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ABSTRACT

At present, cancer is one of the world main problems because of its great mortality. The
main objective of this thesis has been the improvement of the prognosis of those patients
affected of Glioblastoma Multiforme, the most frequent and aggressive type of brain tumour.
Currently, the existing treatments are very aggressive and lack of effectiveness, the mean life
expectancy is around 15 months. To fulfil our objectives, the Unidad de Neuroprétesis y
Rehabilitacidn Visual of the Instituto de Biongenieria from the Universidad Miguel Hernandez,
together with the Instituto de Tecnologia Quimica, from the Universidad Politécnica de Valencia-
CSIC, have worked in the development of new diagnosis tools and therapeutic approaches.
Regarding the improvement of diagnosis, we present new contrast agents for Magnetic
Resonance Imaging. The first of them is based on Gd-Si oxide nanoparticles is visible in sequence
T,, constituted with Gadolinium, increases the imaging resolution of the organs and any other
anatomical structure. This first contrast agent let us develop a second contrast agent, on which
we have focused the biocompatibility assays through this work, the molecule
Gd(H,0)4[Fe(CN)e] @SiO,. This agent is visible both in sequences T; and T,, enabling an improved
visualization of the anatomy and morphology of all organs and the pathological processes of
interest. Therefore, this second contrast agent could be a powerful tool to make early and

precise diagnosis.

On the other hand, we have worked in novel therapeutic approaches to treat
Glioblastoma Multiforme. In this work we present a new prodrug derived from Camptothecin
and 5-aminolevulinic acid. The result of this modification of the CPT-5ALA molecule, which is
selective for tumoral cells. We have studied the potential anticancer properties both in vitro and

in vivo to determine the possible clinical use of this drug.

In this work, we have analysed and characterized the biocompatibility and security
profile of the contrast agent and the prodrug, both in in vitro and in vivo models do determine

whether the clinical use of this compounds is possible.

Nowadays, medicine is far from curing Glioblastoma Multiforme. The short-term
objective is the development of new approaches that allow improving the life expectancies of
patients. In this terms, early diagnosis and selective therapies move us closer to achieve this

objective.
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RESUMEN

Actualmente el cancer es una de las principales preocupaciones a nivel mundial debido
a su alta mortalidad. El principal objetivo que se ha perseguido en este trabajo ha sido la mejora
del prondstico de los pacientes afectados por el tumor cerebral mas comun vy letal, el
Glioblastoma Multiforme. Los tratamientos actuales son muy agresivos y ademas carecen de
eficacia, por lo que su esperanza de vida media se encuentra entorno a los 15 meses. Para
conseguir tal fin, la Unidad de Neuroprétesis y Rehabilitacién Visual del Instituto de
Bioingenieria de la Universidad Miguel Herndndez junto con el Instituto de Tecnologia Quimica,
perteneciente a la Universidad Politécnica de Valencia y el CSIC, han trabajado en el desarrollo
de herramientas de diagndstico y nuevas estrategias terapéuticas. En lo que respecta a la mejora
del diagndstico, en este trabajo proponemos nuevos agentes de contraste para Imagen por
Resonancia Magnética. El primero de ellos, basado en nanoparticulas de éxido Gd-Si, con
visibilidad en la secuencia T,, constituido con Gadolinio, permitiria mejorar la visibilidad de los
drganos y las estructuras anatdmicas. Este primer agente de contraste sirvié para la generacion
del agente de contraste en el cual hemos centrado los estudios de biocompatibilidad a lo largo
de este trabajo, la molécula Gd(H,0)4[Fe(CN)s]@SiO,. Dicho agente posee visibilidad en las
secuencias T1 y Ty, permitiendo una mejora en la visualizacién tanto de la anatomia y morfologia
de los érganos como de los procesos patoldgicos. Por ello, esta molécula podria suponer una
herramienta muy potente para realizar diagndsticos precisos y tempranos.

Por otro lado, como nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento del Glioblastoma
Multiforme proponemos un nuevo profdrmaco derivado de la Camptotecina y el acido 5-
aminolevulinico. El resultado de esta modificacion es la molécula CPT-5ALA, que posee
selectividad hacia las células de este tumor. Se ha investigado la potencial actividad
anticancerigena in vitro e in vivo de esta molécula en modelos de Glioblastoma.

En este trabajo se ha analizado y caracterizado la biocompatibilidad y el perfil de
seguridad del agente de contraste y el profarmaco, tanto en modelos in vivo como in vitro para

determinar si es posible el uso clinico de estos compuestos.

Actualmente, la medicina estd muy lejos de conseguir curar el Glioblastoma Multiforme.
El objetivo marcado a corto plazo es realizar avances que permitan aumentar la esperanza de
vida de los afectados. En este sentido, favorecer el diagndstico precoz de esta enfermedad y

utilizar una terapia selectiva, podria acercarnos un poco mas a conseguir dicho objetivo.
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ORGANIZACION DE LA TESIS

El principal objetivo de esta tesis doctoral es conseguir mejorar el prondstico de los
pacientes de Glioblastoma Multiforme. Este tumor es el mas comun y agresivo de todos los
tumores cerebrales, ya que su esperanza de vida media se sitda en los 15 meses. Por esta razon,
es necesario buscar nuevas herramientas que mejoren su prondstico. Esto lo podemos conseguir
desde varias vias. La mas comun es desarrollando nuevas estrategias terapéuticas, pero también
podemos mejorar el prondstico de los afectados por el Glioblastoma Multiforme favoreciendo
un diagndstico precoz, que permita tratar al tumor en fases tempranas, y desarrollando nuevas

herramientas que optimicen los estudios preclinicos.

En primer lugar, en este trabajo comenzamos con una Introduccién en la que explicamos qué
es el Glioblastoma Multiforme, sus caracteristicas histoldgicas y moleculares, los tratamientos
qgue tenemos actualmente para combatirlo y los problemas que nos plantean la aparicién de
resistencia a terapia y la recurrencia. También se exponen las propuestas de Agente de
Contraste para Imagen de Resonancia Magnética y de profarmaco como herramientas de
mejora de diagndstico y tratamiento, respectivamente. En el Capitulo 3 se explican las diferentes
técnicas experimentales empleadas para la caracterizacién de las moléculas propuestas. Estds
técnicas se han optimizado y puesto en marcha a lo largo de este trabajo, ya que esta linea de
investigacion no estaba implantada previamente. En el Capitulo 4 y 5 explicamos y discutimos
los resultados globales obtenidos en estos proyectos de investigacién, asi como su implicaciéon
bioldgica y sus posibles aplicaciones en el futuro. Finalmente, en el Capitulo 6 enumeramos las

conclusiones que se han extraido de este proyecto de investigacion.

En este sentido, el planteamiento general seguido para el disefio de las mejoras propuestas

en este trabajo se puede clasificar en tres grupos:

- Bloque 1: Mejoras en el proceso de investigacidon de ensayos preclinicos que faciliten el

desarrollo de nuevos farmacos: la mejora que se propone en este apartado es un micro-

dispositivo de cultivo celular en tres dimensiones para simular el microentorno tumoral.
Este dispositivo puede servir como herramienta para agilizar el screening de farmacos
antitumorales. Este modelo recrea los factores de hipoxia, falta de nutrientes y matriz
celular en tres dimensiones, los cuales no se simulan en las placas en dos dimensiones.
Por ello, los resultados obtenidos en estos dispositivos son mas representativos del
modelo in vivo que los obtenidos en las placas de cultivo tradicionales en dos

dimensiones. Esta linea de investigacion ha dado lugar a la publicacidn cientifica titulada



“Development and characterization of a microfluidic model of the tumour
microenvironment”, recogida en el Anexo I.

Bloque 2: Mejoras en el proceso de diagnédstico por imagen de Resonancia Magnética:

En esta tesis se proponen nuevas moléculas para la mejora de la resolucidn y contraste
de la imagen de Resonancia Magnética y se ha investigado su efecto en el organismo y
en modelos in vitro. En este trabajo se estudia, en primer lugar, la biocompatibilidad del
agente de contraste basado en nanoparticulas de éxido Gd-Si, visible en T;. La sintesis y
los resultados de biocompatibilidad recogidos en este estudio se han descrito en el
articulo titulado “Gd-Si Oxide Nanoparticles as Contrast Agents in Magnetic Resonance
Imaging”, que se puede consultar en el Anexo I.

Posteriormente se estudid la biocompatibilidad del agente de contraste
Gd(H,0)4[Fe(CN)s] @SiO,, visible tanto en T; como en T,. Los resultados del ensayo de
biocompatibilidad y el analisis histoldgico tras su administracién sistémica se describen
en el articulo “Engineered Contrast Agents in a Single Structure for T1-T2 Dual Magnetic
Resonance Imaging.”, disponible en el Anexo I.

Bloque 3: Mejoras en el proceso de tratamiento del Glioblastoma Multiforme. Este es

el bloque mas importante de la tesis, ya que comprende el grueso del trabajo. En este
bloque se propone el profarmaco CPT-5ALA como molécula con potencial para el
tratamiento del Glioblastoma Multiforme. Se ha estudiado cémo afecta este compuesto
al ciclo celular, la proliferacién y la apoptosis de las células de Glioblastoma Multiforme,
tanto en modelos in vitro como in vivo. Los resultados obtenidos en este bloque se
encuentran en el articulo in process que tiene como titulo provisional “CPT-5ALA: Novel

derivate to CPT as a new treatment to combat Glioblastoma”.



En la Figura | se muestra un esquema de los bloques abordados en este trabajo junto a sus
respectivas publicaciones cientificas. Al final de la memoria de la tesis doctoral se discuten los
resultados globales obtenidos de estas lineas de investigacion y las posibles repercusiones que
pudieran tener en el aumento de la esperanza de vida de los afectados por el glioblastoma
multiforme. Posteriormente a esta discusion, concretamente en el Anexo |, se recogen las
publicaciones cientificas desarrolladas durante este periodo.
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Figura I: Esquema de los temas abordados en este trabajo para la mejora de la calidad de vida del paciente con
Glioblastoma Multiforme y las respectivas publicaciones obtenidas en cada una de las partes.
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ABREVIATURAS

GBM Glioblastoma Multiforme
OoMS Organizacion Mundial de la Salud
SEOM Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
INE Instituto Nacional de Estadistica
SNC Sistema Nervioso Central
MRI Imagen por Resonancia Magnética (Magnetic Resonance Imaging)
AC Agente de Contraste
Gd Gadolinio
TAC Tomografia Axial Computarizada
PET Tomografia por Emision de Positrones (Positron Emission Tomography)
FdG 1BF-Fluorodesoxiglucosa
GFAP Proteina Acida Fibrilar Glial (Glial Fibrillary Acidic Protein)
PTEN Fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato 3-fosfatasa
HIF Factor Inducible por Hipoxia (Hypoxia Inducible Factor)
VEGF Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(Vascular Endothelial Growth Factor)
EGFR Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(Epidermal Growth Factor Receptor)
MGMT O°®Metilguanina-DNA-Metiltransferasa
TMZ Temozolomida
IDH Isocitrato Deshidrogenasa
FDA Administracion de farmacos y alimentos
(Food and Drug Administration)
GSC Células madre de Glioblastoma (Glioblastoma stem cells)
FTD Terapia Fotodindmica (Photodynamic Therapy)
ABC ATP Bindig Cassette
BHE Barrera Hematoencefdlica
CPT Camptotecina
PEG Polietilenglicol
SALA Acido 5-aminolevulinico
Top Topotecan
Iri Irinotecan
PBG Porfobilindgeno




PpIX Protoporfirina IX

FGR Reseccidn Guiada por Fluorescencia (Fluorescence Guided Resection)
SEA Servicio de Experimentacion Animal

PBS Tampdn Fosfato Salino (Phosfate Buffer Saline)

FBS Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

DIV Dias in vitro

DMSO Dimetilsulféxido

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio
PFA Paraformaldehido

CPTeq Equivalentes de CPT

MEA Ensayo Multielectrodo (Multi-Electrode Array)

FSC Forward Scatter

SSC Side Scatter

IP loduro de Propidio

FITC Isotiocianato de Fluoresceina (Fluorescenin IsoThioCyanate)
BSA Albumina de Suero Bovino (Bovine Serum Albumin)

SEM
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1. Introduccion

1. CAPITULO 1: INTRODUCCION

El Glioblastoma Multiforme (GBM) es el tumor cerebral mas comun y maligno, su
esperanza de vida media se sitla en torno a los 15 meses. Fue descrito por primera vez a
principios del siglo XX, concretamente en el afio 1926, por los médicos estadounidenses Percival
Bailey y Harvey Cushing. A lo largo de este periodo se han destinado una gran cantidad de
recursos para conocer sus caracteristicas histoldgicas y moleculares, y asi poder disefiar terapias
que logren impedir su desarrollo. Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos realizados durante
este periodo de casi 100 afios y todo lo que sabemos sobre él, no hemos sido capaces de
establecer un protocolo de tratamiento efectivo. La terapia mas efectiva que se ha desarrollado
para luchar contra el GBM es la reseccidn quirdrgica. El resto de los tratamientos solamente han

conseguido aumentar en unos meses la esperanza de vida.

El diagndstico precoz de este tumor tiene una gran importancia en el pronédsticoy en la
respuesta a la terapia. En esta tesis se ha trabajado en la mejora del prondstico de los pacientes
con GBM. Para ello se han estudiado herramientas que permitan la mejora del diagndstico y
nuevos tratamientos que aumenten la respuesta frente a los tratamientos actuales. Atendiendo
a este fin, proponemos un nuevo agente de contraste para Imagen por Resonancia Magnética
con visibilidad en las secuencias T1 y T, como mejora en el proceso de diagndstico, y un nuevo
profarmaco selectivo para las células del GBM para evitar la evolucién del tumor. Favoreciendo
el diagndstico precoz y una terapia selectiva esperamos que aumente la esperanza y la calidad

de vida de los pacientes afectados por el GBM.

1.1. Cdncer: enfermedad y problema social

El cdncer es una terminacion genérica que comprende un amplio conjunto de
enfermedades causadas por distintas mutaciones que afectan al metabolismo, la divisién y el
ciclo celular. Ocasionando un gran aumento en la tasa de proliferaciéon y en el consumo de
nutrientes por parte de las células mutadas. A expensas del correcto funcionamiento de las
células vecinas, provocando fallos en el érgano afectado, metdstasis y, en ocasiones, la muerte

del organismo afectado [1].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente esta enfermedad es la
principal causa de muerte a nivel mundial. Concretamente, en el afio 2015 se le atribuyeron 8,8
millones de muertes en el mundo, lo que implica alrededor de un 14% de las defunciones. En lo
que a Espafia se refiere, segln la Sociedad Espaiiola de Oncologia Médica (SEOM) y el Instituto
Nacional de Estadistica (INE), en el afio 2016 se diagnosticaron cerca de 220.000 casos de cancer,

y se produjeron aproximadamente 120.000 muertes debido a esta enfermedad. Siendo la
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segunda causa de mortalidad en nuestro pais, con un 27% de las muertes. Por detrds de las

enfermedades del sistema circulatorio, que ocasionan un 29,2% del total de las muertes.

Atendiendo a las predicciones poblacionales realizadas por la OMS, se espera un gran
aumento en el nimero de casos de cancer diagnosticados y el nimero de muertes asociadas a
esta enfermedad. Concretamente, estas estimaciones indican que en el afo 2035 se
incrementard la incidencia de cancer, aproximadamente, hasta un 70%. Alcanzando los 24
millones de nuevos casos en el mundo. Este aumento se deberda principalmente al
envejecimiento de la poblacién en Estados Unidos y Europa, al estilo de vida sedentario y la mala
alimentacién. Considerando todos estos datos, el desarrollo de una terapia efectiva contra el
cancer adquiere un caracter de mdxima urgencia ya que se prevé que el nimero de muertes

producidas por esta enfermedad aumentara a mas de 14 millones de personas para el afio 2035.

Las investigaciones llevadas a cabo durante las ultimas décadas han permitido identificar
una gran variedad de tipos de tumores. Cada uno de ellos originado por diferentes tipos
celulares y con un perfil génico mds o menos caracteristico. En funcion del tipo de célula
precursora del tumor y de su perfil génico, éste tendra un fenotipo y un prondstico diferente
para el paciente. Concretamente, en lo que se refiere al Sistema Nervioso, diferenciamos una

gran diversidad de tumores debido a la elevada heterogeneidad celular que lo conforma [2], [3].

