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Resumen

En la ultima década, la nanobiotecnologia ha evolucionado rapidamente con una amplia
repercusion en el area biomédica. Con el fin de mejorar la biodisponibilidad y reducir al minimo los
efectos adversos, los sistemas de administracidn dirigida de farmacos a base de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) estan en desarrollo, principalmente para la terapia antitumoral. En este estudio,
se ha disefiado un sistema transportador dirigido de farmacos como prueba de concepto. Para ello, se
ha sintetizado NPMs de magnetita recubiertas con un polielectrolito anidnico (acido poliacrilico, PAA),
sobre el cual se ha adsorbido el cetuximab (anticuerpo monoclonal), cuyo antigeno es el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR/erbB-1), que esta asociado con varios tipos de tumores.Se ha
observado que, aunque altas concentraciones de sal disminuye la capacidad de adsorcion debido a la
reduccion de la atraccion electrostatica, el sistema disefiado es efectivo ya que las NPMs recubiertas
con PAA presentan una baja toxicidad y el cetuximab mantiene su especificidad hacia el erbB-1 en la

linea celular estudiada.

Palabras clave: transportador dirigido de farmacos, terapia antitumoral, nanoparticulas magnéticas

inmunodirigidas, anticuerpo monoclonal, erbB-1.

Abstract

Within the last decade, nanobiotechnology has evolved rapidly with an extensive impact on
the biomedical area. In order to improve bioavailability and minimize adverse effects, targeted drug
delivery systems based on magnetic nanoparticles (NPMs) are under development mainly for
antitumor therapy.In this study, a drug targeted carrier system has been designed as a probe of
concept test. With this aim, magnetite NPMs coated with an anionic polyelectrolyte (polyacrylic acid,
PAA) have been synthesized, on which it has adsorbed cetuximab (monoclonal antibody), against the
epidermal growth factor receptor (EGFR/erbB-1), this receptor has been associated with several types
of tumors.lt has been observed that, although high salt concentrations decreases its adsorption
capability due to the shielding of electrostatic attraction, the designed system has proved to be
effective because the low toxicity shown by the coated MNPs while the antigen cetuximab

maintained its specificity in the studied cell line.

Keywords: drug targeted carrier systems, antitumor therapy, inmunotargeted magnetic

nanoparticles, monoclonal antibody, erbB-1.
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introduccion

1. Introduccion

1.1.El cancer

Cancer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas en las cuales el
organismo produce un exceso de células malignas con rasgos tipicos de comportamiento vy
crecimiento descontrolado, siendo capaces de invadir otros tejidos (De la Torre et al. 2008). En
condiciones normales, las células crecen, se dividen de forma controlada y, cuando estan senescentes
o dafiadas, mueren por apoptosis (0 muerte programada) siendo reemplazadas por células nuevas.
No obstante, el material genético puede sufrir mutaciones que afectan al crecimiento y a la divisidn
celular controlada, provocando que las células dafiadas no mueran y se multipliquen dando lugar

finalmente a un tumor.
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Figura 1.- Division celular normal frente a la division celular
producida en procesos cancerigenos.

Estas enfermedades son una de las principales causas de los altos indices de mortalidad y
morbilidad en todo el mundo; recientemente, ha superado a las enfermedades del corazén como la
causa principal de muerte (Blanco et al. 2011). Ademds, se prevé un aumento en la incidencia de
todos los tipos de cancer de 12,7 millones casos diagnosticados en 2008 a 22,2 millones en 2030

(Bray et al. 2012).

En la actualidad, las terapias utilizadas para el tratamiento del cdncer son principalmente la
quimioterapia y la radioterapia. Pero la selectividad de la gran mayoria de los farmacos utilizados
hacia las células cancerigenas es demasiado baja. Esta baja especificidad junto con el bajo indice
terapéutico y la resistencia de las células tumorales a algunos de estos farmacos, provoca que la
eficacia de estas terapias disminuya. Algunos de los problemas especificos estan asociados con el

tratamiento de tumores sélidos, a los que el acceso de los farmacos a las células cancerosas se suele
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ver limitado por la necrosis y la pobre vascularizacion (Fang et al. 2007). Otro problema es la
heterogeneidad histoldgica de la poblacion celular dentro del tumor (Niculescu-Duvaz et al. 2005). En
definitiva, la gran desventaja de estas terapias es que afectan en la misma medida a las células
cancerosas que a las sanas con alta tasa de proliferacion, causando efectos secundarios graves debido
a su toxicidad celular, pudiendo resultar en la debilidad del sistema inmunoldgico y dafio hepatico,
fundamentalmente (Lungu et al. 2016). Con el objetivo de subsanar estas desventajas, se han
desarrollado los sistemas de transporte dirigido de farmacos (DDS, por sus siglas en inglés Drug

Delivery Systems).

1.2. Sistemas de transporte y liberacion de farmacos (Drug Delivery Systems, DDS)

Los ultimos afios han sido testigos de un crecimiento sin precedentes de la investigacion y
aplicaciones en el campo de la nanociencia y la nanotecnologia. Estas ciencias estan evolucionando
muy rdpido y se espera un impacto considerable en el campo de la medicina, sobre todo en Ia
investigacion del cdncer. Los DDS y desarrollo farmacéutico en el contexto de la nanomedicina se
deben ver como la ciencia y la tecnologia de los sistemas complejos a escala nanométrica (10-1000
nm), que consta de al menos dos componentes, un agente que actie como vehiculo y un compuesto

farmacéuticamente activo (Duncan 2003), (Ferrari 2005).

En definitiva, se trata de sistemas que permiten encapsular (sistema reservorio) o
unir/adsorber en su exterior (sistema matricial) un farmaco, por medio de uniéon no covalente
(adsorcion inespecifica o por afinidad) o mediante la formacion de una unién covalente. Es frecuente
la utilizacién de una molécula sefalizadora (anticuerpo, tratdndose de vehiculos inmunodirigidos)
que facilite la focalizacién del sistema transportador sobre la diana terapéutica, aunque otros
procesos, tales como la magnetoforesis (administracién intravascular dirigida por un campo
magnético) han sido utilizados. Por ultimo, son varios los procesos que se han utilizado para
conseguir la liberacion controlada del farmaco en respuesta a estimulos bioldgicos especificos (tales
como el pH o reacciones redox) (Dan et al. 2015) Los objetivos fundamentales de la investigacién de

nanobiotecnologias en DDS incluyen (De Jong et al. 2008):

e Vehiculizacién y liberacién de farmacos mas especificas
e Reduccion de la toxicidad manteniendo los efectos terapéuticos
e Mayor seguridad y biocompatibilidad
e Un desarrollo mas rapido de nuevos medicamentos seguros
Por tanto, la principal ventaja de los DDS se refiere a mejorar la biodisponibilidad del farmaco
como consecuencia de la capacidad para dirigirlo a determinadas partes del cuerpo, lo que permitiria

reducir nivel de la droga en el plasma y, con ello, minimizar los efectos secundarios no deseados.
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1.3.Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Los agentes utilizados como vehiculos en este tipo de sistemas son nanoparticulas (NPs). Este
término hace referencia a materiales con al menos una dimensidn entre aproximadamente 1 y 100
nm, y que normalmente contiene de varios cientos a 10° 4tomos. Esta disminucion de escala, hace
que el area superficial expuesta por las NP sea muy grande, ya que, asumiendo que las NPs son

esféricas, la relacion area superficial-volumen (A/V) aumenta a medida que disminuye el radio (R):

donde m es la masa de la particula y d la densidad de la magnetita (5,2 g-cm™), deducimos

que el drea especifica (por unidad de masa) de una particula es inversamente proporcional a su radio,
A d 1
m 3R
Por tanto, resulta evidente que la capacidad de una NP de interaccionar con una biomolécula
depende de la cantidad de area especifica que ésta expone al disolvente y, por tanto, para una misma
cantidad de NP, ésta aumenta proporcionalmente con la disminucidn de su tamano. En la tabla 1 se
muestran los valores de masa, volumen, drea total y drea especifica de dos particulas esféricas de
magnetita de 1 umy 0,1 um (100 nm) de didmetro.

Tabla 1.- Comparacion de la masa, volumen, drea total expuesta y drea especifica de dos
particulas de 1 ym y 0,1 um (100 nm) de diédmetro.

d=1 um (1000 nm) d=0,1 um (100 nm)
Masa (g) 2,72:10™% 2,72:10%
Volumen (cm?) 5,24-10™ 5,24-10°°
Area expuesta (um?) 3,14 0,0314
Area especifica (m*-g™) 1,15 11,5

Los materiales magnéticos son aquellos materiales que muestran una respuesta a un campo
magnético externo aplicado, como consecuencia de la interaccidn de éste con el momento magnético
de los dtomos paramagnéticos que contiene. Se clasifican en cinco tipos principales: ferromagnéticos,

paramagnéticos, diamagnéticos, antiferromagnéticos, y ferrimagneticos (Issa et al. 2013).
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Por tanto, las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son NPs que muestran respuesta a un
campo magnético aplicado. Las caracteristicas que deben cumplir este tipo de NPs para poder ser

empleadas en la biomedicina son (Issa et al. 2013).

e Ser biocompatibles y no tdxicas.
e Presentar un tamafio suficientemente pequefio (10-50 nm), lo que hara que preserven la

estabilidad coloidal.

Existen diversos métodos para la preparacion de NPs de magnetita (Fe;0,), aunque todos
ellos implican, de una u otra forma, la oxidacién iones metalicos (Fe** y Fe*') al aumentar el pH de la
disolucién para dar lugar a sus hidréxidos. Estos grupos son los responsables del caracter anfétero de
los éxidos de hierro en general, y de la magnetita en particular, dando lugar bien a grupos positivos,
Fe(ll, I1)OH,"; neutros, Fe(ll, II)OH o negativos, Fe(ll, I11)0’, dependiendo de factores tales como el pH
o la fuerza idnica de la disolucion. En el caso de la magnetita, los valores de pKs para los hidréxidos de
su superficie han sido estimados en los valores pK,, = 4,4 y pK,; = 9,0 . Por tanto, la variacion de la
carga superficial de la particula de magnetita con el pH podria representarse mediante la

deprotonacion sucesiva de los hidroxidos de hierro de acuerdo con la reaccion:
Fe(II, I \OH} iz Fe(I1, Il \OH B I Fe (11, 110"
La Fig.2 muestra la variacion esperada de la fraccion de cada una de las tres especies asi

como la variacion de la carga superficial en funciéon del pH asumiendo los valores de 4,4 y 9,0 para

cada uno de los dos pKas sucesivos.
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Figura 2.- Variacién esperada de la fraccion de cada una de las tres especies, Fe(ll, Ill)OH,", Fe(ll, I1)OH y Fe(ll, 111)Oen funcion del pH
tomando como valores de pK, 4,4y 9,0.
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1.4.Recubrimiento (Polielectrolitos)
Dado que el punto isoeléctrico (pl, pH en el que la carga neta es nula) o punto de carga nula
(PZC) de la magnetita es cercano al pH fisiolégico (ver Fig.2), la repulsidon entre las particulas
individuales es pequefia por lo que se favorece su aglomeracidon haciendo que las NPM no sean
estables en estas condiciones. Para aumentar la estabilidad coloidal de las NPM (evitar su
aglomeracién para formar agregados de mayor tamaifo) se han desarrollado dos estrategias

complementarias:

a) La estabilizacion estérica que se consigue recubriendo las NPM con moléculas organicas o
polimeros que expongan al disolvente largas cadenas mds o menos hidrofébicas que
estabilizan la particula mediante el impedimento estérico resultante de la interaccién

entre las cadenas expuestas al disolvente de particulas diferentes.

b) La estabilizacion electrostdtica mediante la cual se aumenta la estabilidad coloidal de la
NP recubriéndolo de moléculas orgdnicas o polimeros cargados que inducen la repulsién
electrostdtica entre las particulas individuales reduciendo asi su tendencia a la

aglomeracion.

