadores Annexina
V 'y yoduro de propido. Los datos que se muestran son los que corresponden a la poblacién
celular marcada con Annexina (Ann +) pero no con yoduro de propidio (PI -) del total de la

muestra analizada. n>10.000.
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Otra sefial de que se esta llevando a cabo la apoptosis es la fragmentacion de los
nacleos que se puede observar mediante microscopia de fluorescencia. Después de 24
horas de tratamiento con los nanosistemas, se observan nucleos condensados y
fragmentados, se pueden distinguir porque tienen mucha mas intensidad de

fluorescencia que los nucleos normales y ademas aparecen fragmentados (Fig. 37).
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Figura 37: Determinacion de la existencia de apoptosis causada por los tratamientos con
nanosistemas de direccionamiento en las tres lineas celulares. Las células se incubaron con
nanosistemas cargados con CPT (5 uM) durante 24 horas. Los nucleos se marcaron con DAPI 'y
los nanosistemas se marcaron con anticuerpo anti-strep. La apoptosis se puede determinar por la
presencia de nucleos condensados y fragmentados.

Estos dos ensayos permiten corroborar que los nanosistemas de direccionamiento
inducen la muerte celular mediante apoptosis.
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La efectividad de los nanosistemas con los dos ligandos MagOH-CPT-rFab/rNRG
sobre los conjugados solos puede explicarse por varias razones:

1) El mecanismo de endocitosis del complejo ligando receptor

La neuregulina-2 (NRG2) se une a ErbB3 y ErbB4 y es capaz de activar, por
heterodimerizacion con estos receptores, a EGFR (ErbB1) y ErbB2 812, Se ha visto
que los niveles de expresion de ErbB4 en células tumorales epiteliales son bastantes
diferentes entre si 8, siendo los niveles en A431 y HepG2 considerablemente bajos. La
Neuregulina, al unirse al receptor provoca una endocitosis lenta, para asegurarse el
correcto reconocimiento y activacion del receptor, seguido de un mecanismo de
reciclaje del receptor 28, Por tanto, aunque estas lineas celulares no posean un nivel
elevado de expresion de los receptores diana de la Neuregulina, provocan la
heterodimerizacion con los otros tipos de receptores; ademas como induce el reciclaje
del receptor, los receptores ErbB3 o ErbB4 de las células pueden volver expresarse en la

superficie de la célula.
2) El mecanismo de accion del fragmento de anticuerpo

Los receptores EGFR (ErbB1) son bloqueados por el anticuerpo, impidiendo su
reciclaje y promoviendo su degradacion proteolitica. El fragmento de anticuerpo rFab,
se une al receptor EGFR (ErbB1), bloquea la union con el ligando y, de esta forma,
previene también la activacion del mismo ysu reciclaje. Existen varios tipos de
anticuerpos frente al receptor EGFR que actualmente se usan en inmunoterapia contra
tumores con sobreexpresion de este tipo de receptores. Por ejemplo, el Cetuximab es un
anticuerpo monoclonal quimérico frente a EGFR *. En ensayos clinicos se ha
comprobado que el tratamiento combinado de Cetuximab con Irinotecan, un derivado

del CPT, ha dado mejores resultados que solo el tratamiento con el anticuerpo **.
3) El mecanismo de accion de las neuregulinas y sus receptores asociados:

La activacion de los diferentes receptores ErbB mediante NRG2 pueden activar
distintas vias de sefializacion, dependiendo del tipo celular tales, como MAPK, PI3,
Proteina Quinasa C y la via JAK-STAT. La Neuregulina NRG2 regula la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular **, induce el crecimiento y la diferenciacion en
células epiteliales o neuronales . La desregulacion de la actividad de NRG2 puede

conllevar la aparicion de cancer, esquizofrenia o Alzheimer %7, Sin embargo no
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existen muchos datos acerca de las respuestas especificas en diferentes lineas celulares
136, NRG2p estimula el crecimiento dependiente de dosis en células MDA-MB-453 1%,

sin embargo, en células MDA-MB-468 retrasa el progreso del ciclo celular **°.