1.2. Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC)

Los tumores del SNC comprenden cualquier tipo de tumor originado a partir de células
cerebrales, meninges o nervios. Dentro de esta clasificacidn, se incluyen las neoplasias primarias
o secundarias que aparecen en la zona comprendida por el encéfalo y la médula espinal. Segun
datos de la SEOM, suponen un 1,3% del total de los canceres diagnosticados, de los cuales un
71% de ellos son mortales. Dada la gran diversidad celular que conforma el SNC, podemos
encontrar una gran variedad de neoplasias. En consecuencia, el pronéstico de los tumores del

SNC, varia enormemente en funciéon del tipo de tumor y su perfil genético.

1.2.1. Sintomatologia

A pesar de los diferentes tipos de tumores que pueden aparecer en el SNC, la mayoria
de ellos presentan ciertos sintomas comunes que son debidos principalmente al denominado
efecto masa. Al estar rodeado del craneo, el cerebro tiene poca capacidad de expansion. Cuando
el tumor aumenta de tamafio, el cerebro puede llegar a comprimirse y presionar con el craneo.
Esto hace que aumente la presidn intracraneal, ocasionando sintomas como dolores de cabeza,

visidn borrosa, nauseas, vomitos, ataxia, epilepsias. En funcién de la zona del encéfalo afectada



1. Introduccion

por el tumor, también pueden ocurrir episodios de pérdida de control y conocimiento o
convulsiones [4]. El conjunto de estos sintomas puede llegar a suponer una gran disminucion en
la calidad de vida del paciente. Se deben tomar medidas paliativas para hacer frente a estos

sintomas y evitar accidentes cuando se presente el episodio.

Ademas de sintomas generales inespecificos, los tumores del SNC presentan también
sintomas especificos que dependen de la ubicacién y el tamaiio del tumor. Generalmente,
aparecen como consecuencia de la destruccién tisular que provoca el tumor en el encéfalo. En
la Tabla 1 se muestra la gran diversidad de sintomas que pueden presentar los tumores del SNC

en funcion de la localizacion de la lesidn tumoral en el cerebro.

Tabla 1:Sintomatologia derivada de la localizacién anatémica del tumor [4].

Localizacién Semiologia

, Trastornos de conducta, lenguaje y memoria. Dificultad para
Lébulo Temporal

reconocer e interpretar sonidos.

Dislexia y dificultad para integrar y comprender el lenguaje.
Pérdida de vision espacial y dificultad para interpretar figuras
complejas. Pérdida de sensibilidad al tacto, temperatura y
dolor.

Lébulo Parietal

, . Ataxia. Alteraciones en el reconocimiento de personas. Déficit
Lébulo Occipital

y desorientacion visual.

Apatia y afasia. Alteraciones en el comportamiento social.
Lobulo Frontal Pérdida de conciencia. Hemiparesia y torpeza en movimientos
y alteraciones motoras.

Raices sensitivas y motoras

, Parestesias, hemiparesias y crisis motoras.
de la médula

Como hemos visto, los sintomas que pueden presentar los tumores del SNC son muy
diversos. En funcidn de su tamafio y localizacién, pueden afectar a una gran variedad de
funciones vitales. Por lo que presentan un cuadro médico muy amplio. Estos sintomas pueden
afectar gravemente a la calidad de vida del paciente, ademas de ser dolorosos e incluso
peligrosos para la vida cotidiana. Por esta razén, ademads del tratamiento antitumoral, es
necesario administrar a estos pacientes tratamiento paliativo para controlar estos sintomas.
Debiéndose suministrar antiinflamatorios para reducir la presion intracraneal y el efecto masa,

y antiepilépticos cuando sean necesarios.
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1.2.2. Clasificacion y Diversidad en Tumores del SNC

La gran pluralidad de tipos celulares presentes en el tejido nervioso motiva la aparicidon

de una gran diversidad de tumores, con diferentes sintomas y prondstico. La Tabla 2 enumera

los diferentes tipos de tumores del SNC clasificados en funcidn del tipo celular o tejido neural

originario. A esta gran variedad también se le deben afiadir los tumores metastaticos en el SNC

procedentes del exterior del SNC. Los tumores del SNC que se presentan con mayor frecuencia

son los astrocitomas anaplasicos, también conocidos como glioblastomas, y los meningiomas,

los cuales suponen entre un 40 y un 30% de los casos [5].

Tabla 2: Clasificacion de tumores del Sistema Nervioso Central seguin la OMS [6].

Tumores oligodendrogliales y astrociticos
difusos
" Tumores astrociticos

= Astrocitoma difuso

= Astrocitoma anaplasico

=  Glioblastoma

= Glioma difuso de linea media

= Tumores oligodendrogliales
* Gliomas Mixtos
= Qligodendroglioma
= Oligodendroglioma anaplasico
®* Tumores ependimarios
= Ependimoma mixopapilar
= Ependimoma anaplasico
= Subependimoma
= Tumores neuronales y mixtos neurogliales
= Ganglioglioma
= Gangliocitoma
=  Ganglioglioma anaplasico
= Neurocitoma central
= Neurocitoma extraventricular
=  Paraganglioma
=  Tumor neuroepitelial disembriopldsico
= Linfoma primario asociado al sistema
nervioso central

=  Tumores no Gliales
=  Tumores embrionarios
=  Meduloblastoma
®  Tumor embrional con rosetas multicapa
= Meduloepitelioma
=  Tumores del plexo coroideo
=  Papiloma del plexo coroideo
= Carcinoma del plexo coroideo
=  Tumores de la region pineal
=  Pineoblastoma
=  Pineocitoma
= Tumor del parénquima pineal de diferenciacion
intermedia
=  Tumores meningeos
= Meningioma
=  Meningioma fibroso

=  Tumores melanociticos
=  Tumores de la region selar

=  Tumor de células granulares
=  Carcinoma de la hipofisis
=  Pituicitoma

=  Tumores de los nervios craneales y

paraespinales
= Schwannoma

=  Tumores metastaticos

Cada uno de los tumores mencionados en la Tabla 2 presenta unas caracteristicas

histoldgicas y sintomaticas especificas a causa de la variedad entre sus células originarias. La

variedad de tumores se incrementa, mas aun, gracias a que un mismo tipo celular es capaz de

derivar en distintos tipos de tumores. Esto es debido al perfil genético que pueden ir adquiriendo

las células cancerigenas con el tiempo por medio de mutaciones, generando los subtipos de las

diferentes clases de tumores de SNC.
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Una de las formas mas extendidas de clasificar los tumores del SNC es en funcién de la
célula de origen. Esta clasificacién nos permite distinguir los tumores como gliales (originados a
partir de astrocitos, oligodendrocitos o microglia) y no gliales [7]. Dado que el objetivo de este
trabajo es el desarrollo de compuestos para el diagndstico y el tratamiento del glioblastoma
multiforme, un tumor glial originado por astrocitos, nos centraremos en explicar Unicamente los
tipos de tumores derivados de la glia. Este grupo representa mds de la mitad de los tumores

cerebrales y lo constituyen los astrocitomas, los oligodendrocitomas y ependiomas [6], [8].

En la Tabla 3 se enumeran los distintos tipos de astrocitomas, tumores originarios de astrocitos.
En funcidn del grado de degeneracidon que pueden llegar a ocasionar en el paciente y sus
caracteristicas histoldgicas, la OMS los clasifica desde grado | a IV [6].

Entre los astrocitomas de menor grado (Grado I) encontramos el astrocitoma de bajo grado y el
astrocitoma pilocitico. El primero de ellos suele aparecer en jévenes entre los 20 y los 30 afios.
Presenta unos limites definidos ya que no infiltra en el tejido sano. Esto hace que se pueda
eliminar completamente de forma quirurgica, evitando la necesidad de tratar posteriormente el
tumor con quimio o radioterapia. El astrocitoma pilocitico es un tumor cerebral no metastatico
comun en nifos, usualmente aparece entre los 5y los 20 afios. Se caracteriza por presentar una
densidad celular y una tasa de mitosis bajas, por lo que el ritmo de crecimiento de este tumor
es lento. En algunos casos hay angiogénesis, proliferacion celular y atipia nuclear, pero no es
comun. Suele aparecer en el cerebelo y el tronco cerebral. Generalmente su reseccion quirdrgica
es completa por lo que tampoco es necesario administrar un tratamiento postoperatorio.

El astrocitoma de Grado Il mas comun es el astrocitoma difuso. Este tumor, al igual que el
astrocitoma de bajo grado, suele aparecer entre los 20 y los 30 afios, y su crecimiento es lento
por su baja tasa de mitosis. Tiende a infiltrarse de forma difusa entre el parénquima cerebral
circundante al tumor, generando focos metastaticos. El astrocitoma difuso presenta una
predisposicidn a evolucionar hacia astrocitomas mas malignos como el astrocitoma anapldsico
y excepcionalmente en glioblastoma. Suele aparecer en el I6bulo frontal o temporal.

El siguiente tumor en grado de malignidad seguiin la OMS es el astrocitoma anaplasico, clasificado
como astrocitoma de Grado llIl. Difiere del astrocitoma difuso de grado Il en el grado de
malignidad y en la presencia de focos anapldsicos con alta densidad celular. La prevalencia es
mayor en hombres que en mujeres y suele aparecer a partir de los 40 afos. Su histologia no
muestra vascularizacién ni necrosis en el tejido tumoral. La extirpacién quirdrgica no es
completa por el cardcter difuso del tumor. Por lo que su tratamiento se debe complementar con
radio y quimioterapia. El astrocitoma anaplasico tiene una gran tendencia a derivar en un

glioblastoma. Segun la clasificacion de la OMS, este es el tumor cerebral mas maligno y se le
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atribuye un grado IV. La incidencia maxima de este tumor se encuentra entre los 50 y 70 afios.
Suele aparecer en la materia blanca subcortical del hemisferio cerebral. Las células estan muy
indiferenciadas y tienen una tasa de mitosis muy elevada. Se caracteriza por un alto grado de
infiltracidn en el tejido no tumoral, pudiendo llegar incluso a migrar al hemisferio contralateral
a través del cuerpo calloso. Esto hace que la reseccion quirurgica sea incompleta y que se deba

suplementar el tratamiento con quimio y radioterapia.

Tabla 3: Caracteristicas y clases de los astrocitomas descritos actualmente segun la OMS [6], [7]

Tumor Grado Edad Caracteristicas histologicas y morfoldgicas
Presenta limites bien definidos, no infiltrante en
I 20-30 afios tejido sano. Eliminacidon quirurgica sin necesidad
de tratamiento.
Crecimiento lento y no metastatico. Aparicion en
Astrocitoma pilocitico 5-20 afos cerebelo y tronco cerebral. Eliminacion quirdrgica
sin necesidad de tratamiento.

Crecimiento lento. Posibilidad de metastasis
dentro del SNCy progresidn a astrocitomas de

mayor grado. Aparicidn en lébulo frontal y
temporal.

Crecimiento rapido. Posibilidad de metastasis
dentro del SNC. No presenta vascularizacidn ni
necrosis. Tratamiento quirurgico suplementado

con radio y quimioterapia.

Células muy indiferenciadas con alta capacidad
mitdtica. Presenta angiogénesis y necrosis.
Posibilidad de metdstasis dentro del SNC.
Aparicidn en materia blanca subcortical del
hemisferio cerebral. Tratamiento quirdrgico
suplementado con radio y quimioterapia.

Astrocitoma de bajo
grado

Astrocitoma difuso Il 20-30 afios

Astrocitoma anaplasico I >40 afios

Glioblastoma Multiforme \Y) 50-70 afios

En este apartado explicamos que un solo tipo celular tiene potencial para originar
muchos tipos diferentes de tumores. La complejidad en el proceso de oncogénesis se
corresponde con la gran diversidad existente en los tratamientos de estos tipos de tumores y su
sintomatologia. Conocer detalladamente este proceso es vital para determinar los mecanismos
clave que rigen este proceso y asi poder atacarlos con el objetivo de obtener tratamientos

eficaces para cada tipo de tumor y evitar la aparicion de neoplasias secundarias mas malignas.



1.3. Glioblastoma Multiforme (GBM)

1. Introduccion

El término glioma fue introducido por primera vez en 1864 por el médico aleman Rudolf

Virchow [9]. Fue él quien separd este tipo de tumor de otros tipos de tumores del sistema

nervioso y clasifico los diferentes tipos de gliomas en gliomas de alto y bajo grado. Sin embargo,

lo que hoy conocemos como la primera clasificacion de gliomas, y de la cual deriva nuestra

clasificacidn actual, fue llevada a cabo por los neurocirujanos Percival Bailey y Harvey Cushing

en 1926 [10], [11]. Esta clasificacidn acuiia por primera vez el término Glioblastoma Multiforme

(GBM).

El GBM es el tipo de tumor del SNC mas
comun y maligno en adultos [5], [12]. Como se
observa en la Figura 1 supone el 50% de los
tumores del SNC [13], y estd considerado por la
OMS como un astrocitoma de grado IV [14]. A
pesar de haberse descrito por primera vez a
inicios del siglo pasado, actualmente presenta una
supervivencia media aproximada de 15 meses
tras el diagndéstico. Como se observa en la Figura
2, en los ultimos afios se estan dedicando una
econdmicos 'y

gran cantidad de recursos,
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Figura 1: Frecuencias de gliomas segun la OMS. Los grados
de cada glioma se muestran entre paréntesis. Imagen
Modificada de [12].

humanos, en investigar cuales son las causas de la gliomagénesis, identificar las alteraciones

genéticas que dan lugar su fenotipo maligno y, por supuesto, a encontrar un tratamiento

efectivo para este tumor.
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Figura 2: Numero de articulos cientificos sobre glioblastoma publicados por afo en las tltimas décadas. Se utilizé
el buscador bibliografico PUBMED para recuperar los articulos cientificos que contienen el término "Glioblastoma
Multiforme". Imagen propia
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En aproximadamente en el 90% de los casos, el GBM aparece como consecuencia directa
de mutaciones en genes que regulan el ciclo celular o la proliferaciéon. En estos casos se
considera que el GBM se ha formado Via de novo. Sin embargo, alrededor del 10% de los GBM
diagnosticados, provienen de un astrocitoma difuso de grado Il o anaplasico de grado Il que ha
progresado a un GBM por medio de una Via Progresiva. Como muestra la Figura 3 los
astrocitomas de menor grado pueden acumular mutaciones con el tiempo que aumentan su

malignidad, convirtiéndose finalmente en un tumor de mayor grado [15].
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Precursor glial o
neural
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Astrocitoma Grado Il progresiva  /
— 70
P53 Invasiény proliferacion  5-10 afios
PDGF/R moderadas
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(7]
(=] ’
!g CDK4 Aumentode 3 Via de novo
RB Mut : szl 7 2-3 anos
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< Pérdida angiogénesis
L) 11py 19q
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) Glioblastoma secundario Grado IV (10%)
Pérdida Proliferacion, invasién,
10q angiogénesisy necrosis  9-14 meses Proliferlacién, invasion, 9:i2meses
PTEN Mut significativas. angiogénesis y necrosis
Tratamiento refractario significativas.
\/" Tratamiento refractario

Figura 3: Vias de desarrollo de Glioblastoma. Los glioblastomas secundarios derivan de astrocitomas de menor
grado. Con el tiempo, estos tumores aumentan su malignidad y su resistencia a terapia convirtiéndose en
Glioblastoma Secundario [14]. Imagen Propia

1.3.1. Epidemiologia

El GBM presenta una incidencia de 4-6 nuevos casos por cada 100.000 habitantes. Al
igual que se comenté en el apartado 1.1 Cdncer: enfermedad y problema social, se espera que
la incidencia del cdncer, y en consecuencia del GBM, siga una tendencia ascendente debido al
envejecimiento de la poblacién. A pesar de que puede aparecer en cualquier rango de edad, es
mas frecuente a partir de los 64 afios y presenta una mayor incidencia en hombres que en

mujeres [8].
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1.3.2. Etiologia

Las neoplasias malignas como el GBM son el resultado de multiples alteraciones
genéticas secuenciales y acumulativas que aparecen a consecuencia de factores intrinsecos y
ambientales [16]. Entre los factores genéticos que puedan dar lugar a la aparicion del GBM
encontramos mutaciones esporddicas en protooncogenes y genes supresores de tumores;
alteraciones cromosdmicas y una cierta predisposicidon genética a padecer esta enfermedad [7].
Se han descrito sindromes genéticos que aumentan la probabilidad de aparicién de GBM, los
mas conocidos son el Sindrome de Li-Fraumeni (mutacidn en el gen supresor de tumores p53),
Sindrome de Turcot (se caracteriza por una predisposicion hereditaria al desarrollo de
neoplasias malignas en el SNC) y Neurofribromatosis 1y 2 [13]. Sin embargo, también hay ciertos
factores de riesgo ambientales que pueden desencadenar la aparicidn de la enfermedad. Entre
los factores ambientales mds comunes encontramos los virus oncogénicos o SIDA; exposicidn a

mutagenos, especies reactivas del oxigeno (ROS) y radiacién ionizante.
1.3.3. Sintomas

El GBM se desarrolla tan rdpido que la mayoria de los pacientes comienzan a desarrollar
una historia clinica a los pocos dias o semanas de aparecer el tumor. En el apartado de 1.2.
Tumores del Sistema Nervioso Central, se indica que los sintomas que presenta el tumor varian
en funcién de la localizacién anatdmica en la que se desarrolle el tumor. El cuadro clinico de
sintomas que presenta el paciente sirve para dar informacién sobre la situacion anatémica del

tumor.