Por tanto, esta doble estabilizacion se puede conseguir mediante el recubrimiento de las NPs
con polielectrolitos (PEs). Los PEs son polimeros que contienen grupos ionizables, los cuales pueden
disociarse total (PEs fuertes), o parcialmente (PEs débiles) en disolucidon, obteniendo cadenas
poliméricas cargadas (macroiones) y que estdn acompanadas por pequefios contraiones (Markus
Deserno, 2001). Los PEs fuertes mantienen la carga fija independientemente del pH, mientras que los

débiles son aquellos en los que la densidad de carga varia al cambiar el pH.

Los PEs pueden ser clasificados en funcién de diversos factores, uno de ellos es su origen que
puede ser natural (proteinas o nucledtidos), natural modificado (celulosa) o sintético (polisulfonatos,
policarboxilatos, polifosfatos, poliaminas, etc.), obtenidos principalmente por polimerizacion de
radicales libres. Otros factores de diversificacién son la carga, pudiendo ser divididos en polianiones,
policationes y polianfolitos; y la localizacion de los sitios cargados en las cadenas del PE, de modo que
si estos se encuentran dentro de la cadena principal se llaman de tipo integral, y si estan localizados

en cadenas laterales de la cadena principal, se llaman de tipo colgante (Koetz J., 2007).

Cuando los PEs son adsorbidos a las superficies de las NPs se produce una estabilizacién
electrostatica entre ambos debido a la intensa repulsidn electrostatica entre particulas recubiertas de
PE del mismo signo que vence la atraccidn hidrofébica favoreciendo la persistencia de particulas
individualizadas. La energia de adsorciéon de PE sobre superficies con carga opuesta es muy grande

debido a la gran energia de unién de cada segmento y el gran nimero de puntos de fijacién del PE. Es
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por ello que la isoterma de adsorcion es de gran afinidad, y ademas el proceso inverso (desorcidon) es

extremadamente lento (Per M.Claesson, 2001).

Los polimeros pueden ser unidos de manera covalente (grafting) o adsorbidos, siendo uno de
los métodos mas utilizados el recubrimiento capa-a-capa (LbL, por sus siglas en inglés “Layer by
Layer”) que se basa en interacciones electrostaticas. Otras fuerzas como enlaces de hidrégeno,

interacciones hidrofdbicas y de Van der Waals también pueden participar en el recubrimiento.

Ademas de interaccionar el PE con la NP y estabilizarlas coloidalmente, es bien sabido que las
proteinas pueden formar complejos con los PEs. Las proteinas pueden unirse covalentemente o
adsorberse sobre el PE. La adsorcién de proteinas es definida como la adhesidon espontdnea de una
capa de moléculas de proteina sobre una superficie, siendo conducida, fundamentalmente, por el
aumento entrépico derivado de la liberacion de las moléculas de agua de las superficies
interaccionantes ademas del cambio conformacional que la proteina pudiera sufrir (Norde 1986). Se
trata de un proceso complejo que puede afectar a la estabilidad estructural de la proteina
(Larsericsdotter et al. 2001),por factores tales como temperatura, pH, fuerza iénica o composicién del
tampon (Rabe et al. 2011). Las interacciones mas importantes que determinan la estructura de las
proteinas y su influencia sobre la adsorcion son los enlaces de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, hidrofébicas y de Van der Waals (Perego 2013). En definitiva, un DDS basado en una

NPM segln lo dicho hasta ahora seria de la siguiente forma:

Organic Active
Linker Molecule

\ N
Magnetic &\'
Protective e // = 2Y

Coating

Figura 3.- Tipica NPM, consiste en un nucleo magnético, un
recubrimiento protector, un linker orgdnico y una molécula
activa (Perego 2013).

1.5.Anticuerpos monoclonales y la familia erbB
A pesar de tratarse de una NPM (puede responder a un campo magnético aplicado) también
se puede inmunodirigir como consecuencia de la unién o adsorcién en su superficie de un anticuerpo
monoclonal (mAb, por sus siglas en inglés, “Monoclonal antibody”). Los mAb son Ab homogéneos
producidos por un clon de células, el cual es derivado de una célula hibrida (hibridoma) creada a

partir de la fusidn de un linfocito B y una célula de mieloma (linfocito B canceroso). Pueden ser
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intrinsecamente terapéuticos o conjugados con moléculas diferentes para una variedad de

aplicaciones biomédicas.

Son muy utilizados en el tratamiento del cancer, siendo su antigeno principalmente algin
receptor de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano, entre otros (IGF-
1R, VGFR, etc.). Esta familia de receptores consta de cuatro miembros (HER1-4) que pertenecen al
linaje de las proteinas ErbB (ErbB-1-4) (Dimitrov et al. 2009). Son receptores de membrana que
consisten en una parte extracelular (formada por 4 dominios), un segmento transmembrana, y una
parte intracelular constituida por un segmento yuxtamembrana, un dominio quinasa, y una cola
carboxiterminal. El receptor més estudiado de esta familia es el erbB-1 (también EGFR/HER-1). La
unién de su ligando (el factor de crecimiento epidérmico, EGF) induce un cambio de conformacién
qgue conlleva a la dimerizacién del EGFR. Este cambio provoca la formacién de una interaccién anti-
paralela entre los dos dominios yuxtamembrana y, con ello, una interaccion “head to tail” de los dos
dominios quinasa, dando como resultado la activacion alostérica de la quinasa y la fosforilacidn de las
tirosinas de la cola C-terminal activando, en definitiva, las vias de sefializacién aguas abajo (Appert-

Collin et al. 2015).

Figura 4.- A) Estructura monomérica del erbB-1. B )Estructura
dimérica del erbB-1 tras la union del EGF (Appert-Collin, Hubert
et al. 2015).

Esta familia de receptores regula la apoptosis, la progresién del ciclo celular, la diferenciacién,
el desarrollo y la transcripcion celular (Appert-Collin et al. 2015). Es bien sabido que un gran nimero
de tumores malignos estd asociado con la mutacidn o sobreexpresidn de este tipo de receptores, por

lo tanto, son una importante diana terapéutica para el tratamiento del cancer.
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2. Antecedentes y objetivos

Recientemente, se ha utilizado distintos DDS para el tratamiento del cancer, basados en NPs
de diversa naturaleza, asi pues en la literatura encontramos NPs de materiales naturales o derivados
(liposomas, dextrano, quitosano, alginatos), dendrimeros, fullerenos, NPs de silice o recubiertas con

polimeros (De Jong et al.2008).

Nosotros hemos empleado NPMs, cuyas propiedades magnéticas permiten su localizacion
mediante un campo magnético externo, y que estan recubiertas con polimeros que permiten la
adsorcion de proteinas. Las NPs de Oxidos de hierro se pueden formar en tres tipos naturales:
hematita (a-Fe,03), maghemita (y-Fe,03) y magnetita (Fes0,4) (Kwizera et al. 2016). Aunque todas
estas formas exhiben propiedades prometedoras como la biocompatibilidad y toxicidad
relativamente baja en el cuerpo humano, baja sensibilidad a la oxidacidn, alta estabilidad en
respuesta magnética (incluso superior a 50 afios), posibilidad de transferencia a forma
superparamagnética por la disminucién de tamafio de particula, y la facilidad de proceso de sintesis y
tratamiento de superficie, las nanoparticulas de magnetita tienen comportamientos mas apropiados
(Ghazanfari et al. 2016). Por ello, en este estudio se ha trabajado con NP de magnetita, un material
ferrimagnético compuesto por atomos de hierro que ocupan distintos sitios reticulares con
momentos magnéticos antiparalelos que no se anulan. De manera general, la estructura de espinela
de las ferritas es (Me?*)[Fe*',]0,, donde Me*" representa iones metalicos, que en el caso de la

magnetita es Fe”".

De acuerdo con la literatura, las NPs de magnetita han sido sintetizadas por diferentes
métodos quimicos tales como coprecipitacidon (Kwizera et al. 2016), microemulsion (Kale et al. 2004),
sol-gel (Oh et al. 2011), descomposicion térmica (Lu et al. 2002), hidrotérmica (Lai et al. 2004) y la
técnica de aleacion mecanica (Yin et al. 2005). Nosotros obtuvimos las NPs de magnetita mediante el

método de coprecipitacidn, el cual sera explicado en el apartado de Materiales y Métodos.

Respecto al recubrimiento, se ha empleado una gran cantidad de PEs en la nanotecnologia,
de distintos origenes y cargas. Nosotros hemos empleado PEs de origen sintético, cuya ventaja es que
se puede controlar algunos aspectos de la estructura polimérica, produciendo materiales a medida y

aumentando la eficiencia del DDS. Los PEs utilizados han sido tanto polianiones como policationes.

En las uUltimas décadas, en los sistemas DDS disefiados para el tratamiento del cancer se ha
utilizado la terapia enzimatica, basada en enzimas como las generadoras de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Ben-Yoseph et al. 1994); también terapia génica, basada en ARNi (ARN interferente),
qgue impide la expresién de algunos oncogenes (Conde et al. 2015) y adsorcién de moléculas como

inhibidores de la tirosina quinasa o anticuerpos. La diana molecular tanto de los inhibidores de la
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tirosina quinasa (TK) como de los anticuerpos son receptores de la familia erbB. Los primeros impiden
la activacidn alostérica de las quinasas mientras que los mAb, se unen a un epitopo concreto de estos
receptores impidiendo que el EGF se una, inhibiendo la activacion del receptor. Algunos ejemplos de
los inhibidores TK utilizados en investigacidn son: erlotinib (dirigido frente erbB-1) y lapatinib (frente
erbB-1/erbB-2). Ejemplos de mAb son: cetuximab y panitumab (frente EGFR), y pertuzumab y
trastuzumab (frente HER2) (Modjtahedi et al. 2014).