Se ha comprobado que homodimeros activados del receptor ErbB3 o heterodimeros
ErbB3-ErbB4 pueden localizarse en el nicleo y activar factores de transcripcion 40,
Aunque la localizacién nuclear de las Neuregulinas ain no ha sido completamente
dilucidada, se han identificado varios genes dependientes de las Neuregulinas asi como

niveles elevados de las mismas en algunos tumores invasivos ¥.
4) El mecanismo de accion de la CPT

El mecanismo de accién de la CPT es de sobra conocido por ser su diana molecular
la topoisomerasa |. Esta enzima est4d implicada en procesos de regulacion de la
topologia del ADN durante la replicacion, la recombinacion y la transcripcion 4L, El
CPT se une a los complejos ADN-Topl e inhibe la religacion del ADN, lo que provoca

dafios severos en ADN llevando a la célula a morir por apoptosis 142,

A la vista de estos datos, podemos decir que el ligando rNRG, asi como los
receptores activados por la misma, inducen la transcripcion de genes reguladores de la
proliferacion, diferenciacion o supervivencia celular. Esto provoca cambios en la
topologia del ADN donde interviene la enzima topoisomerasa |. Esto provoca que el
ndcleo se encuentre mas susceptible a la accion de la CPT, lo que podria explicar las
diferencias en la eficacia de los nanosistemas con Neuregulina comparados con los

conjugados solo con el anticuerpo.
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La eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga en Camptotecina que
hemos alcanzado con nuestros nanovectores son ambas extremadamente elevadas.
Ademaés de estas excelentes caracteristicas en lo que se refiere a la vectorizacion de
farmacos quimioterapéuticos, el hecho de que nuestros nanovectores posean un nicleo
superparamagnético resulta muy prometedor de cara a posteriores estudios en
aplicaciones teragnosticas tales como la terapia hipertérmica y la resonancia magnética
nuclear de imagen. En cuando a su caracterizacion quimico-fisica, nuestros
nanovectores, ademas de poseer una elevada estabilidad, liberan su carga en el agente
quimioterapéutico de forma sostenida.

La vectorizaciéon se ejerce sobre la familia de receptores EGF, un receptor
ampliamente expresado en tumores. Hemos utilizado dos agentes de direccionamiento,
tanto por separado como en combinacién: por un lado, un fragmento de anticuerpo
dirigido contra EGFR y, por otro lado, uno de los ligandos del receptor, en concreto una
neuregulina. Nuestra eleccién de los agentes de direccionamiento permite tratar tumores
que expresan ErbB2, es decir, tumores Her2+, asi como tumores Her2- que expresan
EGFR, es decir ErbB1. De acuerdo a nuestros resultados, el uso de neuregulina como
agente de direccionamiento proporciona un vector eficiente para la entrega de cargos al
nacleo, lo que favorece, en el caso particular de la Camptotecina y debido a su
mecanismo de accion, su actividad antitumoral. A dosis muy bajas del nanovector
cargado con Camptotecina, el efecto de supervivencia celular de la neuregulina
predomina sobre la citotoxicidad del farmaco antitumoral. Esto puede deberse a que el
umbral en el que la neuregulina estimula el crecimiento celular es muy inferior a aquel
en el que la Camptotecina induce la apoptosis celular, por lo que en el caso del vector
dirigido exclusivamente con la neuregulina, la dosis debe ser elevada para que suponga
algun beneficio. Esta deficiencia no se manifiesta en el nanovector que, ademas de la
neuregulina, incorpora un fragmento de anticuerpo contra EGFR. En tales
formulaciones bidentadas se obtienen claros beneficios en la apoptosis celular ya desde
las dosis mas bajas. Estos beneficios también resultan claros en lo que se refiere a las
dosis letales 50, observandose que la formulacion bidentada requiere mucho menos
Camptotecina que cualquiera de las monodentadas, ya sea la que s6lo contiene la
neuregulina como agente de direccionamiento, o la que solo contiene el anticuerpo.

Desde una perspectiva mas amplia, la accion de Camptotecina se hace mucho mas
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eficiente en las formulaciones bidentadas porque estas proporcionan, por un lado, un
vector que se dirige a las células tumorales y, por otro lado, un vector que se dirige al
nucleo, lo que resulta en un efecto tandem. Por ultimo, también cabe esperar que la
formulacién bidentada sea mas eficiente para hacer frente a la aparicion de mutaciones
que afecten al reconocimiento del receptor, ya que se dirige a tres receptores de la
familia EGFR, lo que ayudaria a superar uno de los grandes problemas de la terapia

antitumoral.
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