Los sintomas mds comunes del GBM incluyen convulsiones, cambios cognitivos, cambios
en la personalidad y el estado de animo, afasia, hemiparesia y alteraciones visuales. El aumento
de la presién ejercida por el tumor en el resto del encéfalo provoca efecto masa, y ocasiona
sintomas generales como nauseas, vomitos o dolor de cabeza. En ocasiones, se retrasa el
diagnodstico de la enfermedad, y en consecuencia su tratamiento, ya que las dificultades
cognitivas y los cambios de personalidad pueden ser confundidos con sintomas de demencia o

desérdenes psiquicos [13], [16].

Ante la aparicién de la sospecha de que el paciente pudiera padecer GBM se debe

establecer un protocolo de actuacién lo mas rapido posible.
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1.3.4. Diagnostico: Imagen de Resonancia Magnética

El GBM se caracteriza por presentar una evolucién muy rapida, por ello el diagndstico
precoz es un factor determinante para el prondstico de la enfermedad. El tratamiento temprano
del GBM puede aumentar varios meses la vida del paciente, un incremento significativo
teniendo en cuenta que la esperanza de vida media de los pacientes afectados se sitla en torno

a los 15 meses.

La primera aproximacion en el diagndstico se realiza mediante técnicas de imagen. En
estos casos la técnica mds extendida es la Imagen por Resonancia Magnética (Magnetic
Resonance Imaging, MRI), ya que es una herramienta muy potente, no invasiva y no radioactiva,
que puede proporcionar informaciéon muy precisa sobre el tamafo y la localizacién del tumor
[17]. MRI genera un campo magnético empleando un iman de gran tamafio y ondas de radio.
De esta manera, se provoca la excitacion de los nucleos de hidrégeno en las moléculas de agua
presente en los tejidos del organismo, haciendo que se alineen entre ellos. Cuando se
interrumpe el pulso de radiacién electromagnética los nucleos de hidrégeno regresan a su
estado de equilibro inicial liberando energia en forma de ondas. Este tiempo de retorno es
diferente para cada tejido y se recoge por el escaner de la maquina de MRI para hacer la
reconstruccién de la imagen radioldgica. En la MRI, la intensidad de la sefial es dependiente de
diversos factores, como la densidad de nlcleos de hidrogeno, el tiempo de relajacion
longitudinal (T1) y transversal (T») y las caracteristicas que definan el microambiente tisular,
como el pH y la oxigenacion del tejido. El conjunto de todos estos factores son los que permiten
ver diferencias de contraste entre los diferentes drganos y estructuras. Sin embargo, en muchas
ocasiones el contraste intrinseco del organismo es limitado y no permite realizar un diagndstico
sensible y preciso. La administracion de agentes de contraste (AC) para MRI evitan este

problema y mejoran la resolucion de la imagen.

Los AC se clasifican en tipo T1 y T, en funcidén de su actividad de relajacion tras la
interrupcién del pulso de radiofrecuencia. Los AC tipo T; presentan una relajacion longitudinal
al campo magnético, es decir en el eje Z. Todos los AC de MRI para T; aprobados en clinica
poseen una estructura molecular basada en derivados de Gadolinio 3* (Gd*), ya que este
elemento presenta una fuerte actividad paramagnética [18]. La relajacion de los nucleos en los
AC del grupo T, es perpendicular al campo magnético, en los ejes X e Y. Los AC de este grupo
usados clinicamente estan basados en nanoparticulas de éxido de hierro, un compuesto

superparamagnético [19].
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Podremos obtener diferentes tipos de informacion del tejido en funcidn de si la imagen
es adquirida mediante una secuencia T1 0 T,. El tiempo de relajacién del agua y los liquidos es
muy largo en la secuencia T,, de modo que en la imagen aparecen de color blanco brillante,
como se puede observar en la Figura 4-A. Esta secuencia es muy Util para detectar procesos
patoldgicos como tumores o hemorragias, ya que suelen acumular agua. Sin embargo, es dificil
realizar un diagndstico empleando esta secuencia ya que la imagen de muchos de los érganos
se representa en tonos de gris oscuro y negro. Por el contrario, la Figura 4-B muestra que en la
secuencia T; el agua y los liquidos suelen mostrarse de color negro. Mientras que los érganos se
ven en una escala de color entre blanco y gris que, en este caso, si permite observar

correctamente su morfologia [20].

Figura 4: Imagen de MRI de seccion coronal de estdmago y rifiones de rata. A) Imagen de secuencia T, en la que
aparecen los érganos en tono negro y gris oscuro. B) Imagen de secuencia T; donde se muestra los érganos en
tonos grises y blancos. Imagen modificada [19]

Actualmente se esta apostando por el disefio de nuevos AC duales que sean capaces de
actuar en T1 y T,, aportando informacidn complementaria en ambas secuencias. Esta estrategia
seria muy util en tejidos con tiempos de relajacion moderados, como el higado, el rifidn o tejido
cerebral [21]. Hay estudios donde se han sintetizado moléculas que cumplen estas
caracteristicas combinando Gd y Fe. Pero, generalmente, son tdxicas en el organismo y liberan
los iones de Gd y Fe ya que tienen una baja solubilidad en el medio acuoso y en el pH fisioldgico.
También es usual que se origine un acoplamiento magnético entre las estructuras T, y T, que

produzca apantallamiento entre ambas sefiales [22].

Este nuevo tipo de AC duales podria mejorar la resolucion del diagndstico de muchos
tipos de tumores, como el GBM que tiende a aparecer en la materia blanca subcortical, que
presenta tiempos de relajacion moderados. En este tumor, un diagnéstico detallado y preciso

puede llegar a suponer una mejora muy relevante en el prondstico del paciente.

En este trabajo se plantea el uso de un nuevo AC dual T;-T, que permita perfeccionar el
diagndstico del cancer en general y del GBM en particular, véase 1.5 Propuesta de AC de Imagen

de Resonancia Magnética dual para T:-T.
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Figura 5: MRI tipico de paciente con glioblastoma. A) Imagen en secuencia T; de glioblastoma con centro necrético
(en negro) y tejido tumoral hiperintenso (blanco). B) Imagen en secuencia T, que revela sefial hiperintensa blanca
en la zona del tumor y la zona adyacente de la materia blanca, indicativo de la extensién del tumor y del edema.
Imagen tomada de [13].

Como se observa en la Figura 5-B, el GBM aparece en la MRI de secuencia T como una
masa blanca debido a la acumulacién de agua en la zona tumoral, mientras que la materia blanca
aparece en tonos grisdceos. La MRI también proporciona informacion sobre las caracteristicas
morfoldgicas del tumor. La zona ventricular se representa en blanco por la presencia de liquido
cefalorraquideo. En la Figura 5-A se observa que el centro del tumor se representa de color
negro en la MRI, indicativo de la presencia de necrosis, mientras que la zona externa del tumor
se muestra de blanco. Esta formacion recibe el nombre de tumor en forma de anillo y es
frecuente en estadios mas avanzados del GBM. En este caso la zona ventricular se representa

de color gris oscuro o negro [13].

Hay ciertos casos en los cuales la MRI no estd recomendada o no se puede, por ejemplo,
en pacientes claustrofdbicos o con marcapasos. Cuando la MRI esta contraindicada se realiza un
scanner TAC (Tomografia Axial Computarizada) o PET (Positron Emission Tomography). Esta
técnica emplea trazadores radioactivos como la ¥F-Fluorodesoxiglucosa (FAG) para localizar el
tumor. El PET presenta una sensibilidad muy alta, haciéndola muy util para detectar los casos de
recurrencia o restos aislados del GBM. No obstante, su empleo estd restringido por el uso de

isétopos radiactivos [23].

Una vez se ha confirmado la presencia del GBM, se debe proceder a su caracterizacion
genética y molecular, para conocer su nivel de agresividad y predecir la respuesta a terapia. Para
ello se recoge una biopsia de tejido tumoral durante la cirugia de reseccion del GBM. Este es el
primer paso en el tratamiento de este tumor ya que elimina o disminuye los sintomas
ocasionados por el efecto masa. La caracterizacidn molecular suele realizarse mediante la
deteccion inmunohistoquimica de marcadores tumorales caracteristicos del GBM como el GFAP

(Glial Fibrillary Acidic Protein) o proteinas tipicas de proliferacion celular. Durante el curso de la
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cirugia se van recogiendo sucesivas biopsias del tejido tumoral en las cuales se van realizando
pruebas de diagndstico para definir el drea ocupada por el tumor y poder extirpar el mayor
porcentaje posible de tumor y retrasar la aparicion de recurrencia, minimizando al mismo
tiempo el posible dafio al resto de tejido cortical sano. A pesar de este procedimiento, el
comportamiento difuso de este tumor le permite infiltrarse en el resto del tejido cortical sano.
Esto impide la reseccibn completa del tumor por cirugia, haciendo necesaria la
quimioradioterapia. En ciertas ocasiones, la cirugia también se utiliza para implantar el
tratamiento quimioterapéutico encapsulado en obleas que van liberando el fdrmaco de forma

lenta y controlada [24].
1.3.5. Caracteristicas histoldgicas

La OMS define el GBM como una neoplasia anaplasica de la glia compuesta por células
tumorales originarias de astrocitos. Con tendencia a aparecer en la materia blanca subcortical
de los hemisferios cerebrales. Histolégicamente se representa por poseer una elevada densidad
celular causada por la alta actividad mitética. Generalmente, el tumor presenta un centro
necrotico y un alto grado de vascularizacion. En el transcurso de la tumorogénesis temprana se
originan zonas hipdxicas mal comunicadas con los vasos sanguineos. Las células de las zonas
hipdxicas expresan factores inductores de proliferacién endotelial, para aumentar la vasculatura
del tumor y permitir un suministro adecuado de O; y nutrientes. Contribuyendo a un fenotipo
mas maligno del tumor [7]. Sin embargo, llega un determinado momento en el proceso de
tumorogénesis del GBM en el que el ritmo del crecimiento celular no se contrarresta con la
velocidad de vascularizacion del tejido. Esta situacién provoca la privacion de nutrientes y de O,
en la zona central del tumor, ocasionando el nlcleo necrdtico caracteristico del GBM [23], [24].
La zona necrdtica esta rodeada de células en pseudoempalizada, generando la forma en anillo

del GBM.

El término multiforme de este tumor es atribuido a la apariencia pleomérfica de las
células que lo componen, que ademas presentan una morfologia muy indiferenciada
denominada anaplasia. Sin embargo, a pesar del alto grado de indiferenciaciéon celular, es comun
que las células cancerigenas sigan conservando ciertas cualidades de las células de origen. Las
células de GBM mantienen la capacidad migratoria que poseen los astrocitos, que deben migar
durante el desarrollo neural para servir de soporte a las nuevas neuronas [25]. Esta capacidad
migratoria de las células de GBM es uno de los factores que hacen que este tumor sea altamente

invasivo. Permite a las células cancerigenas metastatizar a otras zonas del SNC, por lo general
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tienen tendencia a migar a otros puntos del hemisferio contralateral desplazandose a través del

cuerpo calloso.

Las células del GBM poseen aberraciones cromosdmicas que suelen ir en aumento a lo
largo de la enfermedad. Causando grandes variaciones entre los nucleos de las células o generar,
incluso células plurinucleadas [26]. Estas aberraciones son el resultado de los errores genémicos
que suelen ir acumulando las células cancerigenas en la segregacion cromosdmica a lo largo del

transcurso de la enfermedad.

Finalmente, en lo que se refiere al microentorno tumoral. El lactato secretado por las
células cancerigenas tras la glicolisis anaerobia provoca la disminucién del pH en el ambiente
extracelular. La acidificacidon del ambiente favorece el crecimiento del tumor ya que ocasiona la
inmunosupresion de la zona tumoral [27]. Aportando una ventaja selectiva a las células del GBM

frente a las células vecinas no tumorales.
1.3.6. Regulacion génica del Glioblastoma Multiforme

El proceso de tumorogénesis en el GBM es muy complejo y estan implicados una gran
diversidad de factores que incluyen la acumulacion de lesiones genéticas que confieren al tumor
la capacidad de crecer muy rdpido. Para entender la agresividad del GBM es imprescindible
explicar los cambios ocurridos a nivel de la expresidn génica. Estas variaciones afectan
principalmente a genes implicados en la proliferacion, el ciclo celular, la diferenciacion, la
angiogénesis y el metabolismo. Los cambios en la expresidon génica pueden aparecer por
alteraciones en factores de transcripcion, mi-RNA, regulacién epigenética o mutaciones que
alteren la secuencia génica del gen implicado. En este apartado nos centraremos en explicar
solamente algunos de los cambios mas comunes y caracteristicos en la expresiéon génica del
GBM. Sin embargo, para comprender por qué el GBM presenta un grado tan elevado de
agresividad y tiene una predisposicion tan alta de resistencia a terapia, es importante tener en
cuenta que puede llegar a haber una gran variacion entre el perfil génico de un paciente de GBM
y otro. Incluso hay diferencias en el perfil génico entre las diferentes células que conforman

GBM en un individuo, generadas por las diferencias en el microambiente del tumor.

En la Figura 6 se muestra un resumen de algunas de las interacciones de los principales
genes implicados en el proceso de tumorogénesis del GBM. Es frecuente que estos genes estén
implicados en cascadas de transduccidn de sefiales que, finalmente, medie en la transcripcion

de genes relacionados con angiogénesis, metastasis, desdiferenciacién o ciclo celular.
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Figura 6: Principales alteraciones en rutas de seiializacion celular implicadas en el proceso de oncogénesis del
GBM. Las rutas activadas se marcan en verde y las reprimidas se encuentran en rojo. Los elementos reprimidos en
GBM se indican con linea discontinua (AMPK, P53, PTEN). Las lineas discontinuas sefialan efectos directos en la
célula. Imagen propia basada en [13], [28], [29].

La expresion de los genes supresores de tumores, como PTEN o p53, suelen encontrarse
reprimida en cancer. Este silenciamiento puede ser por metilacién del promotor, mutaciones,
deleciones cromosdmicas o por factores sobreexpresados en GBM como Nanog. Por ejemplo,
en muchos casos de GBM existe una pérdida total o parcial en el cromosoma 10, que es el
cromosoma donde se encuentra el gen codificante para PTEN (fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato
3-fosfatasa) [30]. La represion o el silenciamiento de los genes supresores de tumores p53 y
PTEN desencadena la activacion de forma constitutiva de la ruta PI3K- Akt- mTOR. Esta ruta
activa la proliferacién celular y, de forma también constitutiva, HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor-
1). Este factor juega un papel muy importante en el desarrollo tumoral ya que activa la expresion
de genes implicados en angiogénesis, como por ejemplo VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor), metastasis y metabolismo glucolitico en las células cancerigenas.

Una de las alteraciones genéticas mas conservadas en el GBM es la sobreexpresion de
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), que se encuentra presente en el 60% de los casos.
Esta sobreexpresion es el resultado de varios factores. El gen codificante para EGFR se encuentra
en el cromosoma 7, que suele ser polisémico en GBM. El cual ademds se encuentra en una region

cromosomica con tendencia a duplicarse durante la enfermedad. Esta amplificacién suele ir
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acompafiada de una mutacién que activa de forma constitutiva el dominio del receptor
extracelular. Todo ello le permite mantener activada continuamente la ruta de PI3K y, por otro
lado, secretar factores angiogénicos, aumentando la tumorogenicidad [28]. Las células del GBM
gue presenten una mayor activacion constitutiva de EGFR poseerdn una ventaja selectiva frente
al resto de las células del tumor que posean menor actividad en este receptor. Una mayor
actividad de EGFR otorga a las células una mayor capacidad de divisidon celular, resistencia a

terapias e inhibicién de la apoptosis [29].