En este estudio se ha utilizado el mAb cetuximab, de acuerdo con la disponibilidad de
farmacos del laboratorio y con las caracteristicas de las NPMs sintetizadas en el laboratorio
(adecuadas para sistemas de tipo matricial). El cetuximab es una buena eleccién dado que se une al
EGFR con una afinidad aproximadamente 5 a 10 veces superior a la del EGF, ademas induce la
internalizacion de EGFR lo que conlleva a una disminucion de los receptores disponibles en la
superficie celular (downregulation). También dirige a las células efectoras inmunitarias citotdxicas
hacia las células tumorales que expresan EGFR (citotoxicidad mediada por células dependiente de Ab,

ADCC) (Lo Nigro et al. 2016).

En definitiva, este trabajo constituye una prueba de concepto basada en un sistema de
vehiculizacién de farmacos formado por una NPM inmunodirigida, es decir, a la que se le ha

adsorbido un mAb, concretamente el cetuximab.

Objetivo principal del proyecto:

Conseguir la inmovilizacion del cetuximab en NPMs y comprobar su especificidad en células

tumorales. Para conseguir este objetivo, se proponen los siguientes objetivos especificos:

OBIJETIVO 1. - Obtener un stock de NPMs recubiertas con un PE catidnico y un stock de NPMs
recubiertas con un PE anidnico.

No se dispone de informacion fisicoquimica del cetuximab dado que es propiedad intelectual de la
entidad farmacéutica (MERCK®). En particular, se desconoce su pl por lo que sera necesario probar su
adsorcidn a NPs recubiertas tanto con PE aniénicos como catiénicos.

OBIJETIVO 2. - Caracterizar la adsorcion del anticuerpo a las NPs recubiertas de PE.

En particular, nos proponemos determinar la capacidad mdxima de adsorcién de la NP recubierta
expresada como la masa de proteina que se adsorbe por unidad de masa de la NP, gpax.

OBIJETIVO 3. -  Estudiar la capacidad de las NPs que contienen anticuerpo para reconocer células
tumorales en ensayos celulares.

Una vez caracterizada la unién del anticuerpo a las NPs recubiertas, conoceremos las condiciones
6ptimas para vehiculizar la biomolécula. Se plantean ensayos en modelos celulares para determinar si
las NPs inmunodirigidas son capaces de reconocer células tumorales.
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3. Materiales y Métodos

3.1.Preparacion de las y caracterizacion NPMs
El método de preparacion de las MNPs se basa en un método de coprecipitacidon, es cual se
basa en la precipitacién de los hidroxidos de Fe(ll) y Fe(lll) inducida por un aumento del pH de la
disolucién y su posterior oxidaciéon para dar lugar a la magnetita. La reaccidon de formacion de la

magnetita inducida por el aumento de pH puede expresarse de la siguiente forma:
FeCl,(ac) + 2 FeClz(ac) + 8 OH (ac) —» Fe?*(Fe3%),0,(s) + 8 Cl™(ac) + 4 H,0(1)

En primer lugar, se tomé 1 L de agua degasificada (previamente llevada a ebullicién y enfriada
a temperatura ambiente), donde se burbujed N, bajo continua y vigorosa agitacion mecanica
(homogeinizador Turrax T-18 de IKA). El pH de la disolucidon se monitorizd mediante un pHmetro
Crison. Tras degasificar el agua durante 15 minutos, se afiadieron 11,93 g de FeCl,-4 H,0 y 32,80 g de
FeCls-6 H,0 manteniendo la corriente de N, y la agitacién. La disolucion inicial, transparente, de color
anaranjado (mezcla de Fe**y Fe** en relacién molar 1:2) presentd un pH de 1,8. El pH de la disolucién
fue aumentado paulatinamente afiadiendo una disolucidon de NHs al 25 % en peso a una velocidad de
1 mL'min™ utilizando una bomba peristéltica (Pharmacia Biotech Pump P-50). A medida que el pH de
la disolucion se acerca a 7, se observa la formacién de un precipitado negro correspondiente a los
hidréxidos de hierro que forman las particulas Fe;0, aglomeradas. La adicion de NH3 continta hasta
alcanzar el pH un valor de 10. La dispersion asi obtenida se mantiene en agitacion y bajo atmédsfera

de N, durante 1 h.

El contenido sdlido de la dispersidn obtenida (particulas de Fe;0,) se separé del disolvente
mediante la utilizacién de imanes de neodimio niquelado de dimensiones 40 mm x 20 mm x 10 mm
cuyo campo era de 13000 Gauss (1,3 T). Las particulas obtenidas se lavaron con H,O destilada

mediante ciclos de resuspensidn - decantacidn sucesiva y se almacenaron como dispersion a 4 °C.

La reaccion global puede expresarse de la siguiente forma:

Tabla 2.-Reaccion global del método de coprecipitacion.

m (g) P.M. (g-mol™) n (moles)
) FeCl,-4 H,0 11.93 198.85 0.060
reactivos
FeCls:6 H,0 32.80 270.33 0.120
producto Fes0,4 13.89 231.53 0.060

Para caracterizar las NPMs “desnudas” se puso una muestra diluida en una rejilla de cobre, se

dejo secar y se tomd una imagen con el microscopio electrénico de transmision (TEM) Jeol JEM 1011.
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3.2. Recubrimiento de las NPMs
Como se comenté en la Introduccién, la superficie de las particulas de magnetita estd
formada por grupos positivos, Fe(ll, 1l1)OH,"; neutros, Fe(ll, II)OH o negativos, Fe(ll, 1)O" que le
confieren un cardcter anfétero. La Fig.5 muestra la variaciéon del potencial Z de las particulas de
magnetita obtenidas en el laboratorio mostrando que el pl es 6,3. En consecuencia, la particula esta

cargada positivamente por debajo de su pl mientras que tiene una carga negativa por encima de este.

Potencial Z (mV)
P
5}

Figura 5.- Variacion del potencial Z con el pH de las particulas de
magnetita obtenidas en el laboratorio. El punto isoeléctrico se
encuentra alrededor de 6,3.

Como consecuencia de este valor de pl, alrededor de pH fisioldgico, la densidad de carga
superficial de las NPs es pequefia y, por tanto, la repulsidon electrostatica que se ejerce entre las
particulas individuales no es suficiente para vencer el efecto hidrofébico que favorece la agregacion.
En estas condiciones, la estabilidad coloidal de las particulas es muy baja como para evitar su

aglomeracién, aumentando su tamafio de forma significativa.

Los intentos para individualizar las NPs mediante sonicacidon fueron infructuosos ya que
Unicamente se consigue revertir la aglomeracidon durante el tiempo en que se somete a la muestra a
la agitacién por ultrasonidos. Por tanto, ademas de sonicar, las recubrimos con PEs, los cuales
aumentan la estabilidad coloidal de las NPs (tanto la estabilidad estérica como la electrostatica). Esto
hara que haya repulsién entre las NPMs, de forma que disminuye su radio y, con ello, aumenta la
superficie especifica de adsorcién, ya que, asumiendo que las NPMs son esféricas, la relacién area
superficial-volumen (A/V) aumenta a medida que disminuye el radio (R), tal y como se comentd en el

apartado de Introduccién.

Hemos utilizado distintos PEs (anidnicos y catidnicos) con el fin de obtener una qus Optima.
La gmsx S€ relaciona con la capacidad méaxima de adsorcidn, es decir, representa los mg de proteina
gue es capaz de adsorber 1 mg de NP. Todos los PEs utilizados (Sigma Aldrich) han sido de origen

sintético y se muestran en la Fig.6.



_ Disefio y preparacion de nanoparticulas magnéticas inmunodirigidas contra células tumorales. Evaluacion de su
especificidad en modelos celulares

(A) Os_ONa
n
O=§=O
ONa n
Poli(vinilsulfonato), PVSA dextrano sulfato, DS Poli(acrilato), PAA
(8) cl- e N
HoN N\/\H/\/N\/\N/\/N -
* HCI H
AN " NH2 HN >N, i
ch CH3 n

Poli(dialildimetilamonio) (PDADMA) Poli(alilamina), PAAH Poli(etileninmina), PEI
Figura 6.- (A) Polielectrolitos anionicos y (B) catidnicos utilizados como recubrimiento de las NPs de magnetita en el
presente estudio.

El acido poliacrilico (o poliacrilato) de 1,5 kD de peso molecular fue el PE que mostré una
mayor capacidad de adsorcion entre los PE anidnicos mientras que entre los PE catidnicos lo fue la

polialilamina de 17,5 kD.

El proceso de recubrimiento de las NPMs con PAA (con el resto de PEs fue similar), comienza
con la sonicaciéon (sonicador Branson) de un stock NPMs en MES 10 mM pH 6 durante 30 minutos
efectivos. Después se le afiade PAA (preparado previamente en agua), al doble de concentracidn, en
MES 10 mM pH 6 y la dispersidon se mantiene bajo agitacién continua durante 18 h para que se
complete la adsorcion. A continuacion, el pH de la dispersidon se baja hasta pH 3 con objeto de
protonar los carboxilatos y reducir la estabilidad coloidal de las NPs recubiertas. La dispersién,
mantenida a pH 3, se decantan magnéticamente las NPs (con un iman de neodimio niquelado) para
eliminar el exceso de PAA que no ha reaccionado. Finalmente, las dejamos en agua a pH 7 y volvemos

a sonicar 30 minutos efectivos para separar las NPMs que habian quedado aglomeradas al decantar.

Para recubrir las NPMs con PAAH, afiadimos, a un pequeio volumen de |a disolucién anterior,
el doble de concentracién de PAAH. De forma que las NPMs con PAA son recubiertas, de nuevo, con
PAAH (preparado anteriormente en agua) por interacciones electroestaticas mediante el
procedimiento de recubrimiento capa-a-capa. Tras dejar la dispersion agitando durante 18 h, se quita
el exceso de PAAH con lavados con HEPES 10 mM y 75 mM de NaCl, con el objetivo de que la sal
apantalle las cargas del PE y las NPMs puedan ser separadas por decantacidn magnética. Por ultimo,

las dejamos en agua a pH 7 y volvemos a sonicar 15 minutos efectivos.

3.3.Caracterizacion de las NPMs recubiertas
3.3.1. Tamaiioy potencial Z
Tanto las mediciones de la movilidad electroforética para caracterizar la carga superficial de

las particulas y su efecto sobre la agregacidon, como las medidas del didmetro hidrodinamico basado
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en los principios de dispersion de luz dinamica (dynamic light scattering, DLS), se llevaron a cabo con

un analizador de particulas Brookhaven Plus 90.

3.3.2. Concentracion
En los lavados es muy probable la pérdida de NPMs con lo que se debe calcular la
concentracion de magnetita después de lavar. Para ello, las particulas de magnetita se disolvieron
utilizando HCI concentrado. La muestra a cuantificar se incuba a 70°C durante 30 minutos junto con

HCI (6M) y H,0, (3M). El acido concentrado va a disolver las particulas de Fe;0,:
Fe?*(Fe3%),0, (ac) + 8 HCl (ac) —> Fe?* (ac) + 2 Fe3* (ac) + 8 Cl™ (ac) + 8 H,0(ac)
Por su parte, el peréxido de hidrégeno oxida el Fe** a Fe**:
2 Fe?* (ac) + H,0,(ac) +2 H* (ac) —> 2 Fe3* (ac) + 2 H,0(ac)

Finalmente, todo el Fe*" presente en la disolucién reacciona con el SCN™ para dar lugar al complejo

coloreado:
Fe3*(ac) + SCN~(ac) & Fe(SCN)**(ac)

El complejo Fe(SCN)** es fuertemente coloreado y su espectro de absorcidén presenta un
maximo a 474 nm cuyo coeficiente de extincién se calculd tras obtener una recta patrén con
concentraciones crecientes de Fe™ (stock comercial 1 mg/mL) en presencia de tiocianato potasico
(KSCN) en medio acido. El ajuste de los datos experimentales a la ley de Lambert-Beer (fig. 7) permite

determinar el coeficiente de extincién es €(474nm) = 218.51 (mg-mL)-cm™.

1,2 4

y=218,51x
10 + R*=0,9991

" e

Absorbancia a474 nm

0,2 1

0,0 : : : : :
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

[Fe**] (mg/mL)

Figura. 7.-Determinacion del € del Fe**a partir de la pendiente de la ecuacion

de la recta de la absorbancia a 474nm frente a la concentracion de Fe**.

Después, debemos pasar de la concentracidn de Fe*" a la de magnetita con la siguiente conversion:

m
mg sy _ Mol Fe**  mol Fe;0, 231.55W‘?Fe304

ml - 55.85%Fe3+ ‘3molFe3*  mol Fe;0,
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3.4. Proteinas modelo
Con el objetivo de comprobar si las NPMs son capaces de adsorber proteina, antes de llevar a
cabo la adsorcion del cetuximab, empleamos proteinas modelo para cada stock de NPMs. En el caso
de las NPMs recubiertas con PAA, nuestra proteina modelo ha sido la lisozima de clara de huevo
(LZM) (Sigma Aldrich), (Fig.9A). Respecto a las NPMs recubiertas con PAAH, nuestra proteina modelo

ha sido la albumina de suero bovino (BSA, Sigma Aldrich) (Fig.9B).

(A) : e PM: 14.313,1 kDa
e &:de2.653 (mg/mL) em™
e pl:9.32 (cargada positivamente a pH fisioldgico)

(B)
e PM:66.432 kDa

e &:de(mg/mL) cm™
e pl: 5.60 (cargada negativamente a pH fisioldgico)

Figura 8.- Proteinas modelo y sus caracteristicas, utilizadas para estudiar la capacidad de adsorcion de las NPMs

recubiertas con polielectrolitos anidnicos(A): lisozima de clara de huevo, LZM y catidnicos (B): albumina de suero bovino.

Ambas proteinas, fueron disueltas en agua milli-Q y filtradas con un filtro de 0.2 um. Su
concentracion fue determinada espectrofotométricamente y haciendo uso del coeficiente de

extincién determinado previamente.

3.5. Anticuerpo monoclonal (mAb)
El mAb empleado en este proyecto es el cetuximab (Erbitux®), el cual fue facilitado por el
departamento de farmacologia del Hospital Universitario de Elche. Su € es de 1.318 (mg/mL) cm™, el
cual ha sido determinado en el laboratorio a partir de su absorbancia a 280 nm y aplicando la Ley de

Lambert-Beer (Fig.9).

Figura. 9.- Espectro del cetuximab (0.5 mg/mL).
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3.6.Ensayo de adsorcion

Debido a la naturaleza de los polielectrolitos que recubren las NPs, la adsorcion de las
proteinas se lleva a cabo por medio de interacciones electrostaticas, en las que los residuos de
aminoacidos que poseen carga eléctrica se encuentran mayoritariamente en la parte externa de la

molécula. Si hay grupos cargados en el interior se encuentran formando pares idnicos.

Para llevar a cabo el ensayo de adsorciéon, se han preparado diluciones con concentraciones
de NPMs crecientes, frente a concentraciones constantes de proteina (excepto en algunos casos, en
los que se tuvo que mantener un ratio constante en la concentracion de NPMs y proteinas), en
presencia de HEPES 10 mM a pH 7.0y, en ciertas ocasiones, 150mM de NaCl (condiciones similares a
las fisioldgicas). Esta mezcla se mantiene en un agitador rotativo durante unas 18 h, para asegurarnos

de que las proteinas son adsorbidas por las NPMs.

3.7. Espectroscopia dptica para la caracterizacion de proteinas
3.7.1. Medidas de Absorcion
La cantidad de proteina que se ha adsorbido a las NPMs fue cuantificada como la diferencia
entre la cantidad total inicial y la presente en el sobrenadante una vez retiradas las NPMs mediante
decantacion magnética. Experimentalmente, la cantidad de proteina no adsorbida (presente en el
sobrenadante) se determiné mediante espectroscopia dptica puesto que las proteinas absorben luz y
emiten radiacidon en la zona UV del espectro electromagnético. Durante la absorcidn, la energia
luminica es usada para promover electrones desde un estado fundamental a uno excitado. Electrones
gue participan en sistemas aromaticos deslocalizados absorben frecuentemente en la regién del UV
cercano o de la region del visible (Franz X.Schmid, 1997). En concreto, nosotros cuantificamos la
concentracidon de proteina adsorbida a partir de la absorbancia debida al triptéfano (Trp), cuyo

maximo de absorcidn se encuentra a una longitud de onda de 280 nm (Fig.10).
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Figura. 10.- Espectros caracteristicos de absorcion de a) Phe, b)Tyr

y ¢)Trp. (Franz X.Schmid, 1997).
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Por tanto, a partir de la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm y aplicando la ley de
Lambert-Beer, calculamos la concentracion de proteina adsorbida por las NPMs. Las medidas fueron
tomadas con un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2700 (Tokyo, Japdn). Con el objetivo de corregir el
espectro por la posible dispersion de las particulas sélidas de magnetita no compactadas que
pudieran quedar en el sobrenadante, se determina el espectro en el rango 240 — 400 nm. La
dependencia de la densidad o6ptica detectada entre 340 y 400 nm (donde el € de la proteina es
despreciable) con la longitud de onda se utilizé para corregir la contribuciéon de la dispersién de
acuero al método de Leach y Sheraga (Leach & Scheraga, 1960). Los espectros fueron adquiridos con
una velocidad de barrido media y un intervalo de muestreo de 0.2 nm. La linea base se hizo con el

tampdn correspondiente.

A partir de la pendiente de la grafica que representa la concentracion de proteina frente a la

de NPMs recubiertas, obtenemos la gz, de acuerdo con la ecuacién isoterma de Langmuir:

masa adsorbida de proteina _ quqy - k[proteina]
masa MNPs total "~ 1+ k[proteina]

q:

Donde, asumiendo que, si la concentracién de proteina es mucho mas grande que la

. a 4. 5 1 ,
constante de disociacion (que es igual a ;), entonces k[proteina] es mucho mayor que 1y, por tanto,
al despreciar el 1 en la ecuacién de Langmuir, podremos decir que g = g4, con lo cual tenemos la

siguiente ecuacioén de la recta, donde la pendiente es g,4x:

masa adsorbida de proteina
masa MNPs total

Amax = = masa adsorbida de proteina = @4, - masa MNPs total

3.7.2. Medidas de fluorescencia

Con el objetivo de observar si hay cambios en la conformacion del anticuerpo monoclonal
tras la adsorcién en las NPMs, realizamos medidas de fluorescencia, ya que estos cambios provocan
variaciones en la emision de fluorescencia, la cual es mucho mas sensible a los cambios en el estado
de hidratacién y conformacién del croméforo que la absorbancia. La emisién de fluorescencia de la
proteina se produce al pasar los electrones, previamente excitados, desde su estado excitado al
fundamental. En el estado excitado parte de la energia se pierde por procesos no radiactivos, como
transiciones vibracionales, conversion interna, etc. Como consecuencia, la energia emitida es siempre
menor que la energia absorbida y, por tanto, la fluorescencia ocurre a longitudes de onda mayores
que la absorcién. Al igual que en la absorbancia, la fluorescencia es debida a los aminoacidos
aromaticos, pero es dominada por los residuos de Trp. Por tanto, empleamos la medida de

fluorescencia debida al Trp, el cual emite a 355 nm (Fig.11).
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Figura. 11.- Espectros caracteristicos de fluorescencia de a) Phe, b)Tyr y

¢)Trp. (Franz X.Schmid, 1997).

Si hay cambios en la conformacién del anticuerpo, tanto la longitud de onda del maximo
como la intensidad de emisién del espectro del Trp varian. El méximo de emisién se desplaza a
longitudes de onda mayores cuando se produce una mayor exposiciéon del triptéfano al disolvente
(desplegamiento parcial o total) mientras que se desplaza a longitudes de onda menores si se
produce su deshidratacion como consecuencia de un plegamiento local de la proteina que entierra

en el interior de la proteina al triptéfano previamente expuesto.

Los espectros de fluorescencia se han recogido con un fluorimetro Cary Eclipse (Varian,
Australia) equipado con una unidad Peltier y se utilizd una cubeta de 10 mm de paso dptico. La
concentracion de cetuximab fue de 0,05 mg/mL en 10 mM de HEPES y 150 mM de NaCly fue
excitada a 280 nm, recogiendo el correspondiente espectro de emisiéon desde 300 a 450 nm. El
voltaje del fotomultiplicador se mantuvo a 750 V y las ventanas de excitacién y emision se
mantuvieron a 5 nm. Los espectros fueron adquiridos con una velocidad de barrido rapida y un
intervalo de muestreo de 0.5 nm, promedidndose los valores medidos cada 0,1 s y a 209C. Ademas se
hicieron rampas de temperatura, en las que los parametros eran los mismos que para la obtencion
del espectro, pero aumentando la temperatura desde 202C hasta 1002C a una velocidad de
calentamiento constante de 1 2C-min™. Los espectros resultantes fueron filtrados para reducir el nivel
de ruido tomando, para cada punto del espectro, los 5 valores anteriores y posteriores y calculando

una funcidn spline cubica en el ajuste.