La sobreexpresidon de componentes de vias de sefializacion propias del desarrollo neural
temprano también es tipica en el GBM. Entre estos factores de desarrollo relevantes en la
evolucidn del GBM debemos destacar Nanog, Noch y Sonic Hedgendog. Los cuales provocan que
el astrocito diferenciado que origina el GBM se desdiferencie en precursores neurales que tienen
una elevada capacidad proliferativa [31]. La via Noch activa la expresién de Nestina, una proteina
citoesquelética caracteristica de células madre neurales, la cual es sobreexpresada junto con
proteinas implicadas en la resistencia a terapia. La expresion de estos factores, y especialmente

de Nestina, estan relacionados con un peor prondstico para el paciente de GBM [32], [33].

Un alto porcentaje de casos de GBM presentan desfosforilacion en la proteina de
Retinoblastoma (RBp), que tiene un papel muy importante en la regulacion del ciclo celular. Esta
implicada en la activacion de ciclo celular para que la célula salga de fase no proliferativa G1 y
comience la fase de sintesis de DNA, es decir, la fase S. Cuando RBp se encuentra en estado
fosforilado se arresta el ciclo celular, ya que esta fosforilacidn impide la transcripcion de ciclinas.
Sin embargo, en estado hipofosforilzado, como ocurre en el GBM, se induce la expresién y la

actividad de las ciclinas, activando el ciclo celular y la divisidon de las células cancerigenas.

Como hemos comentado anteriormente, el perfil de expresidon genética no se rige
Unicamente por factores proteicos. Los factores no proteicos también juegan un papel muy
importante en la regulacién génica del GBM, y por tanto en el prondstico de la enfermedad. La
regulacidén génica también esta gobernada por cambios epigenéticos, mi-RNA y modificaciones

post-traduccionales.

La tumorogénesis en las células cancerigenas esta favorecida en gran parte por
modificaciones epigenéticas [34]. En las células de GBM solemos encontrar hipometiladas las
regiones codificantes para genes relacionados con la proliferacién. Mientras que, como queda
resumido en la Tabla 4, las zonas relacionadas con genes supresores de tumores suelen hallarse

hipermetiladas [34]-[36].
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Tabla 4:Modificaciones epigenéticas implicadas en la apariciéon del GBM

Elemento Modificacion Efecto/Consecuencia
Genes supresores de Activacion de la proliferacién celular.
Hipermetilacion
tumores: PTEN, P53 y RB Interrupcion de la apoptosis
Fallo en la proteccion y reparacion de DNA.
MGMT Hipermetilacion
Favorece fenotipo hipermutador.
VHL (Von Hippel-Lindau) Hipermetilaciéon Evita la degradacion de HIF-1
Caspasa-8 Hipermetilacion Interrupcion de la apoptosis
MMP9 Hipometilacién Favorece metastasis

Entre los genes presentes en la Tabla 4 debemos destacar la importancia que tiene el
estado de metilacién de MGMT (O®Metilguanina-DNA-Metiltransferasa) en el tratamiento de
GBM. Este gen codifica para un enzima reparador de DNA que protege frente a la accién de
agentes alquilantes como la Temozolomida (TMZ), el anticancerigeno mas extendido
actualmente para tratar el GBM. La hipometilacién de MGMT otorga a las células de GBM
resistencia contra este fdrmaco, ya que el enzima codificado por este gen repara el dafio que

ocasiona este farmaco en las hebras de DNA [28].

Un campo que estd siendo muy estudiado en la actualidad por su gran potencial en el desarrollo
de nuevos farmacos y su importancia en el proceso de tumorogénesis, es la regulacién genética
mediante mi-RNA. Se ha identificado que, como resultado de la alteracién de la actividad de
oncogenes y genes supresores de tumores, el perfil de expresion de mi-RNA es aberrante en las

células de GBM.

La Tabla 5 muestra las dianas de algunos mi-RNAs importantes en el desarrollo y la
aparicidn de GBM. En los astrocitos, al igual que en los demas tipos de células del organismo, la
expresion de los mi-RNA debe estar muy regulada para asegurar el buen funcionamiento celular
y evitar procesos tumorales por una proliferacion desregulada. Sin embargo, en las células
tumorales es comun que exista desregulacidon en el perfil de expresidon de mi-RNA, inhibiéndose
o aumentandose su nivel de expresion, o que adquieran mutaciones puntuales ya que suelen
encontrarse en zonas inestables del genoma. Su desregulacion propicia la division celular, el

metabolismo tumoral y la metdstasis.
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Tabla 5: Desregulaciones en la expresion de mi-RNA tipicas en la aparicién de GBM

mi-RNA Regulacién Diana y Efecto
p53. Inhibicidn de apoptosis y desregulacién de ciclo
mi-R10b Sobreexpresado
celular

mi-R26a Sobreexpresado Inhibe diferenciacion celular

mi-R7 Silenciado K-Ras, c-Myc, EGFR. Sobreexpresidon de oncogenes.
mi-R34a Silenciado p53. Inhibe apoptosis y descregulacion ciclo celular
mi-R195 Sobreexpresado Resistencia a Temozolomida
mi-R181a Sobreexpresado Resistencia a radioterapia

Entre las alteraciones genéticas relevantes para el crecimiento del tumor, los cambios
que ocurren en el metabolismo tumoral y en las rutas de biosintesis tienen un papel muy
relevante. Confieren al tumor la capacidad de aumentar su anabolismo y su captacién de
nutrientes. Como se comenté anteriormente, la activacién de EFGR conlleva la activacidon de
PI3K, el cual esta implicado en la activacion del denominado Efecto Warburg y el aumento del
metabolismo tumoraly la biosintesis [37]. En lo referente a alteraciones metabdlicas en el GBM,
la mas caracteristica es la mutacion de la Isocitrato Deshidrogenasa (IDH 1y 2). Este enzima
forma parte del ciclo del acido citrico, y se piensa que puede tener relacién con el proceso de
tumorogénesis [38]. El 80% de los casos de GBM presentan una mutacion puntual en R132H,
una arginina presente en el centro activo del enzima, provocando un fallo en su funcionamiento.
Esta mutacién hace que el enzima genere una nueva funcion catalitica que es perjudicial en la
célula. Cuando IDH presenta la mutacion en R132H deja de transformar a-ketoglutarato, en su
lugar origina un nuevo sustrato llamado 2-hidroxiglutamico (2HG), en una reacciéon que consume
NADP, en lugar de sintetizarlo. Este compuesto estd considerado un oncometabolito por los
efectos perjudiciales que tiene en el organismo. En primer lugar, actia como inhibidor de
algunas desmetilasas de DNA, alterando la regulacidn de la expresidn génica en las células de
GBM. Se cree que esto puede contribuir a la tumorogénesis ya que impide la diferenciacién
celulary altera la expresién de ciertos factores de crecimiento [39]. Respecto las alteraciones en
las rutas biosintéticas en el GBM, una de las mas caracteristicas es la sobreactivacion de la ruta
de biosintesis de protoporfirinas (Seccion: 1.8 Ruta biosintesis de porfirinas y hemos: 5ALA). Las
alteraciones en rutas metabdlicas y de biosintesis que adquieren las células de GBM durante su
evolucidn son objeto de estudio para el disefio de nuevas terapias ya que permiten una rapida

proliferacién celular y afectan al epigenoma del GBM aumentando su agresividad.

18



1. Introduccion

Es muy importante resaltar el amplio espectro de mutaciones y alteraciones genéticas y
gendmicas que puede existir en entre los distintos pacientes afectados por el GBM. En este
apartado, sélo hemos hecho un breve resumen de algunas de las mas relevantes y comunes.
Pero hay otras muchas alteraciones menos frecuentes que presentan un papel importante en el
nivel de agresividad del GBM, pudiendo llegar a ser muy malignas para el individuo. Asi mismo,
debemos ser conscientes de que todavia desconocemos muchas alteraciones y que debemos
seguir investigandolas y caracterizdndolas para conocer bien a qué nos enfrentamos. Por todo
esto, lagran diversidad gendmica y transcriptdmica que presenta el GBM, asi como su naturaleza
infiltrativa, hacen que sea uno de los tumores mas dificiles de tratar y con mayor resistencia a

terapias.
1.3.7. Tratamiento del Glioblastoma Multiforme en la actualidad

En los ultimos afios se han realizado importantes avances en el tratamiento del cancer.
En muchos tipos de tumores se ha conseguido aumentar de forma muy significativa la esperanza
y la calidad de vida del paciente. Incluso, se ha logrado curar algunos tipos de tumores. Sin
embargo, a pesar de estos avances, el GBM continda siendo un tumor con una esperanza de
vida muy corta. La naturaleza infiltrativa y la maquinaria para generar resistencia a terapia que
caracterizan al GBM, junto con la proteccion que le aporta la barrera hematoencefalica (Seccion:

1.4 Barrera Hematoencefdlica) dificulta enormemente su tratamiento.

Actualmente, la forma mas comun de combatir el GBM es mediante un tratamiento
combinado que consta de cirugia, quimioterapia y radioterapia. Como se ha explicado en la
Secciéon 1.3.4 Diagndstico: Imagen de Resonancia Magnética, cuando el tumor se ha
diagnosticado y localizado por medio de MRI, se extirpa mediante cirugia. Esto permite una
citorreduccién de la masa tumoral y, en consecuencia, la disminucién de los sintomas
ocasionados por el efecto masa que genera el tumor. Para eliminar el mayor porcentaje posible
de masa tumoral se utiliza un marcaje fluorescente que facilita la locaciéon del GBM durante la
cirugia. Para ello se administra 5-aminolevulinico (5ALA) de forma intravenosa al paciente, que
es el precursor metabdlico de la Protoporfirina IX (PplX), (Seccion: 1.8 Ruta biosintesis de
porfirinas y hemos: 5ALA). Las células de GBM presentan un consumo muy elevado de 5ALA, ya
que la ruta de las protoporfirinas se encuentra hiperactiva en este tipo de tumor. Una de las
moléculas sintetizadas a partir de esta ruta, la PplX, es una molécula que presenta fluorescencia
bajo luz azul (Aex/Aem= 375nm/635). La cual se acumula en las células tumorales permitiendo

su visualizacion durante el proceso de reseccién [40].
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No obstante, la cirugia no consigue eliminar el tumor completamente debido a su
naturaleza infiltrativa. Por ello, después de la cirugia es necesario complementar el tratamiento
con quimioterapiay radioterapia, que comienza a administrarse tras varias semanas de la cirugia
[13]. Desde el aifo 2005, se suele tratar a casi todos los pacientes afectados por GBM con el
conocido como Protocolo de Stupp [41], que combina la cirugia con radioterapia y tratamiento
con Temozolomida (TMZ). Este es el quimioterapéutico mas extendido en el tratamiento del
GMB. Se trata de un agente alquilante con capacidad de traspasar la barrera hematoencefalica.
La TMZ provoca la metilacion del DNA, inhibiendo la replicacién. Las células de GBM con
expresion de MGMT presentan resistencia a este farmaco ya que este enzima desmetila el DNA,
reparando los danos ocasionados por la TMZ. En los casos en los que no se administra TMZ, se
suelen emplear derivados de nitrosureas, como Carmustina o Nimustina [42]. En la actualidad,
estos compuestos se utilizan en forma de obleas que se implantan durante la cirugia y se
degradan de forma lenta y controlada liberando el farmaco [43]. En el afio 2011 la Food and
Drug Administration (FDA) aprobd los campos eléctricos alternos de baja intensidad para el

tratamiento del GBM [44].

Recientemente se estd comenzando a cuestionar el uso de TMZ para el tratamiento de
GBM. Hay estudios que defienden que puede ser perjudicial para el prondstico del paciente, ya
que se cree que tras varios ciclos con TMZ se aumenta la expresion de MGMT. Lo que
enriqueceria el tamafo poblacional de las stem cells de GBM (GSC) [45]. También se ha
observado que en el 20% de los casos de GBM recurrente tratado con TMZ el genoma se
encontraba hipermutado a consecuencia del tratamiento con el agente alquilante [46]. Este
fenotipo hipermutado podria ejercer una presidn selectiva facilitando la rdpida evolucion de
clones con ventaja de crecimiento y resistencia a terapia [46], [47]. Por ello se esta empezando
a postular si el tratamiento con el agente alquilante TMZ es realmente beneficioso para el

paciente o si ejerce una presiodn selectiva aumentando la agresividad del GBM.

A pesar de nuestro conocimiento actual y de los tratamientos sumamente agresivos que
se utilizan en la actualidad para el tratamiento del GBM, sélo hay un 26,5% de supervivencia a
los dos afos de la aparicidon de la enfermedad [48]. Al cabo del tiempo, todos los pacientes
generan resistencia al tratamiento y desarrollan recurrencia. En estos casos, el tratamiento mas
utilizado es un anticuerpo antagonista de VEFG (Vascular Endothelial Growth Factor)
denominado Bevacizumab [30], en ocasiones combinado con un derivado de la camptotecina
denominado Irinotecan [49], el efecto y mecanismo de actuacidn de este compuesto se explica

en la Seccidn 1.7 Camptotecina y Topoisomerasa. Este anticuerpo, aprobado por la FDA en el

20



1. Introduccion

afio 2009 [50] bloquea el receptor VEFG, reduciendo la angiogénesis en el tumor y restringiendo

el aporte de oxigeno y nutrientes a las células tumorales, afectando al crecimiento del tumor.

Las ultimas investigaciones muestran que en el GBM hay una determinada poblacién de
células, denominadas GSC que tienen una mayor capacidad de reparar el DNA que el resto de
las células del GBM. También se ha descubierto que pueden adquirir un estado no proliferativo
que les permite contrarrestar el efecto de los agentes citotéxicos antineopldsicos. Este
descubrimiento, sumado a la ya sabida existencia de heterogeneidad celular en el GBM nos hace
ver que hay zonas dentro del mismo tumor con resistencias a distintas terapias [33]. Al
administrar un determinado tratamiento generaremos una presion selectiva para las células
resistentes a esa terapia frente al resto de las células sensibles. Las células resistentes podran
seguir proliferando y se impondran a las demds células sensibles a la terapia. Por esta razén, hay
gue caracterizar minuciosamente el tumor a nivel molecular y comprender bien los mecanismos

gue posee el GBM para generar resistencia a terapia.
1.3.8. Nuevos Tratamientos y Enfoques

Las caracteristicas intrinsecas del GBM, tales como alta tasa de infiltracidn, invasion y
proliferacién y heterogeneidad celular y genética conducen al hecho de que todavia no hemos
encontrado una terapia efectiva para su tratamiento. Por estas razones, es uno de los tumores
mas estudiados y sobre los que mas terapias se desarrollan en la actualidad. Si bien, las dianas
y las estrategias utilizadas en estas terapias son muy diversas, las principales dreas de estudio
en este campo se centran en el uso de moléculas inhibitorias de rutas de sefializacion o

metabdlicas y la terapia génica.

En el presente, el nimero de ensayos clinicos y nuevas terapias experimentales es tan
elevado que es imposible explicarlos todos. La lista de ensayos clinicos abiertos en la actualidad

puede consultarse en las siguientes webs: www.clinicaltrials.gov y www.controlled-trials.com.

Segln una busqueda realizada en servidor Clinical Trials en el afio 2018, hay 1.246 ensayos
totales registrados para esta enfermedad. De todos estos ensayos: 26 se encuentran en Fase |
Temprana; 524 en Fase |, 634 en Fase Il, 75 en Fase Ill, mientras que sélo 5 ensayos en Fase IV.
Muchas de estas estrategias parecen muy prometedoras para el futuro tratamiento del GBM.
Sin embargo, dadas sus caracteristicas parece poco probable, a corto plazo, desarrollar una

terapia completamente efectiva.