3.7.3. Medidas de dicroismo circular (DC)

Con objeto de estudiar la estructura secundaria del anticuerpo monoclonal y los posibles
cambios conformacionales al interaccionar con las MNPs, se obtuvo su espectro de dicroismo circular
(DC). Esta técnica instrumental mide la capacidad de absorcién luz polarizada por moléculas en
disolucién. Obtenemos informacion sobre la distinta absorcidon de luz polarizada circularmente a

izquierdas y derechas por una molécula dpticamente activa (molécula quiral). Medimos AA = A/ — A,
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pero el pardmetro que normalmente obtenemos es la elipticidad (0) expresado en miligrados (mdeg).

La relacidn es la siguiente:

180
6 = 2303 (4~ Ap) - — ~ 33 - A (deg) = 33000 - AA (mdeg)

Las bandas de proteinas en DC se dan en dos regiones espectrales. Una de ellas es el UV
lejano o region amida (170 — 250 nm) donde se aprecian las contribuciones de los enlaces peptidicos
(cuya conformacidn esta directamente relacionada con la estructura secundaria de las proteinas), y la
otra zona es el UV cercano (250 — 350 nm) donde se observan bandas correspondientes a los
aminoacidos aromaticos y da informacién acerca de la estructura terciaria de la proteina alrededor de
estos aminodcidos. En este proyecto, hemos estudiado el espectro de la regidon amida, en el cual se
puede caracterizar la estructura secundaria y los cambios producidos en ella, concretamente se

muestra un caracteristico espectro de hélice a y de [dmina B (Fig.12).

4 Hélice ¢
X °

60 & Desordenado
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Elipticidad molar por residuo X 10

190 210 230 250
Longitud de onda (nm)

Figura. 12.- Espectros de DC en el lejano de las principales

conformaciones de las proteinas (Sancho, 2003).

El experimento fue llevado a cabo en un dicdgrafo Jasco J815 (Tokyo, Japén), equipado con un
soporte de celda termostatizado y con una unidad Peltier y se utilizd una cubeta de cuarzo de 0,1 cm
de paso dptico. La concentracién de cetuximab fue de 1 mg/mL en 10 mM de HEPES pH 7.0 y 150
mM de NaCl y el espectro recogido de 210 a 250 nm a 20 2C. Los resultados del espectro fueron

suavizados (smoothing), para reducir el nivel de ruido utilizando el software del dicégrafo Jasco J815.



Materiales y Métodos

3.8.Lineas celulares

Durante el desarrollo de los experimentos celulares, se han empleado lineas procedentes de
distintos tipos de tumores. La linea celular de carcinoma de colén empleada ha sido SW-620 vy la linea
celular de carcinoma de pancreas exocrino fue la RWP-1, ambas obtenidas del repositorio del
Instituto Municipal de Investigaciones Médicas (IMIM) de Barcelona. Las dos lineas fueron cultivadas
a 372C vy con un 5% de CO2, durante 48 o 72 horas, dependiendo del experimento. Cuando alcanzan
un 70-80% de confluencia, las células eran tripsinizadas. Se empled el medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco®) suplementado con L-Glutamina a una concentracion
final de 2 mM, Penicilina/Estreptomicina (BioWhittaker) a una concentracién final de 50 U/mL,
Piruvato sédico (BioWhittaker) a una concentracion final de 1 mM vy suero fetal bovino (SBF) en una

proporcion del 10%.

Para ciertos experimentos control empleamos linfocitos, los cuales se obtuvieron a partir de
cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica, obtenida de los restos no utilizados para su
analisis por el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario de Elche. El procedimiento
para obtener los linfocitos a partir de la sangre periférica, empieza con la adicion de buffer EL (buffer
de lisis de eritrocitos) (Gibco®), se agita, se incuba durante 30 min y se centrifuga a 2600 rpm.
Después nos quedamos con el precipitado, donde se encuentran los linfocitos. Estos se incuban a
379Cy 5% CO, en medio de cultivo RPMI (Gibco®) suplementado con 10% suero fetal de terneray L-
Glutamina a una concentracion final de 2 mM, Penicilina/Estreptomicina (BioWhittaker) a una

concentracion final de 50 U/mL.

3.9.MTT
Mediante este ensayo, se evalud la proliferacion celular. Este método se basa en la actividad
de la enzima mitocondrial, succinato deshidrogenasa, la cual reduce el bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma Aldrich), una sal de tetrazolio de color amarillo, a un
compuesto de color purpura, el formazan, permitiendo asi la valoracién del nimero de células

viables, que sera proporcional a la cantidad de formazan producido.

Para realizar este ensayo, se siembran las células en placas de 96 pocillos con entre 2-4000
células por pocillo y, tras 24 horas, se afiaden los tratamientos por sextuplicado. Las placas se incuban
a 379C con un 5% de COz2 durante 72 horas. Después, se afiade el reactivo MTT a una concentracién
de 0.25 mg/mL y se incuba durante 3 horas. Se elimina el medio de los pocillos, se afiaden 200ul de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich) para disolver los cristales de formazan y se deja la placa en
agitacidon a temperatura ambiente durante 20 minutos. Por ultimo, se mide la absorbancia a 570 nm

en un lector de microplacas Anthos 2001.
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3.10. Ensayo de especificidad

Este tipo de experimento se hizo con los objetivos de, por un lado, comprobar que el
cetuximab sigue estando adsorbido por las NPMs vy, por otro, evaluar la especificidad del cetuximab
inmovilizado. Para ello se prepardé una muestra compuesta por 1 mg/mL de cetuximab adsorbido en
3,5 mg/mL de NPMs y otra de 3,5 mg/mL de NPMs libres, ambas en 10 mM de HEPES. El blanco era
cetuximab libre. Las tres condiciones se prepararon por triplicado. A tres tubos se les afiadié 0,05
mg/mL de lisozima y se incubaron durante 10 minutos. Después, se tomd 50 ul de cada uno de los
nueve tubos, se les afladié 1 mL de células RWP-1 en DMEM (dilucién 1:20) y se dejé incubar durante
una hora. Luego se decantaron las NPMs con un iman de Nd, se quitd el sobrenadante y se afiadié
500 pl de PBS 1x (solucidn salina tamponada con fosfato). Ademas, a otros tres tubos (que no habian
sido tratados con la lisozima) se les hizo dos lavados mas con PBS 1x. Por ultimo, se contaron el
numero de células en cada una de las condiciones con la cdmara de Neubauer y, para evaluar la
especificidad del cetuximab inmovilizado, se compararon el nimero de células que hay entre las dos

muestras.

Este experimento se repitid en la linea celular SW-620 y en los linfocitos pero con solo un
lavado con PBS 1x y sin tratar con lisozima. En el caso de los linfocitos se hizo el ensayo por triplicado.
El motivo por el que se repite el experimento en estas lineas es para poder comparar la especificidad
del anticuerpo monoclonal en diferentes modelos celulares. Tanto la SW-620 como la RWP-1
pertenecen a tumores de tipo epitelial y, por tanto, expresan el antigeno del cetuximab, es decir, el
receptor erbB-1 (Fig.13). Sin embargo, los linfocitos no expresan este receptor, en consecuencia, se
espera que el sistema NPM con el cetuximab adsorbido se una especificamente a las lineas celulares

epiteliales.

S HER-1 ﬂ HER-1
- Actina . Actina

SW-620
RWP-1

Figura 13.- Resultados de un ensayo western, en los que se
observa expresion de HER-1 en las lineas SW-620 y RWP-1.

Como control se utiliza la proteina actina.
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4. Resultados

4.1. OBJETIVO 1. Obtener un stock de NPMs recubiertas con un PE catidnico y un stock de NPMs
recubiertas con un PE anidnico.

En primer lugar, mediante el proceso de coprecipitacion se sintetizaron NPMs. La Fig. 14
recoge dos fotografias de estas particulas obtenidas mediante microscopia de transmisién electrénica
(TEM). Las particulas resultan tener una forrma mas o menos esférica y, aunque su tamafio nominal es
menor de 50 nm, las particulas se encuentran aglomeradas formando agregados por interaccién

entre particulas individuales.

(A)

Figura 14.- A) Imagen microscopia de transmision electronica de las NPMs sin recubrir. (A): 200 KX; (B): 80 KX

Como ya se comento en la Introduccion, el punto isoeléctrico de la magnetita estd cercano a
7 (6,3) por lo que, a pH fisioldgico la particula esta escasamente cargada y, como consecuencia, su
baja estabilidad coloidal favorece su agregacion reduciendo la cantidad de area hidrofdbica expuesta

al disolvente.

Para el recubrimiento de las NPMs, se utilizaron, en primer lugar, los PE anidnicos con grupos
sulfonato y sulfato (PVSA y DS). En ambos casos, a pH 7, se detectaba una fuerte adsorcién de la
lisozima (pl = 9,32) aunque también se observaba la presencia de proteina en el sobrenadante
formando algun tipo de agregados solubles. Un estudio mas pormenorizado, demostré que ambos
recubrimientos basados exclusivamente en la atraccidon electrostdtica entre el PE (cargado
negativamente) y la superficie de la magnetita (cargada positivamente a pH < 6,3) no eran lo
suficientemente fuertes para asegurar que la atraccidn electrostatica se estableciese a valores de pH
ligeramente por encima del pl de la magnetita. Como consecuencia, parte del PE que recubria la NP a
bajo pH se desprendia a pH fisioldgico quedando libre en el medio (reduciendo el grado de

recubrimiento de la NP). Por su parte, el PE libre en el medio se unia a la proteina formando
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complejos electrostaticos que resultaban ser insolubles al reducir de forma drastica la carga global

expuesta al disolvente.

Experimentos y resultados similares fueron obtenidos al recubrir las NPMs con PE catidnicos
tales como el PDADMA Cl y PEIl. Aunque el recubrimiento es estable a pH alcalino (particula cargada
negativamente y PE cargado positivamente), al bajar el pH hasta 7, la carga de la superficie era
insuficiente para mantener al PE unido provocando su disociacién. El PE catidnico libre en el medio se
unia a las moléculas de BSA (cargadas negativamente a pH 7) formando, igual que en el caso anterior)

complejos insolubles que interferian en la medida de la adsorcidn.

Sin embargo, se observd que el PAA establece una interaccion especialmente fuerte con la
superficie de la magnetita al sumar a la mera atraccion electrostatica un efecto quelante sobre los
iones metalicos de la superficie gracias a los grupos carboxilato. Esto hace que la NP recubierta con
PAA posea carga negativa en un amplio rango de pH (pH superior a 4), permitiéndonos la posterior
unién de un polielectrolito positivo (PAAH) donde la interaccién, aunque sea puramente

electrostdtica, sera muy fuerte por la gran compensacién de cargas entre ambos PEs.

El tamano de las NPMs recubiertas con PAA y de las NPMs recubiertas con PAA_PAAH se
estimé midiendo su didmetro hidrodinamico y su potencial Z mediante la técnica de dispersién

dindmica de luz (DLS, Dynamic Light Scattering). Los resultados se recogen en la Tabla 3:

Tabla 3. Diametro hidrodindamico, polidispersidad y potencial zeta de los dos stocks de NPMs.

Diametro hidrodinamico Polidispersidad Potencial z (mV)
NPM_PAA 98 +3 0,167 + 0.002 -26+6
NPM_PAA_PAAH 186 £ 3 0,10 £ 0.02 +17 + 8

El hecho de que el potencial Z de las NPMs recubiertas con PAA y recubiertas con PAA y PAAH
sea negativo y positivo, respectivamente, es un indicador de que el recubrimiento ha sido efectivo.
Por otro lado, la polidispersidad de las muestras es relativamente baja (0,1 — 0,17) lo que indica que
la poblacién mayoritaria de particulas es la que corresponde al valor promedio del didmetro
hidrodindmico sin que existan poblaciones significativas de otras dimensiones. Por tanto, el
recubrimiento permite la individualizacién de las NP al aumentar su densidad de carga superficial v,

por tanto, la intensidad de la repulsion electrostatica entre NPMs individuales.
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4.2.0BJETIVO 2. Caracterizar la adsorcién del anticuerpo a las NPs recubiertas de PE.

Se hicieron los ensayos de adsorcién con proteinas modelo y los dos stocks de NPMs, y se
tomaron las medidas de absorbancia, a partir de las cuales se ha calculado la concentracion de
proteina adsorbida en funcion de la cantidad de NP presente en el medio. La pendiente de la
correlacion lineal es igual a la cantidad maxima de proteina adsorbida por unidad de masa de la

nanoparticula recubierta, Qmax = Mproteina adsorbida / Mnpm) (Fig.15 y Fig.16).
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Figura 15.- Concentracion de lisozima adsorbida por 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3,
0.35 y 0.4mg/mL de NPMs recubiertas con PAA en HEPES 10 mM (a partir de una
concentracion de 0.35 mg/ml de NPMs_PAA, toda la lisozima estaba adsorbida).

Podemos ver que la gnq es 0.65 mg de lisozima por mg de NPM recubierta con PAA.
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Figura 16.- Concentracion de BSA adsorbida por 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL de
NPMs recubiertas con PAA_PAAH en HEPES 10 mM. Apreciamos que la g, es de
1.09 mg de BSA por mg de NPM recubierta con PAAH.

En este ultimo caso, tuvimos que optimizar las condiciones del experimento y mantener un

ratio en el que la concentracién de BSA es el doble que de NPMs_PAA_PAAH en todos los puntos para
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poder medir las muestras sin dispersién, ya que de otro modo, las NPMs no decantaban bien

magnéticamente.

Nuestros resultados indican que las NPMs, tanto recubiertas por PE anidnicos como
cationicos tienen una elevada capacidad de adsorber proteinas de signo opuesto mediante
interacciones mayoritariamente electrostaticas. Asi, 1 mg de NPMs recubiertas por PAA es capaz de
adsorber 0,65 mg de lisozima a pH 7.0, mientras que esas mismas NPMs recubiertas con, ademas,
PAAH, pueden llegar a adsorber 1,09 mg de BSA por mg de NP. Es importante tener en mente que los
resultados no son directamente comparables ya que la BSA tiene un peso molecular 4,6 veces mayor
que la lisozima (66,4 y 14,3 kD, respectivamente) por lo que seria de esperar que el grosor de la
corona esférica formada por proteina adsorbida a la NPM recubierta de PE tuviese un mayor grosor si

esta formada de BSA que de lisozima.

Una vez demostrada la capacidad de las NPMs recubiertas tanto con PE aniénicos como
catiénicos para adsorber proteinas con carga opuesta, se ampliaron estos estudios a la adsorcién del
cetuximab. Dado que, como se comentd anteriormente, no se dispone de datos fisicoquimicos del
anticuerpo, desconocemos si, a pH fisioldgico, la biomolécula tendra una carga positiva o negativa vy,
por tanto, si podra adsorberse a superficies cargadas positiva o negativamente. Por ello, se evaluaron
los ensayos de adsorcidon con el cetuximab y los dos stocks de NPMs: NPMs recubiertas con PAA
(aniénicas, NPMs_PAA) y NPMs recubiertas con PAA y PAAH (catidnicas, NPMs_PAA_PAAH). La
cantidad de anticuerpo adsorbido por unidad de masa de NPMs se determind a partir de la
absorbancia del sobrenadante, como se ha comentado anteriormente. Los resultados se muestran en

la fig. 17.
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Figura 17.- Concentracion de cetuximab adsorbido por aproximadamente 0.05, 0.1, 0.15,
0.2, 0.25, 0.3 y 0.35 mg/mL de NPMs recubiertas con PAA y de NPMs recubiertas con
PAA_PAAH en HEPES 10 mM.
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Los resultados muestran claramente que el cetuximab no es adsorbido por las NPMs
recubiertas con PAA_PAAH (positivas), mientras que si lo es por las NPMs recubiertas con el
polielectrolito negativo, PAA. Este resultado apunta que el cetuximab tendria un punto isoeléctrico
mayor de 7. La maxima capacidad de absorcion de las NPMs recubiertas con PAA se estimo alrededor
de 0,40 mg de anticuerpo adsorbido por mg de NPM recubierta. Como consecuencia, se eligieron las

NPMs anidnicas para continuar con el proyecto.

El siguiente paso ha sido probar el ensayo de adsorcidn tanto con la lisozima (Fig.18) como
con el cetuximab (Fig.19), en condiciones de fuerza idnica similares a las fisioldgicas, es decir, ademas
de 10 mM de HEPES se ha afiadido 150 mM de NaCl. Se hicieron las medidas de absorbancia y se

calculd la concentracion de proteina adsorbida, representada frente a la de NPMs.
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Figura 18.- Concentracion de lisozima adsorbida por 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35y 0.4
mg/mL de NPMs recubiertas con PAA en HEPES 10 mM, con y sin NaCl 150 mM. Vemos que la

QJmax €S de 0.1501 y 0.6529 respectivamente.

En el caso de la lisozima se observa que el aumento de fuerza idnica de 10 a 150 mM provoca
una disminucién de la capacidad maxima de adsorcién, gmay, desde 0,65 a 0,15 mg de proteina por
mg de NPM. El resultado es consistente con la atenuaciéon de las interacciones electrostaticas
atractivas como consecuencia del apantallamiento de las mismas por la presencia de los iones en la

disolucion.
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Figura 19.- Concentracion de cetuximab adsorbido por 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3 y 0.35
mg/mL de NPMs recubiertas con PAA en HEPES 10 mM, con y sin NaCl 150 mM

Por su parte, en el caso del cetuximab, el aumento de fuerza idnica tiene un efecto mas
acusado que el observado para la lisozima disminuyendo desde 0,40 mg de cetuximab por mg de
NPM a 0 M de NaCl a ser practicamente nula en presencia de 150 mM de NacCl. La disminucidn de la

Omax Puede deberse a dos motivos:

a) Que la presencia de NaCl 150 mM dé lugar a una disminucién de la estabilidad
conformacional de la proteina que disminuya su capacidad de adsorcién.

b) Que el pl del cetuximab esté muy cercano a 7 y que, por tanto, al estar muy poco cargado en
las condiciones en las que se hace el ensayo de adsorcidn, cuando este se hace en presencia
de NaCl 150 mM, la interaccidn electrostatica entre el Ab y el PAA es muy débil debido a que

la sal apantalla las cargas del PE.

Dado que la peor situacién seria que se dé el desplegamiento del anticuerpo, se decidid
realizar ensayos de fluorescencia con el objetivo de analizar el efecto que pudiera tener la sal en la
estructura conformacional del cetuximab. Se evalué un espectro de fluorescencia a pH5y 7, y en

presencia y ausencia de NaCl (fig.20).
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Figura 20.- Espectro de fluorescencia de 0.05 mg/mL de cetuximab adsorbido en 1 mg/mL de NPMs
recubiertas con PAA en HEPES 10 mM y en Acetato 10 mM, en ausencia y presencia de NaCl 150 mM.

Observamos que la intensidad maxima de fluorescencia se encuentra a una longitud de onda
de entre 330-335 nm, lo que nos permite decir que los Trp no estdn expuestos y que, por tanto, en
ninguna de las condiciones la molécula estd desplegada, ya que de ser asi, el maximo de
fluorescencia estaria sobre 350 nm. Ademds, en los cuatro casos la longitud de onda en el maximo
de fluorescencia apenas varia, con lo que la conformacidn de la proteina no varia practicamente al

cambiar el pH a 5 o al afiadir NaCl 150 mM.

Ademas, se ha estudiado la estabilidad térmica de la proteina a pH 5y pH 7 en presencia y

ausencia se sal (150 mM) monitorizando la emision de la proteina a 335 nm (fig.21).
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Figura 21.- Barrido de temperatura del cetuximab 0.05 mg/mL adsorbido en 1 mg/mL de NPMs recubiertas
con PAA en HEPES 10 mM y en Acetato 10 mM, en ausencia y presencia de NaCl 150 mM.
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Se ha ajustado la variacién fluorescencia-temperatura a una sigmoidal con lineas de base
inicial y final. El punto de inflexion de la sigmoidal es igual a la temperatura de fusidon (Tm) y dt nos
indica como de abierta o cerrada es la sigmoidal. Vemos que la Tm (~73 2C) es muy similar en las
cuatro condiciones, al igual que dt, por tanto podemos decir que la estabilidad térmica no varia

notablemente al cambiar el pH a 5 o al anadir 150 mM de NaCl.

No se han observado variaciones significativas en la conformacién del anticuerpo con los

ensayos de fluorescencia, por lo que se decidié realizar un ensayo de DC para evaluar con mas detalle

la estructura (Fig.22).

Elipticidad

Longitud de onda (nm)

Figura 22.- Espectro de DC en el lejano del cetuximab 1 mg/mL en HEPES 10 mM y, en

ausencia y presencia de NaCl 150 mM.

Vemos que la estructura del cetuximab es una mezcla de conformacion de hélice a y lamina B
y, que en cualquier caso, no se observa una variacidn significativa de la estructura secundaria de la

proteina como consecuencia de la adicion de sal.
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4.3.0BJETIVO 3. Estudiar la capacidad de las NPs que contienen anticuerpo para reconocer

células tumorales en ensayos celulares

En primer lugar, con el fin de evaluar si las NPMs recubiertas con PAA son tdxicas per se, se

realizaron ensayos MTT con la linea celular RWP-1 (de carcinoma de pancreas exocrino). Las células

se trataron con NPMs recubiertas con PAA en concentraciones de 4, 6, 8, 12, 15, 30 y 60 pg/mL.