En la seccién 1.3.6 Regulacion génica del Glioblastoma Multiforme se ha explicado que
hay ciertas rutas de sefializacién que estan sobreactivadas en esta enfermedad. Una de las rutas

alteradas mas relevantes es la ruta de sefializacién EGFR/PI3K/Akt/mTOR por su papel en la
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proliferacién y en la inhibicién de la apoptosis en las células cancerigenas de GBM.
Tedricamente, la interrupcidon de esta ruta implicaria la suspension de la proliferacién vy el
metabolismo tumoral. En esta situacion, la célula cancerigena deberia activar su maquinaria de
apoptosis o bien no proliferar. Incluso, podriamos esperar que se iniciara un proceso de
diferenciacidn celular en el cual fuera adquiriendo un fenotipo mas parecido al de sus células
precursoras, es decir, los astrocitos. En base a estas suposiciones muchas de las estrategias
terapéuticas estan dirigidas a inhibir esta ruta en cualquiera de sus puntos [51]. EGFR parece ser
un punto critico para la supervivencia de las células de GBM, haciéndolo una diana muy
interesante. Actualmente hay muchos ensayos clinicos basados en su inhibicion utilizando
distintas estrategias como sustancias quimicas, anticuerpos y mi-RNA. Una estrategia muy
utilizada son los inhibidores de tirosina quinasa, como el Dacomitinib y el Gefitinib. Los cuales
se encuentran en ensayos clinicos de fase Il para el tratamiento del GBM [52]—[54]. La inhibicién
del factor EGFR, provocaria la interrupcién de la cascada downstream, disminuyendo el
crecimiento del tumor y permitiendo el inicio del proceso de apoptosis. El disefio de estrategias
dirigidas hacia estos elementos tipicos en las rutas de sefializacién de las células cancerigenas
permite un tratamiento altamente selectivo contra las células del GBM. La activacion de estas
rutas en el resto del organismo adulto estd muy regulada por la accién de factores como p53.
De modo que este tipo de terapia disminuiria los posibles efectos secundarios sobre células no

tumorales.

Un area que estd teniendo mucho auge en los ultimos afios y que puede llegar a
revolucionar el tratamiento de los tumores cerebrales, es la fototerapia dindmica
(Photodynamic Therapy -FTD). Se estd comenzando a investigar el efecto de este nuevo tipo de
terapia en el tratamiento de diferentes tumores cerebrales, como el GBM. El principio de la FTD
es la activacion mediada por luz laser de un fotosensibilizador, generalmente porfirinas,
acumulado selectivamente en las células tumorales. Ocasionando la muerte de las células
tumorales de GBM que presentan altos niveles de fotosensibilizador. El fotosensibilizador
utilizado consiste en una mezcla oligomerica de porfirinas, cuya ruta de biosintesis se encuentra

sobreactivada en el GBM (Seccion: 1.8 Ruta biosintesis de porfirinas y hemos: 5ALA) [55].
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A pesar del gran esfuerzo que se realiza en la investigacién de una cura efectiva contra
el GBM, sigue siendo una enfermedad muy maligna y agresiva. La complejidad del proceso de
tumorogénesis y el hecho de que cada cancer tenga un perfil genético y fenotipico unico,
dificulta en gran medida el disefio de terapias eficaces. Ademas, el tratamiento del tumor se
hace especialmente complicado debido, por una parte, a la proteccidon que le aporta la barrera
hematoencefalica (Seccion: 1.4 Barrera Hematoencefdlica) y, por otra parte, a la gran resistencia
a terapia que presenta debido a la presencia de los transportadores ABC (ATP Bindig Cassette)

gue bombean a terapia suministrada al exterior celular.

Para poder desarrollar una terapia que elimine el tumor, o simplemente, permita alargar
la vida del paciente es esencial estudiar a fondo la biologia molecular del Glioblastoma
Multiforme con el fin de direccionar las terapias a dianas que sean exclusivas y vitales para este

tumor, minimizando el dafio al resto del tejido cerebral.

1.4. Barrera Hematoencefdlica

El tratamiento del Glioblastoma Multiforme se hace especialmente complicado debido
a la presencia de una estructura denominada barrera hematoencefalica (BHE). Esta barrera fue
descrita por primera vez en 1854 por Paul Ehrlich, premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1908, quien observé que los colorantes inyectados por via intravenosa tefiian todos los drganos
del cuerpo, excepto el encéfalo. Dando origen a la hipétesis del estancamiento del cerebro en
el cuerpo. Esta estructura evita la llegada de microorganismos y toxicos procedentes de la sangre
al cerebro, manteniendo su homeostasis, aislandolo y protegiéndolo. Desafortunadamente
también impide la entrada en el SNC de la mayoria de los farmacos disefados contra

enfermedades del SNC, dificultando enormemente su tratamiento.

1.4.1. Estructuray Funcion

La funcién de la BHE es controlar el trafico idnico, manteniendo, de esta manera, la
dsmosis entre el cerebro y la sangre. Ayuda a separar las reservas de neurotransmisores y
agentes neuroactivos que actian en el SNC vy la periferia, regulando la actividad hormonal. Sin
embargo, su funcidn principal es filtrar selectivamente los nutrientes, moléculas sefalizadoras y
proteinas del resto de sustancias de la corriente sanguinea, asi como recoger los residuos
generados en el cerebro [56]. EI SNC esta irrigado con una solucién salina secretada por el plexo
coroideo, en el propio encéfalo, que se denomina liquido cefalorraquideo. Esta secrecion

envuelve el encéfalo otorgandole proteccion fisica y, por otra parte, fluye por el SNC recogiendo
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las sustancias de deshecho producidas por el encéfalo y transportandolas a través de la BHE

hacia la sangre.

Como se observa en la Figura 7 la BHE se localiza a lo largo de todos los vasos sanguineos
encefdlicos y estd compuesta por células endoteliales, astrocitos y pericitos. El fenotipo de la
BHE aparece como consecuencia de las interacciones entre los tres tipos celulares que la
conforman. Las células endoteliales son diferentes de las que encontramos en el resto de los
vasos sanguineos del cuerpo. Presentan uniones fuertes entre ellas que evitan el paso de
moléculas de gran peso molecular o polares [57]. Por otro lado, inducen el crecimiento y la
diferenciacidn de los astrocitos en la BHE, los cuales, se cree que a su vez podrian mediar la
induccion de las caracteristicas especiales de las células endoteliales en la BHE, como la
formacién de las uniones fuertes que dan lugar al fenotipo de la BHE en el endotelio cerebral.
Los astrocitos también son necesarios para el correcto empaquetamiento de los pericitos [58].
Todas las células que conforman la BHE son imprescindibles para su fenotipo, ya que hay

sinergias en las que participan varios tipos de células.

Capillary
i Endothelial

Capillary
i Endolh‘eﬁal- ~Bgp.
cell ~

Figura 7: Estructura de la Barrera Hematoencefalica y organizacion de los tipos celulares que la componen. La
organizacidn de estas células provoca el aislamiento del cerebro respecto al resto del cuerpo. Imagen tomada de [56]

Las células que forman la BHE estan dispuestas de tal forma que se evita la formacion
de cavidades o aperturas que permitan la entrada de moléculas desconocidas al cerebro. Dando
lugar a que el trasporte de sustancias a través de la barrera hematoencefélica se encuentre muy

controlado y limitado, ya que la entrada de tdxicos o patdgenos al cerebro podria ser letal o
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tener graves consecuencias. Las moléculas pequefias y gaseosas, como el oxigeno, pueden
difundir a través de la membrana lipidica de las células endoteliales. Esto constituye una via de
entrada para otras pequefias moléculas lipofilicas, como el etanol. Las células endoteliales
cuentan con un gran nimero de transportadores especificos que regulan el trafico transcelular
de moléculas hidrofilicas. Permiten y facilitan la entrada de los nutrientes necesarios para el
correcto funcionamiento del cerebro, al mismo tiempo que sirve como método de exclusién y
eflujo para los compuestos perjudiciales. En consecuencia, las moléculas hidrofilicas, como los
péptidos y las proteinas, generalmente son excluidas, a menos que sean transferidos por
receptores especificos o mediadores de la transcitosis, la cual se ve muy reducida en el endotelio

cerebral [56].

A pesar de que el transporte de farmacos a través de la BHE constituye un gran obstaculo
a la hora de tratar una enfermedad del SNC, como es el GBM. Sin embargo, existen ciertas
patologias neuronales que causan la perturbacién de las interacciones entre las células,
haciéndola mas o menos permeable en funcién de la patologia [57]-[59]. Por este motivo, se
debe estudiar en profundidad como afectan los fdrmacos administrados en cada caso a la
integridad de la BHE, asi como los cambios ocurridos en ella durante la enfermedad. El
conocimiento de la regulacién de la permeabilidad en la BHE y los cambios que ocurren en ella
durante la enfermedad ayudard en gran medida a la hora de disefiar fdirmacos que puedan

atravesarla y por tanto puedan servir de tratamiento en la enfermedad.
1.4.2. Alteraciones de la Barrera Hematoencefdlica en Glioblastoma Multiforme

Como se ha indicado anteriormente, muchas patologias del SNC estan implicadas en la
perturbacién de la BHE. Su compleja estructura es fruto de las interacciones entre todas las
células que la conforman, siendo todas ellas igual de importantes. Esta compuesta, en parte, por
astrocitos, las células que originan el GBM, por lo cual, las alteraciones ocurridas en los astrocitos
durante el proceso de tumorogénesis del GBM también ocasionara cambios en la estructura y

funcion de la BHE [57].

El primer cambio que se observa es que las uniones fuertes se abren en la zona del
tumor. Esto implicard una mayor permeabilidad de la barrera en este punto, permitiendo una
mejor entrada de farmacos. Sin embargo, también aumenta el riesgo de entrada de toxicos y
patdgenos al cerebro, asi como la salida del liquido cefalorraquideo al cerebro o de hemorragia
cerebral. Esta apertura parcial se debe, por una parte, a que la divisién descontrolada de los
astrocitos disminuye la organizacion en la barrera, y, por otra parte, a una desregulacion en la

expresion génica de las proteinas que ayudan a formar la barrera hematoencefilica.
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En el GBM se observa la disminucidn de la expresién de la molécula de adhesién
Ocludina, y practicamente se pierde la de Claudina-1. A pesar de que estas proteinas son
expresadas por las células epiteliales, la desdiferenciacién astrocitica en el tumor impide la
sintesis, por parte de los astrocitos, de los factores que inducen la expresion de las proteinas de
unién en las células endoteliales. Rompiendo, de esta manera, la sinergia existente entre estos
dos tipos celulares en condiciones normales [58]. Por otro lado, también se ha observado que la
sobreexpresién en el tumor de VEGF ocasiona represion de la induccion de ocludina en la zona

tumoral, aumentando la permeabilidad [58].

A pesar de que todas estas alteraciones se correlacionan con una mayor malignidad del
GMB y un mayor riesgo de edema, pérdida de liquido cefalorraquideo o accidente cerebro
vascular. Lo cierto es que la apertura de la BHE facilita la entrada de farmacos en el tumor,
constituyendo una ventaja en el tratamiento de esta enfermedad. Atendiendo a esta premisay
a la malignidad del GBM, en este trabajo se ha caracterizado, in vitro e in vivo, la actividad
anticancerigena de un nuevo profarmaco derivado de Camptotecina (CPT) aplicado al

tratamiento del Glioblastoma Multiforme.
1.5. Propuesta de AC de Imagen de Resonancia Magnética dual para T1-T,

En la Seccién 1.3.4. Diagndstico: Imagen de Resonancia Magnética explicamos que hay
ciertos tipos de tejidos, como el tejido cerebral, que tienen tiempos de relajacién moderados en
T, y T,. Por tanto, la resolucion y el detalle de las imagenes obtenidas es mejorable ya que el
contraste de la imagen obtenido en estas secuencias es bajo. Los AC disponibles en la actualidad
solo permiten mejorar una de ellas, ya que no se ha conseguido unificar un AC visible en ambas
secuencias. Por lo que, en estos tipos de tejidos podemos estar perdiendo informacion que
puede ser relevante para realizar un buen diagndstico. Un AC T; y T, dual solventaria este

problema y permitiria mejorar la visualizacion de estos tejidos, en ambas secuencias.

Concretamente en el caso del GBM, un AC con estas caracteristicas permitiria
determinar con mas exactitud los limites, las infiltraciones del tumor y las zonas afectadas por
éste. Proporcionando al mismo tiempo, informacidn complementaria sobre la estructura y la
morfologia del tejido cortical y del grado de afeccidon del tejido e identificar posibles dafios como
edemas o hemorragias. Una herramienta con estas caracteristicas ayudaria a mejorar la

efectividad de la reseccidn quirargica del GBM.

En vista de este problema, en este trabajo se ha estudiado la biocompatibilidad in vitro
e in vivo de un nuevo AC dual T;-T, elaborado por el Dr. Pablo Botella en el Instituto de

Tecnologia Quimica (ITQ), un centro de investigacion mixto entre la Universidad Politécnica de
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Valencia y el Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Se ha sintetizado un nuevo
material hibrido con un andlogo de Prussian Blue dopado con Gd, Gd(H,0)s[Fe(CN)s] [20]. A
diferencia de otros AC duales, en esta molécula no se produce apantallamiento entre ambas
sefiales. Generandose un efecto de sinergia magnética entre los &tomos de Fe y Gd que aumenta
la sefial en ambas secuencias. El campo magnético local inducido por los centros de Fe
superparamagnéticos promueve el alineamiento de los spins de Gd en la misma direccién,
resultando en un aumento del efecto de contraste en T, [60], [61]. Para que la molécula
Gd(H,0)4[Fe(CN)¢] sea estable en fluidos bioldgicos se ha revestido con nanoparticulas de silicato
polimerizado y polietilenglicol (PEG). Resultando en la nanoparticula Gd(H,0)4[Fe(CN)s]@SiO,,

el AC dual T;-T, estudiando en este trabajo.
1.6. Propuesta de profdrmaco de CPT-5ALA para el tratamiento del GBM

Como hemos ido exponiendo a lo largo de todo este trabajo, hoy en dia supone todo un
reto disefar farmacos que sean efectivos frente al GBM y que, ademas, tengan la capacidad de
cruzar a través de la BHE. Los derivados de CPT son capaces de traspasar la BHE y, también
cuentan con una alta actividad antineopldasica ya conocida y caracterizada. Por estas razones, se
postulan como uno de los candidatos con mas potencial para un futuro tratamiento efectivo del

GBM.

En base a esto, en este trabajo, se propone y se caracteriza un nuevo derivado de CPT
como posible tratamiento para el GBM. Este derivado consiste en un profarmaco sintetizado por
el Dr. Pablo Botella en el Instituto de Tecnologia Quimica (ITQ), un centro de investigacion mixto
entre la Universidad Politécnica de Valencia y el Centro Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC). Entendiendo como profarmaco, una forma inactiva de la CPT que se convierte a la forma

activa en el organismo por reacciones enzimaticas.

En la Figura 8 presentamos este
novedoso profarmaco que estd compuesto por
dos moléculas que, de forma individual, tienen la
capacidad de traspasar la BHE; la molécula de

CPT, (Véase seccién: 1.7 Camptotecina y

Topoisomerasa), unida a la molécula de Acido 5-

HzN

o aminolevulinico (5ALA). Este profarmaco de CPT-

Figura 8: Estructura quimica del profarmaco 5ALA seria internalizado selectivamente por las

propuesto en este trabajo para tratar el glioblastoma i
multiforme: la molécula CPT-5ALA. Imagen propia-Dr.  C€lulas de GBM que presentan un elevado

Pablo Botell
ablo Boteta consumo de 5ALA (Seccién: 1.8 Ruta de
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biosintesis de porfirinas y hemo:5 ALA). Una vez en el espacio intracelular, el profarmaco seria
hidrolizado dando lugar a la forma libre y activa de CPT, que ejerceria su actividad
anticancerigena en las células en estado de fase de replicacion de DNA. Si el profarmaco CPT-
SALA tuviera actividad antineoplasia en los modelos de GBM, podria evitar la implantacion de
obleas de quimioterapéuticos en el cerebro, una estrategia muy empleada. Sustituyendo esta
técnica invasiva por la administracidn intravenosa de la quimioterapia, mucho menos invasiva

que la cirugia.

1.7. Camptotecina y Topoisomerasa

La Camptotecina (CPT) es un derivado de un producto natural ya caracterizado vy
estudiado proveniente de un arbol originario de China, Camptotheca acuminata. Se comenzo a
estudiar en la década de los afios 70, durante la cual se realizaron ensayos clinicos para analizar
su actividad. Estos datos revelaron que esta molécula poseia una gran actividad anticancerigena,
pero que también presentaba una solubilidad muy baja en sustancias hidrofilicas, y en
consecuencia en el medio fisioldgico, asi como una gran reaccién adversa hematolégica y
gastrointestinal. En vista de todas estas desventajas se comenzaron a desarrollar una gran
variedad de derivados de la CPT, con el fin de solventarlas y poder aprovechar o aumentar su

actividad anticancerigena.