Como controles se ha empleado a las células sin tratar (filas de los extremos) y a las células tratadas

solamente con agua estéril a pH 7, dado que las NPMs_PAA se encuentran en agua a pH 7.

% Control
3

C CH)0 60 30 15 12 8 6 4
pg/mL NPMs_PAA
RWP-1
120
-+ nanoparticulas pug/ml
100 o Control agua

L} T 1 T L 1

10 20 30 40 50 60
pa/ml nanoparticulas

Figura 23.- Ensayo MTT de las RWP-1 tratadas con las NPMs a diferentes concentraciones. B)

Dosis- respuesta a las NPMs. Los datos representan la media + SD, con n 2 6.

En la gréfica se puede apreciar que el porcentaje de células viables no disminuye

notablemente con el aumento de la concentracién de NPMs recubiertas con PAA, con lo que

podemos decir que no son toxicas por si mismas en la linea celular RWP-1 a concentraciones con las

gue se adsorberia una dosis adecuada de cetuximab para un paciente.

A continuacidn se llevaron a cabo ensayos de especificidad. Para ello, se tuvo que determinar

la concentracién de NPMs necesaria para asegurar la completa adsorcidn del anticuerpo, teniendo en
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cuenta que se debe inmovilizar 1 mg/mL de cetuximab, para que al hacer la dilucién de 1:20 quede
una concentracién alta de cetuximab (0.05 mg/mL) para este tipo de ensayos. Sabiendo que el
anticuerpo es adsorbido por las NPMs recubiertas con PAA con una gmay de 0.40 en ausencia de NaCl,
se necesita 2.5 mg/mL de NPs para adsorber 1 mg/mL de la proteina. No obstante, trabajaremos con
concentraciones de NPMs mas altas, para asegurarnos de que todo el Ab esta adsorbido, ya que el

medio en el que se encuentran las células (DMEM) contiene sales.

En primer lugar, se hizo un ensayo de especificidad preliminar, en el que se utilizé sélo la linea

celular RWP-1, en dos condiciones distintas (sin incubar con lisozima):

Tabla 4.- Nimero de células/mL unidas de la linea RWP-1 en cada una de las condiciones indicadas. La concentracidn de

cetuximab es de aproximadamente 0.05 mg/mL y de NPMs es de 0.175 mg/mL (tras hacer la dilucién 1:20).

1 lavado con PBS 3 lavados con PBS
Cetuximab 17.500 17.500
NP_PAA 57.500 32.500
NP_PAA + cetuximab 102.500 117.500
NP_PAA + cetuximab/NP_PAA 1,783 3,615

Si analizamos los ratios cetuximab adsorbido por las NPMs frente NPs libres, se observa que
el mejor método para eliminar las uniones inespecificas es realizar tres lavados con PBS 1x. En ambos
casos el niumero de células que se unen al cetuximab inmovilizado es mas alto que el nUmero que se

une a las NPMs libres.

En el siguiente ensayo se utilizé también la linea celular RWP-1, en tres condiciones distintas:

Tabla 5. Numero de células/mL unidas de la linea RWP-1 en cada una de las condiciones indicadas. La concentracion de

cetuximab es de aproximadamente 0.05 mg/mL y de NPMs es de 0.175 mg/mL (tras hacer la diluciéon 1:20).

1 lavado con PBS Con LZM (0.05 mg/ml) 3 lavados con PBS

Cetuximab 40.000 40.000 40.000

NP_PAA 102.500 200.000 80.000

NP_PAA + cetuximab 220.000 285.000 195.000
NP_PAA + cetuximab/NP_PAA 2,146 1,425 2,438

De nuevo, el mejor método para eliminar las uniones inespecificas es realizar tres lavados con
PBS 1x y el peor método es unir lisozima a las NPMs, pues con este método se ha producido un
mayor numero de interacciones inespecificas, es probable que las células también se hayan unido a
la lisozima. En los tres casos se observa que el nimero de células que se unen al cetuximab

inmovilizado es mas alto que el nimero que se une a las NPMs libres.

Se hizo otro ensayo de especificidad con tres modelos celulares distintos: dos lineas celulares
de tumores de tipo epitelial (RWP-1y SW-620) y un modelo celular no epitelial, los linfocitos, con los

que se ha hecho el experimento por triplicado:
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Tabla 6. Numero de células/mL unidas de cada una de las lineas celulares indicadas. La concentracidn de cetuximab es de

aproximadamente 0.05 mg/mL y de NPMs es de 0.175 mg/mL (tras hacer la dilucién 1:20).

RWP-1 SW-620 Linfocitos (media)
Cetuximab 7.500 15.000 5.000
NP_PAA 220.000 305.000 35.000
NP_PAA + cetuximab 477.500 662.500 27.500
NP_PAA + cetuximab/NP_PAA 2,170 2,172 0,788

Tal y como esperabamos, observamos que en las lineas celulares de tumores de tipo epitelial

y que, por tanto, expresan el antigeno del cetuximab (erbB-1), el ratio nos sigue indicando que el

numero de células que se unen al cetuximab inmovilizado es mucho mayor que el nimero de células

que se une a las NPMs libres. En el modelo celular no epitelial, el cual no expresan el erbB-1, el

numero de células que se une a las NPMs libres es mayor, es decir, no se aprecia especificidad.

En resumen, se recogen todos los datos de los tres ensayos de especificidad en la siguiente

grafica:

@@ Nanoparticulas (N)
@@ Nanoparticulas-cetuximab (N-C)

Razén N-C/N

RWP-1 SW620 Linfocitos

Epitelial Hematopoyética

Figura 24.- Representacion de la razon cetuximab adsorbido por las NPMs frente NPs libres
en los tres modelos celulares estudiados. Los datos representan la media + SD, conn 2> 6 en

el caso de la linea celular RWP-1y n > 3 en el caso de los linfocitos.

En la grafica se puede apreciar que se mantiene la especificidad del cetuximab en las dos

lineas celulares de tumores de tipo epitelial (RWP-1y SW-620), mientras que no existe esta

especificidad en el modelo celular no epitelial, los linfocitos.



Disefio y preparacion de nanoparticulas magnéticas inmunodirigidas contra células tumorales. Evaluacion de su
especificidad en modelos celulares

5.Discusion

A lo largo de este trabajo se ha llevado a cabo el proceso de sintesis de NPMs recubiertas con
diversos polimeros, sobre los cuales se han adsorbido distintas proteinas, incluido un mAb
anticancerigeno, el cetuximab, obteniendo finalmente un multitransportador inmunodirigido.
Ademas se ha evaluado la especificidad del cetuximab cuando estd inmovilizado sobre las NPMs en

distintos modelos celulares.

Para ello, en primer lugar se han sintetizado las NPMs por el método de coprecipitacion, el
cual ha resultado ser un proceso de obtencién efectivo, ademas hace posible el control del tamafio
de las particulas mediante la adaptacion del pH y la fuerza idnica del medio de precipitacion (Lungu
et al. 2016). También podemos decir que el proceso de recubrimiento con los PEs ha sido efectivo,
dado que el potencial zeta de las NPMs recubiertas con PAA y con PAAH es negativo y positivo,

respectivamente, representando por tanto, la carga neta de los PEs a pH 7.

Tanto las NPM recubiertas con PEs catidnicos como anidnicos han demostrado ser especies
con una elevada capacidad de adsorber proteinas cuya carga global es de signo opuesto. Asi, cuando
el recubrimiento externo de las NPM era de PAA, las particulas eran capaces de adsorber 0,65 mg de
lisozima por mg de NPM mientras que si el recubrimiento externo era de PAAH, estas mismas NP
podian adsorber 1,09 mg de BSA por mg de NP. Estas capacidades de adsorcidn se encuentran entre
las mas elevadas reportadas hasta ahora en bibliografia sin que exista evidencia alguna que apunte
hacia la disminucion de la estabilidad conformacional de la proteina como consecuencia de la
adsorcion. Este hecho se debe a que el PE que recubre la particula le confiere a ésta una elevada
densidad de carga que aumenta el nimero de grupos de la proteina con carga opuesta que pueden
establecer enlaces salinos para reducir el potencial quimico del complejo. Cuando la adsorcién de la
proteina se realiza sobre una superficie sélida, la estabilidad conformacional de la proteina disminuye
ya que se favorece la adsorcion de estados de la proteina que expongan mayor drea y maximicen la
formacion de puentes salinos. Sin embargo, cuando la superficie estd recubierta por PEs, debido a su
mayor flexibilidad, los monédmeros de PE pueden adaptarse a la estructura de la proteina para formar

las interacciones electrostaticas sin obligar a la proteina a desplegarse total o parcialmente.

A partir de los estudios llevados a cabo acerca de la capacidad de adsorcion por NPMs
recubiertas de distintos PE, (PVSA, DS, PEl y PDADMA Cl) se puede extraer una importante conclusion
acerca de la estabilidad del propio recubrimiento. Aquellos PE cuya interaccion con la superficie de la
NPM es consecuencia de la mera atraccion electrostatica no parecen ser los mas adecuados para
trabajar a pH fisioldgico debido a que, al encontrarse cerca del pl de la particula (6,3), al reducirse la

densidad de carga superficial de la NPM se produce la disociacién parcial del PE que recubria a la
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NPM a pHs alejados de su pl. Esto tiene como consecuencia una disminucion en el nivel de
recubrimiento de la NPM, con la consiguiente disminucién de la capacidad de adsorber biomoléculas
de signo opuesto. Ademas, la liberacion al medio de parte del PE inicialmente recubriendo la NPM
podria tener efectos no deseados al asociarse con la proteina del sobrenadante (no adsorbida a la

NPM).

Por el contrario en el caso del PAA, cuya adsorcion a la superficie de la NPM se debe, no solo
a la atraccién electrostatica, sino fundamentalmente a su capacidad quelante de los iones de hierro
de la superficie, resulta ser mucho mas estable y capaz de mantener tanto su fuerte unién a la NPM a
pH fisioldgico como su capacidad de adsorcién de biomoléculas de signo opuesto. En el caso del
PAAH, aunque la interaccién con el PAA es puramente electrostatica, es muy fuerte por la gran
compensaciéon de cargas entre ambos PEs, con lo que este PE también muy estable y mantiene su

fuerte unidn al PAA, asi como su capacidad de adsorcion de biomoléculas de signo opuesto.

Nuestros resultados indican que el cetuximab tiene una pl superior a 7 ya que Unicamente es
capaz de ser adsorbido por NPM recubiertas por un PE aniénico como es el PAA. La capacidad
maxima de adsorcién resulta ser de 0,40 mg de anticuerpo por mg de NP lo que supone una elevada
tasa de adsorcion. Sin embargo, la capacidad de adsorcion de estas NPM recubiertas con PAA
disminuye fuertemente con la fuerza idnica lo que apuntaria a que el apantallamiento de las

interacciones electrostaticas como responsable de este comportamiento.

Se han planteado dos motivos por los que se pudiera producir una disminucion tan
pronunciada de la gmay, bien que la presencia de NaCl 150 mM dé lugar al desplegamiento de la

estructura conformacional del cetuximab, o bien que el pl del cetuximab esté cercano a 7.

Los resultados obtenidos de los ensayos de fluorescencia y de DC nos permiten descartar que
la adsorcién tan baja del cetuximab en presencia de 150 mM pueda deberse a que su estructura
conformacional haya cambiado. Esto lo podemos decir porque, tanto en ausencia como en presencia
de NaCl 150 mM, no observamos variaciones significativas ni en la intensidad de fluorescencia ni en
la posicion del espectro de emisién de la proteina. Por otro lado, en el ensayo de desnaturalizacion
térmica, tanto la Tm como la dt son similares en ausencia y presencia de sal, indicdndonos que la
estabilidad térmica practicamente no varia. Por ultimo, en el ensayo de DC vemos que la estructura

del anticuerpo se mantiene de forma similar en las dos condiciones.

Por tanto, la capacidad de adsorcién tan baja del anticuerpo por las NMPs recubiertas con
PAA en presencia de NaCl 150 mM debe estar causada, fundamentalmente, por el apantallamiento
de la atraccidn electrostatica al aumentar la fuerza idnica. Es decir, es posible que el pl de la proteina

sea cercano a 7 y que, al estar poco cargada al pH en el que trabajamos y debido al apantallamiento
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de las cargas causado por la sal, el resultado sea una interaccién electrostatica débil entre el

anticuerpo y el PAA.

Por tanto, para vehiculizar el farmaco en cuestion en presencia de 150 mM de NaCl, la
adsorcién estda comprometida por una gma Pequefia, pero sabiendo que no se debe a cuestiones
estructurales, la solucidn para asegurarnos de que nuestra proteina estd adsorbida es aumentar la

concentracion de NPMs, ya que:

masa adsorbida de proteina

masa NPMs total =

qmax

A raiz de los resultados obtenidos en el MTT de proliferacién y viabilidad celular, podemos
afirmar que las NPMs recubiertas con PAA no son tdxicas por si mismas en la linea celular RWP-1 a
concentraciones con las que se adsorberia una dosis adecuada de cetuximab para tener efecto en un
paciente, coincidiendo con los resultados obtenidos en los ensayos de MTT con PAA realizados por
otros autores (Wu, Shen et al. 2016). Ademas, la biocompatibilidad del PAA ha sido demostrada tanto

in vivo como in vitro en informes anteriores (Seldon et al. 1994) y (Ghavamzadeh et al. 2004).

En los ensayos de especificidad en modelos celulares, se ha observado que se une un mayor
numero de células a la muestra en la que se encuentra el cetuximab adsorbido en las NPMs con
respecto de la muestra en la que solamente estan las NPMs. Este hecho demuestra que el cetuximab
sigue estando adsorbido a la superficie de la NP y que, por tanto, el proceso de adsorcidon del
cetuximab en NPMs recubiertas con PAA llevado a cabo en este proyecto es efectivo. Ademas, nos
confirma que un aumento en la concentracion de NPM para adsorber la cantidad de cetuximab
necesaria para este tipo de ensayos, es una buena forma de que el Ab no sea desorbido a pesar de

gue haya fuerza idnica en el medio.

El motivo de la presencia de uniones inespecificas, aunque sean menores, puede deberse a

uniones a través de proteinas que se encuentren en las células que presenten carga positiva.

Por ultimo, en este tipo de ensayos también se ha observado diferencias significativas entre
el numero de uniones especificas en las lineas celulares RWP-1 y SW-620, las cuales son de tipo
epitelial (expresan el erbB-1) con respecto a los linfocitos, que son un modelo celular primario y que
no expresan erbB-1. Este fendmeno demuestra que se mantiene la especificidad del cetuximab
vehiculizado en este tipo de NPs, ya que se une en mayor medida a lineas celulares las cuales

expresan el antigeno de este farmaco, el erbB-1.
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6.Conclusiones y proyeccion futura

Conclusiones

El presente trabajo muestra prueba de concepto que abre la puerta a desarrollo de nuevos
sistemas de vehiculizacién de farmacos, concretamente de anticuerpos monoclonales antitumorales.
Estos sistemas se basan en NPMs, las cuales son utilizadas cada vez mds habitualmente en
investigaciones recientes por sus propiedades fisicoquimicas exclusivas (Ghazanfari et al. 2016), que
las hacen facilmente manipulables. A partir de los resultados obtenidos en este estudio las

conclusiones que podemos extraer son:

1. El método de coprecipitacion utilizado, es un proceso de obtencién de NPMs relativamente
facil y efectivo, que ademas hace posible el control del tamafio de las particulas mediante la
adaptacion del pH vy la fuerza idnica del medio de precipitacion.

2. El uso del acido poliacrilico (PAA) ha sido una buena eleccidn para recubrir este tipo de
particulas en condiciones fisioldgicas debido a su accién quelante del hierro, resultando ser
mas efectivo que PEs que recubren la superficie de las NPMs sdlo mediante interacciones
electrostaticas.

3. La influencia de la fuerza idnica en el medio es un factor importante, puesto que dificulta la
interaccidon electrostdtica entre la proteina y el PE que recubre la NPM, afectando
negativamente a la adsorcion de la misma.

4. La disminucion de la adsorcién de anticuerpo monoclonal en presencia de fuerza idnica se
debe al apantallamiento de las interacciones electrostaticas atractivas entre el anticuerpo y la
particula recubierta. Por otra parte, la adsorcion no parece afectar ni a su estabilidad
conformacional ni térmica, tal y como demuestran los experimentos realizados mediante
espectroscopias de fluorescencia y de dicroismo circular.

5. Incluso en presencia de concentraciones salinas similares a las encontradas fisioldgicamente
se puede conseguir la completa adsorcion de la muestra de anticuerpo aumentando la
cantidad de NPM para compensar la caida en la capacidad maxima de adsorcién de estas
Ultimas con el aumento de la fuerza idnica.

6. Las NPMs recubiertas con PAA no mostraron una toxicidad significativa en los modelos
celulares probados y ademds, son una buena eleccién para vehiculizar el anticuerpo
monoclonal, ya que este mantiene su especificidad por las lineas tumorales que presentan su

antigeno (erbB-1).
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Proyeccion futura

A pesar de que a lo largo de todo el estudio se ha podido demostrar que el mAb inmovilizado
en las NPMs recubiertas con PAA sigue siendo especificamente activo en las lineas celulares
estudiadas, este hecho debe ser confirmado en un mayor nimero de lineas celulares y en otros tipos
de cancer. También se deberia comprobar la funcionalidad del anticuerpo y si, por tanto, inhibe la
fosforilacion del receptor erbB-1, mediante diferentes técnicas tales como el western blot o la
utilizacion de un ensayo fosfoarray. Ademas, la potencialidad de este sistema multicarrier
inmunodirigido debe ser verificada con estudios mas avanzados de distribucion y citotoxicidad en
tejidos con el fin de dar mayor validez al sistema propuesto y su posible utilizacién como terapia

inmunodirigida contra el cancer.

Ademas, aunque una mayor concentracion de NPMs ha resultado ser efectiva para que la
proteina no sea desorbida en condiciones desfavorables (presencia de fuerza idnica) propias del
medio celular, seria aconsejable unir el Ab al PE de recubrimiento de forma covalente mediante un
enlace de tipo amida. Esto nos permitiria asegurarnos de que el Ab no se va a desorber en
condiciones de mayor fuerza idnica. Sin embargo, la funcionalidad biolégica del anticuerpo unido
covalentemente debera ser testada en lineas celulares y comparada con la del anticuerpo libre en

disolucioén.

El sistema de vehiculizacién desarrollado en este estudio se puede orientar tanto a
diagndstico como a terapia. Respecto a diagndstico, el fin seria recubrir la NPM con un polielectrolito
cuyos carboxilos se hayan derivatizado con moléculas fluorescentes (de fluoresceina, por ejemplo).
Sobre este PE se adsorberia un mAb cuyo epitopo esté sobreexpresado especificamente en un
determinado tipo de tumor, de este modo, se podria tanto diagnosticar un cdncer como evaluar si el
tratamiento que esta recibiendo el paciente en ese momento esta siendo efectivo para disminuir el

numero de células cancerosas.

En cuanto a terapia, el objetivo se basa en el desarrollo de un DDS, que comenzaria con la
adsorcién de un farmaco antitumoral a una NPM inmunodirigida. El hecho de que se pueda unir
covalentemente el Ab a la NPM recubierta permitiria adsorber, después, un farmaco (tanto cationico
como anidnico) a la NPM, por el método capa-a-capa si fuese necesario. A este sistema le harian
nuevos estudios de adsorcion centrados en la determinacidn de su capacidad de adsorcion maxima,
Omax, de la nanoparticula respecto del farmaco de interés. Ademas, serian necesarios estudios de
liberacidn de la droga en cuestion, en los que se podria aprovechar el pH fisiolégico moderadamente
acido que suelen presentar los tumores (Wang et al. 2016) para liberar el fairmaco adsorbido en un PE

sensible al pH como lo es el PAA.
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En definitiva, se trataria de un sistema inmunodirigido de administracion de farmacos
antitumorales, en el que el Ab se encargaria de dirigir la NPM para, después, ser liberado el farmaco.
Este método permite aumentar la biodisponibilidad del farmaco, ya que se incrementa la
concentracion local del mismo, lo que permite disminuir la dosis y, con ello, los efectos secundarios

generados por estos farmacos debido a su accidn en células sanas.

Debido a esta ventaja, este sistema de trasporte y liberacion de maultifirmacos podria ser
empleado tanto para adsorber farmacos clasicos vy, asi, reforzar el tratamiento de terapias cldsicas
(como la quimioterapia y la radioterapia), como para disefiar nuevas terapias, tales como terapias
enzimaticas o terapias epigenéticas adsorbiendo inhibidores de deacetilasas de histonas, por

ejemplo.

Tanto el diagndstico como todas las terapias comentadas pueden ser inmunodirigidas (como
ha sido en este estudio) o simplemente, al tratarse de NPMs, se puede dirigir el farmaco de forma

especifica hacia su diana mediante el uso de un campo magnético externo.

Cabe destacar, que las nanoparticulas son capaces de atravesar barreras bioldgicas como la
hematoencefalica (De Jong et al. 2008), facilitando el acceso de estas drogas a tumores cerebrales,
pudiendo asi combinar la penetrabilidad con la direccionalidad de los campos magnéticos para

obtener un tratamiento anticancerigeno muy eficaz.
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