Actualmente, los derivados de CPT mas habituales en la practica clinica son el Topotecan
(Top) e Irinotecan (Iri), que fueron aprobados para su uso clinico durante la década de 1990 [62].

La estructura de los tres compuestos mencionados se puede observar en la Figura 9.

A B
PO
N W \
f b

Figura 9: Estructura quimica A) Camptotecina B) Topotecan C) Irinotecan Imagen modificada basada en [62]

Debido a su alto poder anticancerigeno, su uso estd muy generalizado para el
tratamiento de un amplio espectro de tumores [63]. El Top se utiliza generalmente para el
tratamiento de cancer de ovario [64], de cérvix y cancer de pulmdn de células pequefas [65].
Mientras que el tratamiento con Iri estd muy extendido en el cancer colorrectal [66], [67] y en
el cancer de pulmdn de células no pequeias [68]. Una ventaja adicional de estos derivados de
CPT es que poseen la capacidad de traspasar la BHE [69]. Por esta razén, como se explicaba en

la Seccién 1.3.7 Tratamiento del Glioblastoma Multiforme en la actualidad, también se esta
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comenzando a implantar el tratamiento con Iri en los casos de Glioblastoma recurrente [70] y
con MGMT no metilado, resistente a la actividad de TMZ [71]. Recientemente también se esta
comenzando a investigar su eficacia como agente antitumoral de primera linea para el
tratamiento de GBM [49]. Estos agentes pueden llegar al GBM tras una administracion sistémica
intravenosa poco invasiva, evitando la implantacion de obleas en la zona tumoral. El uso de
derivados de CPT en la actualidad es muy amplio, no obstante, todavia no conocemos todo el
potencial anticancerigeno que pueden tener estas terapias. Hoy en dia hay en marcha
numerosos ensayos clinicos que estudian el efecto de estos farmacos y nuevos andlogos de CPT

en otros tipos de tumores [63], [72], [73].

La actividad anticancerigena de la CPT radica en la inhibicién de la Topoisomerasa | de
DNA. Este enzima genera de forma transitoria una rotura en una sola cadena de DNA, su
mecanismo de accidon se muestra en la Figura 10. Esta rotura en el esqueleto fosfodiéster
permite a las dos secciones de la hélice del DNA, situadas a cado lado de la muesca, girar
libremente una respecto a la otra utilizando como punto de giro el enlace fosfodiéster de la
cadena no cortada. De esta forma la hélice de DNA rotard en el sentido en el que se disipa la
tension generada durante el avance de la replicacidn, y finalmente el enlace fosfodiéster se

forma de nuevo, regenerandose la hélice y la cadena de DNA.

DNA primase

DNA ligase
DNA Polymerase (Polo)

I

- 5’

Leading
strand Topoisomerase

3 !
DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Figura 10: Mecanismo de accion de la Topoisomerasa | de DNA y su papel en la Replicacion de DNA. Imagen
tomada: Banco de Imagenes Pixabay

Cuando la Topoisomerasa se encuentra unida al DNA, durante la replicacion, la CPT se
une a dicho complejo estabilizdndolo e impidiendo que la Topoisomerasa | finalice la reaccion

de religacion de DNA.
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La estabilizacién de la Topoisomerasa | de

Pirimidina
H\Nf\N—E DNA vy, por tanto, su inhibicién, ocurre como
CPT th —
H N Y consecuencia la de interaccion de la CPT con tres
aminoacidos del centro activo de la Topoisomerasa
/ Arg3c4 . . X
"-H_N>: / | [63]. El grupo hidroxilo de la CPT reacciona con un
NH
® . .
LHN aspartato situado en el centro activo de la
H
“o 0,—" Topoisomerasa (Asp533). En este mismo anillo, la
Y lactona se une con dos enlaces de hidrégeno con los

Asp533

grupos amino de una arginina (Arg364). El anillo
Figura 11: Interaccion entre la CPT y el complejo
Topoisomerasa-DNA. Imagen tomada de [63] anterior a este interactda con la pirimidina de la

cadena de DNA y un residuo de citosina
perteneciente a la Topoisomerasa. Estabilizando, de esta forma, el complejo Topoisomerasa-
DNA mediante la formacion de enlaces no covalentes, tal y como se muestra en la Figura 11.
Esto ocasiona la escisién de la hebra de DNA unida al enzima ademas de la separacion de las dos
hebras de forma indefinida. Esto conlleva dafios en la estructura del DNA y provoca el inicio de

la cascada de apoptosis. Por esta razén, los tumores con alta tasa de proliferacidon, como el GBM,

presentan una mayor sensibilidad a la accidn de la CPT y sus analogos [62].
1.8. Ruta de biosintesis de porfirinas y hemo: 5ALA

El descubrimiento de la ruta de biosintesis del grupo hemo fue llevada a cabo por David
Shemin y David Ritteberg en el afio 1945. Ellos rastrearon el origen de todas las moléculas de
esta ruta de biosintesis utilizando isétopos radiactivos de carbono (**C) y nitrégeno (**N).
Mediante esta técnica pudieron demostrar que todos los atomos de C y N del grupo hemo

derivaban del Succinil-coA, sintetizado en el ciclo del acido citrico, y de la glicina.

La sintesis de hemo ocurre principalmente en la médula ésea y en el higado. El primer
paso en la ruta de biosintesis del hemo es la generacién del 4cido 5-aminolevulinico (5ALA), cuya
estructura encontramos en la Figura 12-A, reaccidon es catalizada por el enzima 4cido 5-
aminolevulinico sintasa. Esta enzima condensa el Succinil-coA con la glicina generando el 5ALA.
La cantidad de 5ALA disponible es uno de los principales factores limitantes de la sintesis de
hemo ya que sin este sustrato es imposible sintetizar los sucesivos compuestos. En el siguiente
paso de la ruta se forma el anillo pirrélico, que es la base de la molécula de porfirina. Esta
molécula se forma a través de la condensacidon de dos moléculas de 5ALA que producen
Porfobilinédgeno (PBG). Cuatro moléculas de PBG forman un tetrapirrol lineal formado por cuatro

anillos que al ciclarse sobre si mismos, se genera el uroporfirinégeno lll, precursor de la molécula
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Protoporfirina IX (PplIX) [74]. Como se ve en la Figura 12-B, esta molécula es un sistema de anillos
heterociclicos que presenta una disposicion singular de los cuatro grupos metilo sustituyentes
(M); dos propionato (P) y dos vinilo (V). PplX es un compuesto fotoactivo que emite en luz roja
(Aem=635nm) cuando es excitado usando luz azul (Aem=375-400nm) [75]. Como se explicd en
la Seccién 1.3.7 Tratamiento del Glioblastoma Multiforme en la actualidad, la fluorescencia de
PpIX es empleada para marcar el GBM durante la cirugia y como tratamiento basado en

fototerapia.

A B

HO

Figura 12: Estructura quimica de A) Acido 5-aminolevulinico B) Protoporfirina IX C) Grupo Hemo. Imagenes de
dominio publico.

Por ultimo, el grupo hemo, mostrado en la Figura 12-C, es generado cuando el enzima
Ferroquelatasa afiade el Fe en el anillo central de la molécula PplX [76]. Aproximadamente un
85% del hemo sintetizado en esta ruta se destina a la sintesis de hemoglobina de los eritrocitos.
Para degradar esta molécula, el &tomo de hierro se reutiliza en nuevos grupos hemo y la parte
de globina se recicla o se degrada a aminodcidos. Sin embargo, el anillo porfirinico es hidrofébico
y tiene que ser procesado para ser excretado. Se degrada a bilirrubina, la cual también tiene
caracter hidrofdbico y se transporta al higado. Donde se degrada a los pigmentos biliares;

uribilinédgeno y urobilina. Estos compuestos son solubles y pueden ser excretados con la bilis.

En este trabajo hemos escogido como estrategia para el tratamiento del GBM un
profarmaco compuesto, en parte, por 5ALA. La primera razdn por la que se ha seleccionado esta
molécula ha sido por su capacidad de traspasar la BHE [77]. La segunda razén es porque el
consumo de 5ALA de las células de GBM es muy elevado en comparacion con las células
normales no tumorales [75]. Al tratarse del factor limitante en la ruta de biosintesis del grupo
hemo, su consumo oral permitira la produccién y la acumulacién de PpIX en las células de los
gliomas malignos. Una ventaja de la induccién de PplX inducida por 5ALA exégeno es que el GBM
muestra un consumo preferencial de 5ALA en comparacion con los tejidos intracraneales
normales [78]. Esta acumulacién también viene favorecida por el silenciamiento del gen
codificante para el enzima ferroquelatasa, encargado de transformar PpIX a hemo [77]. La

diferencia de concentracién en PplIX proporciona contraste entre el tejido normal y tumoral. El
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caracter fotoactivo de PpIX (Aex/Aem=375nm/635nm) se aplica en la actualizad a la cirugia y a
la fototerapia. La acumulacién de PplX en el GBM permite la visualizacién de la masa tumoral al
irradiar con luz azul durante la cirugia. La Resecciéon Guiada por Fluorescencia (Fluorescence
Guided Resection - FGR) ha permitido maximizar la reseccion del tumor, aumentando la salud y
la esperanza de vida de los pacientes [40]. Las caracteristicas fotoactivas de PplIX también la
convierten util para el uso de fototerapia dinamica (FTD). Esta técnica ocasiona la formacion
singletes de oxigeno y especies reactivas de oxigeno [79]. Provoca la salida de Citocromo C de la
mitocondria al citoplasma de las células cancerigenas, propiciando el inicio de la via de la
apoptosis por la activacidén de la Caspasa 9 [80]. Inicialmente, esta técnica se comenzé a utilizar
en el tratamiento de cancer de piel no melanoma y su uso se esta extendiendo a otros tipos de
cancer. Como se ha indicado en la Seccidn 1.3.8 Nuevos Tratamientos y enfoques, actualmente
se estdn llevando a cabo ensayos clinicos en fase | y Il con FTP por 5ALA para estudiar su eficacia

en diferentes tipos de tumores cerebrales, entre los que se incluye el GBM [55].
1.9. Resumeny Propuesta de Trabajo

A lo largo de este trabajo nos hemos centrado en la mejora de la esperanza de vida de
los pacientes afectados por el cancer, un enorme problema social que cada vez ocasiona mas
muertes. Centrandonos no solo en el tratamiento de dicha enfermedad sino teniendo muy en
cuenta la importancia que tiene el diagndstico precoz para el prondstico del paciente. Dentro
del gran abanico de tipos de tumores, hemos elegido el Glioblastoma Multiforme por su gran
agresividad e incidencia. Para la mejora del diagndstico del GBM se ha trabajado en el desarrollo
de un nuevo agente de contraste que permita la visualizacidon del tumor en secuencia Ty y Ta.
Esto permitira que la imagen de resonancia magnética cuente con mayor detalle y resolucién,
contribuyendo al diagndstico temprano y a maximizar la reseccién quirdrgica del tumor.
Mientras que para la mejora en el tratamiento del GBM se ha disefiado y estudiado el efecto en
la actividad antineopldsica del nuevo profarmaco CPT-5ALA, derivado de la CPT, que sea capaz
de evitar el desarrollo y crecimiento del tumor. Esperamos que el uso conjunto de estas dos
nuevas herramientas permita realizar un diagndstico precoz de la enfermedad, para que, de esta
manera, el tratamiento pueda comenzar en estadios tempranos del GBM. El tratamiento
temprano del GBM puede ser determinante en el éxito de la terapia, ya que estos estadios
presentan menos zonas infiltrantes y menor tendencia a la generacidn de resistencia a terapias

que los estadios mas avanzados.
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2.

2. Objetivos

CAPITULO 2: OBJETIVOS

El objetivo final que perseguimos en este trabajo es mejorar el proceso de diagndstico y

tratamiento clinico del Glioblastoma Multiforme, asi como el desarrollo de dispositivos que

permitan la mejora del proceso de investigacion de ensayos preclinicos facilitando, de esta

manera, el desarrollo de nuevos farmacos. Los objetivos principales descritos en esta memoria

es la caracterizacién, en modelos experimentales in vitro e in vivo, de un nuevo agente de

contraste para imagen por resonancia magnética y de un nuevo profarmaco anticancerigeno

derivado de la camptotecina para sus posteriores aplicaciones en el diagndstico y tratamiento

del Glioblastoma Multiforme, respectivamente.

Los objetivos especificos planteados en este trabajo son:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Simular el microentorno tumoral en un micro-dispositivo de cultivo celular en tres

dimensiones.

Desarrollar un nuevo agente de contraste dual para imagen por resonancia magnética
gue mejore la visibilidad en secuencia T; y Ta.

Conocer el efecto del agente de contraste en modelos in vivo e in vitro y evaluar su
posible toxicidad y efectos secundarios en el organismo tras una administracion
sistémica.

Caracterizar in vitro el efecto del nuevo profarmaco derivado de la Camptotecina en
lineas celulares de glioblastoma y células de sistema nervioso central. Describir y
determinar la capacidad anticancerigena o citotdxica en modelos in vitro.

Analizar el efecto del profarmaco en el organismo tras un tratamiento crénico y

describir los posibles efectos secundarios que la molécula pudiera tener en el
organismo. Especialmente en érganos implicados en la eliminacién de farmacos, como
el higado y el rifion.

Comprobar la posible actividad antitumoral del profarmaco CPT-5ALA en modelos

animales con GBM intracraneal, tras un tratamiento crénico intravenoso.
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3. Material y Métodos

3. CAPITULO 3: MATERIALY METODOS

3.1. Animales de experimentacion

Para evaluar el efecto de los dos compuestos propuestos para este trabajo se utilizaron
ratas Wistar hembras de 3 y 4 meses de edad, entre 200-300g de peso corporal. Por un lado,
con estos animales se analizd la toxicidad en el organismo por parte de las nanoparticulas
magnéticas para MRI de Gd(H,0)4[Fe(CN)e]@SiO, (3.2.3. Ensayo de Biocompatibilidad de AC).
Mientras que, por otro lado, también se utilizaron para generar un modelo animal de GBM y
estudiar la actividad anticancerigena del profarmaco CPT-5ALA y su reaccidn en el organismo.
Tal y como se describe en el apartado 3.3.2 Procedimiento in vivo.

Se emplearon embriones de ratas Sprague Dawley en dia de gestacién E17-18 para

aislar células de cultivo primario de corteza cerebral (3.3.1.1 Cultivos celulares).

Todos los experimentos con animales realizados en este trabajo fueron aprobados
previamente por el Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad Miguel
Hernandez de Elche. Se realizaron acorde con la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo
y con el R.D 53/2013 de la Regulacion Espafiola sobre la proteccion de los animales utilizados
para fines cientificos. Ambas cepas de ratas fueron proporcionadas por el Servicio de
Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad Miguel Hernandez de Elche. Los animales

fueron mantenidos ib libitum en ciclos de luz y oscuridad 12:12h a temperatura ambiente.
3.2. Estudio de la toxicidad del agente de contraste Gd(H,0)s[Fe(CN)s] @SiO;

En los apartados de Introduccion y Objetivos se indica la necesidad de disefiar un nuevo
agente de contraste para MRI visible tanto en la secuencia T; como en la T. A fin de obtener
una mayor cantidad de informacidén a partir la MRl y poder realizar diagndsticos mas precisos y
detallados de la patologia que permitan mejorar la reseccion tumoral en la cirugia.
Concretamente, en el drea de oncologia esta nueva técnica podria favorecer el diagndstico
precoz de los tumores, especialmente del GBM, mejorando el prondstico del paciente. Con el
propdsito de analizar su biocompatibilidad, en este trabajo se ha estudiado el efecto, in vitro e
in vivo, de la nanoparticula magnética Gd(H,0)s[Fe(CN)s]@SiO, un agente de contraste, que

como se muestra en la Figura 13 mejora la sefial de la secuencia T y T, [20].
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SECUENCIA T,

SECUENCIA T,

CONTROL Gd(H,0),[Fe(CN)¢]@SiO,

Figura 13: Imagen de seccidn coronal in vivo en secuencia T1 (Imagenes Ay B) y T2 de rata (Imagenes Cy D). Ay
C) Control sin administracién Gd(H,0)4[Fe(CN)s] @SiO.@PEG; B yD) Imagenes tomadas tras 30minutos de la
adminsitracion de 5mg Gd(H20)4[Fe(CN)s] @SiO,@PEG. 4: Rifiones, 6: Pancreas. Imagen tomada de [20].

3.2.1. Cultivos celulares y tratamiento con Gd(H20)4[Fe(CN)s] @SiO2

En este ensayo se emplearon cuatro lineas celulares distintas: Hela (cancer de cérvix
humano), 3T3 (Fibroblastos de ratén), SH-SY5Y (Neuroblastoma humano) y 42-MG-BA
(Glioblastoma Multiforme humano), provenientes de la casa comercial DSMZ. Las células Hela
fueron cultivadas en MEM (Earle’s) (Gibco by Life Technologies Ref.42360-024), la linea 3T3 y
42-MG-BA en DMEM (Gibco by Life Technologies Ref.42430-025) y las células SH-SY5Y en
DMEM:Ham (F12) Nut Mix (1:1) (Gibco by Life Technologies Ref.31765-027). Todos los medios
celulares fueron suplementados con 10% de Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum- FBS,
Biowest CAT# S181B-500) y Penicilina-Estreptomicina 1:100 (v/v) (Gibco by Life Technologies,
Ref. 15140-122).

El primer dia del protocolo, DIVO (Dias in vitro) se realizé la siembra de las distintas lineas
celulares empleadas. En un primer paso las células fueron tripsinizadas para obtener la

suspension celular mediante el siguiente protocolo:

- Las células se lavaron 2 veces con PBS 1X (Phosphate Buffered Saline).

- Las placas se incubaron con Tripsina durante 5 minutos a 372C. La Tripsina es una
peptidasa que degrada las uniones proteicas entre las células y el soporte.

- Neutralizar la actividad de la Tripsina con medio neutralizante (DMEM

suplementado 10% FBS).
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- Centrifugar la solucién de células a 1200 r.p.m. durante 10 minutos. Desechar el
sobrenadante y resuspender el pellet en el medio celular correspondiente para cada

linea.

Finalmente, se contabilizé la densidad celular con una cdmara de Neubauer. Las células
se sembraron en placas de 96 pocillos, en un volumen final de 200 ul del medio de cultivo
correspondiente de cada linea celular. Las densidades de siembra empleadas fueron las
siguientes: 10000 células de HelLa/mL; 100000 células de SH-SY5Y/mL y 50000 células de las
lineas 3T3 y 42-MG-BA/mL. Las placas se incubaron 24 horas a 372C con una inyeccion de 5% de
CO,. Pasadas estas 24 horas, en DIV1, las células fueron tratadas con concentraciones variables
del AC (0,25-100pg/mL). Los cultivos incubados en su correspondiente medio celular e
incubados en 30% DMSO (Dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich Ref. D5879-M) se utilizaron como
control de mortalidad negativo y positivo, respectivamente. Las placas se incubaron en

presencia del AC durante 24 horas a 372C con una inyeccién de 5% de CO..
3.2.2. Ensayo de Viabilidad celular por el método MTT

Transcurridas las 24 horas de incubacion de las células con el tratamiento de AC, en
DIV3, se midio la viabilidad celular mediante el método de MTT (Sigma Ref. M2128). Este ensayo
permite cuantificar la viabilidad del cultivo celular a partir de la actividad enzimatica de las
células viables. Este método cuantifica la reduccidn, por accion del enzima mitocondrial
Succinato Deshidrogenasa, del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT) en 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5difenilformazan (formazan), reaccidn que se muestra en la

Figura 14.
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Figura 14: Reaccién de Reduccién de MTT a Formazan. Imagen modificada de Sigma-Aldrich

Para llevar a cabo este ensayo, se afiadié una solucion stock de 20%MTT (5mg/mL MTT
en PBS) en el medio celular, obteniendo una concentracion final de 1mg MTT/mL. Las placas se

incubaron en presencia de MTT durante 3 horas a 372C. Pasado este tiempo de incubacién, los
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cristales de formazan procedentes de la reduccidn de MTT se disolvieron en 100ul DMSO (Sigma-
Aldrich Ref. D5879-M). La absorbancia de la placa de midié a 595nm utilizando un lector de
placas 1681130 iMark™Microplate Reader. Los valores de absorbancia se normalizaron, en
forma de porcentaje de viabilidad celular, respecto a los controles negativos sin tratar, utilizando
la Ecuacidn 1. Se realizaron seis experimentos independientes (n=6), y cada condicién se realizé

por triplicado.

Densidad 6ptica 595 MUESTRATRATADA
* 100 (1)

Viabilidad Celular Relativa = - ——
Densidad éptica 595 CONTROL

El ICso del profarmaco y de CPT-5ALA para cada tipo celular se calculd mediante una
regresion sigmoidea no lineal de dosis- respuesta utilizando Prim 6.0. software (GraphPad, San

Diego, CA).

3.2.3. Ensayo de Biocompatibilidad de AC

Para evitar el reconocimiento no especifico del AC por parte del sistema inmune vy, asi,
aumentar el tiempo de aclaramiento en el organismo, el AC fue modificado y recubierto con
cadenas de polietilenglicol (PEG) [81]. Dando como resultado la molécula
[Gd(H,0)4[Fe(CN)e] @SiO,] @PEG. El compuesto fue administrado en ratas Wistar (Seccién: 3.1
Animales de Experimentacion) para determinar si causa, o no, algun tipo de lesidn o dafio tisular
en el organismo. Este estudio se llevd a cabo inyectando 1mL de una suspensién de 5mg AC/mL,
el equivalente a 0,05mmol Gd/kg peso corporal y 0,05mmol Fe/kg peso corporal, en la vena
lateral de la cola del animal. Dos horas después de la administracidn del compuesto, los animales
fueron sacrificados con 40mg/kg Pentobarbital Sédico (Dolethal ®, Vetoquinol), administrado de
forma intraperitoneal. Para realizar el estudio del efecto del AC en el organismo, se recogieron
muestras de pulmadn, higado, bazo y corazén para su analisis histolégico. Los drganos se fijaron
en 4% Paraformaldehido (PFA) durante 48 horas y posteriormente se incluyeron en parafina

utilizando el siguiente protocolo:

- Agua destilada: 1 hora - Alcohol 100%: 45 minutos
- Agua destilada: 1 hora - Alcohol 100%: 45 minutos
- Alcohol 70%: 45 minutos - Xileno: 45 minutos

- Alcohol 70%: 45 minutos - Xileno: 45 minutos

- Alcohol 96%: 45 minutos - Parafina: 4 horas

- Alcohol 96%: 45 minutos - Parafina: 6 horas
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Posteriormente los drganos se cortaron en el micrétomo con un grosor de 5-7um.

Finalmente, las secciones se tifieron con Hematoxilina/Eosina utilizando el protocolo:

- Xilol I: 5 minutos - Eosina: 1 minuto

- Xilol Il: 5 minutos - Agua destilada: 3 minutos
- Alcohol 100%: 4 minutos - Alcohol 70%: 4 minutos

- Alcohol 96%: 4 minutos - Alcohol 96%: 4 minutos

- Alcohol 70%: 4 minutos - Alcohol 100%: 4 minutos
- Agua destilada: 5 minutos - Xilol I: 5 minutos

- Hematoxilina: 1 minuto - XilolII: 5 minutos

- Agua destilada: 5 minutos

Las imagenes de histologia fueron tomadas utilizando un microscopio Olympus AX70.

3.3. Estudio de la actividad anticancerigena y toxicidad del profdrmaco CPT-5ALA

En los apartados de Introduccion y Objetivos se expone la urgencia de desarrollar una
terapia para el tratamiento del GBM que logre frenar o controlar su crecimiento. En este estudio
se ha analizado la actividad anticancerigena y la toxicidad del profarmaco propuesto CPT-5ALA

en modelos in vitro e in vivo.

3.3.1. Procedimiento in vitro

3.3.1.1. Cultivos celulares

En este estudio se ha trabajado con tres lineas de glioblastoma: la linea celular de
glioblastoma de rata C6 y las lineas de glioblastoma humano U87 y U251. La linea C6 fue
comprada a la American Type Culture Collection (ATCC, VA, USA) y las dos lineas de glioblastoma
humano fueron donadas por el Profesor Luis Ferndndez, perteneciente al Group of Structural
Mechanics and Materials Modellings (GEMM) de la Universidad de Zaragoza. Asi mismo,
también se han realizado los ensayos de toxicidad del profarmaco en células de cultivo primario
de corteza cerebral de rata y de astrocitos normales. Con el fin de caracterizar el efecto que

podria tener el farmaco en las células sanas del cerebro.

En DIVO, las lineas celulares se tripsinizaron siguiendo el procedimiento descrito en la
secciodn 3.2.1 Cultivos celulares y tratamiento con Gd(H,0)4[Fe(CN)s]@SiO; y se sembraron en
placas de 96 pocillos en un volumen final de medio de cultivo de 200ul. Las células C6 y de U87

se sembraron a una densidad celular de 25000 cell/mL, mientras que las células U251 a 50000
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cell/mL. Todas las lineas celulares fueron mantenidas en DMEM (1X) suplementado con 10% FBS

y Penicilina-Estreptomicina 1:100 (v/v).

Las células de tejido cortical de rata fueron aisladas de embriones de ratas Sprague
Dawley de dia de gestaciéon E17-18 (Seccidn 3.1 Animales de experimentacion). En primer lugar,
el tejido se disocié mecdnicamente y después fue incubado durante 15 minutos con DMEM y
tripsina a 372C para su disociacién quimica [82]. La suspensién de células corticales resultante
de este proceso fue utilizada para generar dos tipos de cultivos; cultivo de astrocitos aislados y
un cultivo de células corticales compuesto principalmente por neuronas y astrocitos. Estos dos
tipos de cultivos celulares permitirdan determinar el efecto de CPT-5ALA en las células
precursoras del GBM, es decir los astrocitos, y en otros tipos de células del SNC. Para obtener
los dos tipos de cultivos celulares mencionados, cada tipo celular fue cultivado en medios de
cultivo diferentes. Las células corticales fueron sembradas con una densidad celular de 65.000
cel/mL y mantenidas en Neurobasal Medium (GIBCO by Life Technologies Ref. 12348-017),
suplementado con 2%FBS, 2% del factor de crecimiento B27 factor (GIBCO by Life Technologies
Ref. 17504-044), 0,4% Glutamax ™ (GIBCO-Invitrogen Ref. 35050-038) y 0,4% de Penicilina-
Estreptomicina 1:100 (v/v). Los astrocitos se sembraron en una densidad celular de 60.000
cel/mL y fueron mantenidos en un medio de cultivo similar al de las células corticales, pero
suplementado con 10% de FBS y sin factor de crecimiento B27. Las células fueron sembradas en
placas pretratadas con Poli-D-Lisina (PDL-Sigma-Aldrich Ref. P6407) y Laminina (Sigma-Aldrich,
Ref. L2020).

Las placas con las lineas celulares y el cultivo primario se incubaron 24 horas a 372C con

una inyeccion de 5% de CO; hasta su posterior tratamiento con CPT-5ALA.

3.3.1.2. Ensayo de Viabilidad celular por el Método de MITT

El tratamiento de los cultivos celulares con el profarmaco CPT-5ALA y CPT se inicid en
DIV1 en el caso de las lineas celulares y en DIV14 en el caso de ambos tipos de cultivo primario.
Estos ensayos de viabilidad también fueron realizados con CPT con el objetivo de comparar la
actividad de ambos anticancerigenos. La concentracion de los farmacos se expresa en
equivalentes de CPT (CPTeq) debido a que la molécula CPT-5ALA presenta un mayor peso
molecular que la CPT. Ambos farmacos fueron diluidos en una disolucién Stock 1,5mM con
DMSO (Sigma-Aldrich Ref. D2438). Los cultivos fueron tratados utilizando concentraciones
crecientes de CPT-5ALA y CPT (0,002-4,8 ug CPTeg/mL). Al emplear concentraciones crecientes
de profdrmaco se podra determinar cdmo afecta al crecimiento y a la viabilidad celular. Las

células incubadas en su correspondiente medio de cultivo e incubadas en 30% DMSO se
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utilizaron como control de mortalidad negativo y positivo, respectivamente. Se realizaron al
menos 6 experimentos independientes (n>6) y cada una de las condiciones experimentales de

realizd por triplicado.

Para analizar y comprobar si la citotoxicidad del compuesto CPT-5ALA radica en su
efecto sobre el ciclo celular, las células se incubaron en presencia de ambos farmacos en
atmoésfera himeda durante 24 y 72 horas 372C con una inyeccién de 5% de CO,. De manera que,
al elevar el tiempo de tratamiento, se aumente el nimero de células en Fase S sensibles a la CPT.
Pasado el tiempo de tratamiento con CPT y el profarmaco CPT-5ALA, se realizd el Ensayo de

viabilidad celular conforme al apartado 3.2.2 Ensayo de Viabilidad celular por el método de MTT.

3.3.1.3. Ensayo de Funcionalidad Neuronal

La existencia de actividad electrofisioldgica espontanea en el cultivo cortical implica que
las neuronas se encuentran viables y funcionales. Significa que las membranas celulares de las
neuronas estan intactas y que no se ha dafado la maquinaria upstream encargada de la
formacién del spike. Por esta razdn, también puede ser utilizado como un indicativo de que el
cultivo no ha sufrido dafo crénico o agudo inducido por el fdrmaco [83]. En este sentido, el
ensayo multielectrodo (MEA- multi-electrode array) es muy utilizado en farmacologia, para
monitorizar el efecto que tienen los fdrmacos sobre las neuronas y la red neuronal. La principal

ventaja de este método es que es completamente no invasivo y no afecta a las células del cultivo.

Como se muestra en la Figura 15, sobre la base del

.\\\\\‘\]ﬂ'l dispositivo MEA estan dispuestos los electrodos sobre los
\ - %,

cuales se siembran las células de cultivo cortical primario.
Las neuronas entran en contacto con los electrodos de la
red que recogeran el cambio de voltaje generado durante

el potencial de accidn. Este dispositivo puede analizar los

potenciales de accidn extracelulares de varias neuronas de
forma simultanea [84]. De esta manera podremos evaluar
Figura 15: Dispositivo Multi-Electrode

Array (60MEA 200/30iR-Ti, casa comercial el efecto del profarmaco CPT-5ALA sobre la actividad

Multichannel System). Imagen propia
neuronal.

El ensayo de MTT en las células de cultivo primario de corteza cerebral sélo nos aporta
informacidn acerca de la viabilidad del cultivo cortical, conformado por muchos tipos de células.
Sin embargo, no nos da informacién sobre la funcionalidad de la red neuronal tras el tratamiento
con CPT-5ALA. El registro de la actividad electrofisiolégica espontanea mediante MEA permite

complementar la informacién obtenida en el experimento de viabilidad por MTT para
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determinar el estado de las neuronas. De esta manera obtendremos una mejor aproximacion
sobre el efecto que el profarmaco CPT-5ALA puede tener en la funcionalidad neuronal in vivo.
El GBM es un tumor derivado de células del SNC, por ello es necesario conocer si el fdrmaco
ocasiona algun tipo de dafio neuronal. De ser asi se dificultaria su aplicacién clinica, ya que

podria generar graves complicaciones al paciente.

Con el fin de evaluar el efecto del tratamiento con profarmaco de CPT-5ALA sobre la
funcionalidad neuronal se registré la actividad electrofisiolégica del cultivo primario de corteza
cerebral. Las células corticales de embriones de rata fueron aisladas segun la seccién 3.3.1.1
Cultivos celulares y sembradas en sistemas MEA 60MEA 200/30iR-Ti de Multichannel Systems
(MCS). Se sembraron 300.000 células corticales por sistema MEA, en un volumen final de medio
celular de 1 mL. Las células fueron mantenidas en Neurobasal Medium suplementado con
2%FBS, 2% del factor de crecimiento B27 factor, 0,4% Glutamax ™ y 0,4% de Penicilina-
Estreptomicina 1:100 (v/v). El cultivo fue incubado a 372C bajo atmdsfera humeda y una
inyeccion de 5%CO,. El tratamiento con CPT-5ALA (3,2 ug CPTeq /mL) comenzd en DIV14. Desde
ese momento, el cultivo fue tratado dos veces a la semana durante dos semanas, simulando el

tratamiento in vivo. Los dias de tratamiento del cultivo fueron: DIV 14, 17, 19, 22.

A lo largo de este tiempo, se realizaron registros de la actividad electrofisiolégica
extracelular de 5 minutos de duracién. La sefial recogida fue amplificada y digitalizada por un
equipo MPA3121 de Multichannel Systems (MCS). La sefial input fue adquirida y grabada por el
MC-Rack Software (MC Rack Version 4.6.2- Multi Channel System MCS GmbH). Durante toda la
sesion de registro las células fueron mantenidas a 372C. Los datos se digitalizaron vy, para
eliminar las sefales de ruido de alta y baja frecuencia, se filtraron a 100-3000Hz usando un filtro
Butterworth tipo IIR del MC-Rack software. Finalmente, se realizé el Spike Sortting con NeSo
Sofware para eliminar manualmente los eventos de ruido que han sido clasificados por el MC-
Rack Sofware como potenciales de accidn. Se realizaron 5 experimentos independientes de este

ensayo (n=5).
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3.3.1.4. Estudios de citometria de flujo

El citdmetro de flujo es una técnica analitica que aporta informacidn sobre poblaciones
celulares realizando un estudio individualizado de un gran nimero de células. Generalmente, el
tamafio muestral se encuentra entre los 5.000 y 10.000 eventos, por lo que la informacién
obtenida es representativa del conjunto poblacional. Como muestra la Figura 16, las células en
suspensidn van pasando de una en una, formando una corriente continua, a través de un capilar.
Sobre esta corriente de células se incide un haz de luz laser, que permite obtener informacién
sobre la dispersion, la reflexién de la luz y la fluorescencia. Toda esta informacién es recogida
por varios detectores para su digitalizacion. El analisis por citometria de flujo permite medir

simultdaneamente tres tipos pardmetros sobre las células:

- Deteccidn de células: Cuando una célula atraviesa el haz de luz laser se genera una
dispersion de la luz que es detectada por un fotodetector que se encuentra justo
enfrente de la ldmpara. El tiempo que dura la interrupcién del haz de luz sera
proporcional al volumen de la célula. Este parametro es conocido como Forward
Scatter (FSC).

- Complejidad: Cuando la célula atraviesa el haz de luz Idser también dispersa la luz.
La dispersion de la luz es recogida por un detector que se encuentra en un angulo
de 909 respecto el haz de luz emitido. Este pardmetro aporta informacion sobre la
rugosidad de la superficie celular y la densidad de orgdnulos en su interior. Se
conoce como Side Scatter (SSC).

- Fluorescencia de marcaje: La luz dispersada por la célula es recogida por detectores
de diferentes rangos de longitud de onda. Permite determinar la intensidad y

longitud de onda de la fluorescencia procedente de la célula.

Procesador

Sistema de Sistema de datos

Fluidos optico

- S

Detectores de fluorescencia
y dispersion de luz

Figura 16: Esquema general de citémetro de flujo. (Imagen modificada de Invitrogen, Flow Cytometry)
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En este trabajo se ha utilizado el citémetro de flujo para analizar el nivel de apoptosis y
necrosis en el cultivo de células de glioblastoma en respuesta al tratamiento con CPT-5ALA y el
efecto del farmaco sobre el ciclo celular. Para realizar estas dos técnicas, en primer lugar, se
acoté la poblacién de las células de glioblastoma de la linea C6 en funcidon de los parametros de
FSC y SSC. A partir de esta poblacién se obtuvieron y analizaron los resultados de ambos
procedimientos, es decir el ensayo de apoptosis y de ciclo celular en respuesta al tratamiento

con CPT-5ALA.

3.3.1.4.1. Ensayo de apoptosis por marcaje con Anexina V/loduro de Propidio

La interrupcidn de la sintesis de DNA por parte del profarmaco CPT-5ALA desestabilizaria
la cadena y provocaria la apoptosis de las células en Fase S. Para confirmar este fendmeno, en
este ensayo se ha evaluado la apoptosis inducida por el profarmaco CPT-5ALA en las células C6
de glioblastoma de rata. Para ello hemos hecho un marcaje de necrosis y apoptosis mediante
loduro de Propidio (IP) y Annexina V.

El marcaje de las células apoptdticas con Annexina V se basa en la unién de esta
molécula con la fosfatidilserina. La deteccion de este fosfolipido es una de las formas mas fiables
para revelar la apoptosis. En las células viables, la fosfatidilserina se mantiene en la capa interna
de la membrana celular. Cuando ocurre la apoptosis, la fosfatidilserina migra hacia el exterior
de la membrana celular, quedando accesible a la Annexina V y permitiendo la unidn entre ambas
moléculas. Para visualizar el marcaje, la Annexina V empleada en este ensayo estd marcada con

FITC (Fluorescenin IsoThioCyanate) un fluoréforo que posee un maximo de absorbancia a 494nm

y de emisién a 520nm.

El marcaje de las células necrdticas vy
apoptoticas tardias con IP se basa en la rotura de la
membrana plasmatica que ocurre a lo largo de estos
procesos. El IP es un agente intercalante de DNA que

cuando se une al DNA se vuelve fluorescente vy

Figura 17: Estructura quimica de loduro de presenta absorciéon en 535nm y una emisidén a 617nm,
Propidio. Imagen tomada de Sigma-Aldrich

su estructura molecular se puede observar en la
Figura 17. De modo que cuando la membrana plasmatica pierde su integridad, el IP puede
penetrar en la célula, donde intercala con el DNA adquiriendo fluorescencia. De esta manera
podremos visualizar las células necrdticas y en apoptosis tardia. El doble marcaje de Annnexina

V con IP permite discriminar la poblacidon celular en células viables, células apoptdticas

tempranas, células apoptdticas tardias y necroticas.
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Para realizar este ensayo, las células C6 de la linea de glioblastoma de rata se
tripsinizaron conforme el apartado 3.3.1.1 Cultivos celulares y se sembraron en placas cultivo de
12 pocillos. En DIV1 las células fueron tratadas con CPT-5ALA (0,002; 0,4y 1,6 ug CPTeg/mL) e
incubadas con el tratamiento 24 horas en atmdsfera humeda a 372C y 5%CO,. Pasado el tiempo
de incubacidn con el farmaco, las células fueron lavadas brevemente con PBS y tripsinizadas
para obtener las células en suspension. Finalmente, y atendiendo a las recomendaciones del
fabricante (Apoptosis Detection Kit, Cat# B32115 Biotool), las células se incubaron en oscuridad
durante 15 minutos a temperatura ambiente con una solucidon de marcaje compuesta por 5ul
Annexina V-FICT, 5ul Pl y 100ul Binding Buffer. La reaccion de marcaje fue neutralizada
afiadiendo 400ul Binding Buffer. Las muestras fueron mantenidas en hielo y analizadas
inmediatamente en un equipo FACSCanto ™ System (BD- Biosciences). Para cada muestra se
analizaron 10000 eventos con una velocidad de andlisis de flujo medio. Para delimitar la
poblacién de las células de C6 en funcidn de FSC y SSC en el citdmetro de flujo y establecer la
autofluorescencia del cultivo, se utilizaron células sin marcar. Las células incubadas en medio
celular, sin tratamiento, fueron usadas como control negativo de apoptosis y necrosis, y para
delimitar la poblacion de células viables (Annexin V/ PI'). Las células con marcaje de Annexina V
y sin marcaje con IP (Annexin V*/ PI') se clasificaron como células en apoptosis temprana. Las
células marcadas con IP, y negativas en marcaje con Annexina V (Annexin V/ PI*), se
consideraron como células necréticas. Finalmente, las células que presenten ambos tipos de
marcaje se tomaron como células en apoptosis tardia (Annexin V*/ PI*). Se realizaron cuatro
experimentos independientes para cada muestra (n=4). Los datos obtenidos en este ensayo

fueron analizados con BD FACSDIVA ™ Software.

3.3.1.4.2. Ensayo de ciclo celular por marcaje con loduro de Propidio

Este ensayo es muy utilizado para analizar la capacidad antiproliferativa de los nuevos
anticancerigenos, ya que el ciclo celular es una de las principales dianas utilizadas en el
tratamiento del cdncer. Permite comprobar si el farmaco posee alguin efecto sobre el transcurso
del ciclo celular. El profdarmaco de CPT-5ALA que se propone en este trabajo interfiere con la
Topoisomerasa | de DNA, impidiendo la sintesis de DNA durante la replicacion. Lo que deberia
interrumpir el avance del ciclo celular, ocasionado un bloqueo de este. Para comprobar si existe
algun efecto del profarmaco sobre el ciclo celular, hemos realizado un ensayo para determinar
si existen variaciones en la distribucién de la poblacién de células C6 de glioblastoma en las
diferentes fases del ciclo celular en respuesta al tratamiento con CPT-5ALA.

Este ensayo se basa en la cuantificacidon de la fluorescencia emitida por las células

tefiidas con el agente intercalante IP. Dado que la unidn entre el DNA y el IP sigue una relacidn

49



3. Material y Métodos

estequiométrica, la cantidad de fluorescencia emitida por el IP de una célula sera proporcional
a la cantidad de DNA en la célula. Esto permitird discriminar las poblaciones celulares en funcidn
de la cantidad de DNA de su nucleo, en funcidn de si son diploides (2n) o tetraploides (4n). De
esta manera clasificaremos las células en fase GO/G1 si son diploides (2n); en fase de mitosis
(Fase M) si son tetraploides (4n) o en fase de sintesis de DNA (Fase S) si poseen una cantidad de
DNA intermedia.

Para determinar si CPT-5ALA inhibe la replicacién de DNA y arresta el ciclo celular de las
células de glioblastoma, se determind el porcentaje de células en cada fase de ciclo celular
mediante citometria de flujo. Para ello, las células de C6 se sembraron en placas de cultivo de
12 pocillos, siguiendo el protocolo detallado en 3.3.1.1 Cultivos celulares. En DIV1 las células
fueron tratadas con CPT-5ALA (0,002; 0,4 y 1,6 ug CPTeqg/mL) e incubadas con el tratamiento
durante 6y 24 horas en atmdsfera himeda a 372Cy 5%CO,. Después del tratamiento, las células
fueron fijadas con 2% PFA e incubadas 30 minutos a 372C con 2,5 mg/mL RNasa (Sigma-Aldrich
Ref. R6513) y 2,5 mg/mL IP (Sigma-Aldrich Ref. P4170). Las células fijadas y tefidas con IP se
mantuvieron en hielo hasta su lectura con el equipo FACSCanto ™ para determinar el porcentaje
de células en cada fase del ciclo celular. Para cada muestra se analizaron 10000 eventos con una
velocidad de andlisis de flujo lento. Las células sin tratar con CPT-5ALA teiiidas con IP se
utilizaron como control para definir la distribucién normal de la linea C6 en las distintas fases
del ciclo celular. Se realizaron cuatro experimentos independientes (n=4) para cada muestra.

Los datos obtenidos en este ensayo fueron analizados con BD FACSDIVA ™ Software.
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3.3.2. Procedimiento in vivo

Una vez determinado el efecto que posee el farmaco a nivel de la proliferacion, el ciclo
celulary la apoptosis en modelos in vitro con células de glioblastoma multiforme y en células del
SNC, se analizaron sus efectos in vivo. En la Figura 18 se muestra el esquema de trabajo realizado
en esta parte experimental enfocada a la caracterizacidn in vivo de CPT-5ALA. En ella se analizé
la toxicidad derivada de la administracion sistémica del compuesto CPT-5ALA y su actividad

anticancerigena en modelos de GBM animales.

Estudio de Actividad
antitumoral:

- Ensayos proliferacion y
apoptosis
- Estudio de volumen
tumoral
Desarrollo de
tumor (5 dias)

Tratamiento con
CPT-5ALA (2
semanas)

Estudio de biocompatibilidad:
- Analisis histolégico

Inoculacion
células C6

Figura 18: Procedimiento llevado a cabo in vivo para caracterizacion del profarmaco CPT-5ALA. Las células de
GBM C6 se inocularon intracranealmente. El tumor se desarrollé en el animal durante 5 dias y pasado ese tiempo
los animales fueron tratados con CPT-5ALA inyectado en la vena lateral de la cola. Finalmente se analizé la actividad
antitumoral y la biocompatibilidad del farmaco. Imagen propia.

3.3.2.1. Inoculacion y generacion del GBM en modelo animal

Las ratas Wistar (Seccion: 3.1 Animales de Experimentacion) fueron pretratadas con
1mg/kg de Dexametasona (Fortecortin ®, MERCK) 24 y 1 hora previa a la cirugia. Antes de la
intervencidn, se indujo el estado de anestesia en el animal con una dosis Unica de cdctel de
70mg/ml Ketamina (Ketamidor®, Richter Pharma) / 0,5mL/kg Xilacina (Xilagesic 2%, Calier)
administrados intraperitonealmente. Durante la cirugia, se mantuvo la anestesia con gas 3%
Isoflurano (IsoFlo®, Esteve, Espafia) mezclado con O,, y la temperatura corporal se controlé
mediante una manta eléctrica. La cabeza del animal fue fijada en un marco estereotdxico. Se
realizd una pequefia craneotomia de 1mm aproximado de didametro en las coordenadas

estereotdxicas: 1mm anterior y 3mm lateral izquierdo respecto la linea de Bregma [85].

Con el objetivo de generar el modelo de glioblastoma animal, las células de la linea C6,
previamente tripsinizadas siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.2.1. Cultivos
celulares y tratamiento con Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO;, se inocularon en el nlcleo estriado a través

de la craneotomia. Con ayuda de una jeringa Hamilton de calibre 33 se inyectaron 10° células
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C6, con pases inferiores a 15, resuspendidas en 1,5 ul de PBS a una profundidad de 4mm. La
solucidn con células tumorales se inyecto a un flujo de 0,1ul/min. Para evitar aplicar una presién
negativa que implique la salida de las células tumorales en la zona de interés, una vez inyectado
todo el volumen, se esperd 10 minutos para extraer la jeringa. La zona elegida para la
implantacién del tumor corresponde con un nucleo cerebral implicado en el control motor.
Como se explicéd en el apartado de Introduccion, los sintomas del GBM varian en funciéon de la
zona afectada. Induciendo el tumor en un ndcleo motor podremos monitorizar los sintomas y el
bienestar del animal durante todo el experimento vigilando la aparicion de alteraciones
motoras. Durante los tres dias siguientes a la cirugia, para mejorar el bienestar animal, se inyectd
de forma subcutdnea analgésico (0,05mg/kg buprenorfina, Buprex®), antiinflamatorio

(0,5mg/kg meloxicam, Loxicom®) y antibidtico (5mg/kg Enrofloxacin, Alsir®).

3.3.2.2.  Monitorizacion de los animales y tratamiento con CPT-5ALA

El tratamiento con el profarmaco CPT-5ALA comenzd a los 5 dias de la inoculacién de las
células tumorales. Basandonos en experimentos previos [72], pasado el tiempo de
establecimiento del tumor, los animales fueron tratados dos veces por semana durante dos
semanas con 0,8mg CPTeq-5ALA/kg de peso corporal del animal (n=5). En el grupo control de
animales sin tratamiento se inyecté6 DMSO: PBS (1:3 v/v) (n=3) en lugar de 0,8mg CPTeq-
5ALA/kg. Ambas sustancias se inyectaron a través de la vena lateral de la cola empleando un
catéter de calibre 24. Durante el tiempo que durd el experimento, se monitorizé diariamente el
peso de los animales y su bienestar, que se evalué mediante el Protocolo de Morton y Griffiths
[86], mostrado en el Anexo Il, y las expresiones faciales de los animales [87]. Para evitar el
sufrimiento extremo de los animales, se establecid que, si la pérdida de peso superaba el 20%
del peso inicial respecto al inicio del experimento o que, si la puntuacidn del test es superior o
igual a 15 puntos, el animal deberia ser sacrificado. Este test también establece que se debera
considerar la eutanasia en caso de que la puntuacidn sea mayor a 10 puntos. Para finalizar el
experimento, los animales fueron sacrificados con una inyeccion intraperitoenal de 40mg/kg
Pentobarbital Sédico (Dolethal®, Vetoquinol) tres dias después de la ultima dosis de tratamiento
con el profarmaco CPT-5ALA. Posteriormente los animales fueron perfundidos para fijar los

organos de interés con 4%PFA.
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3.3.2.3. Procesamiento histologico

Para evaluar la biocompatibilidad del profarmaco de CPT-5ALA, tras la perfusidn del
animal, se recogieron muestras de bazo, higado, rifdn, corazén y pulmén para su posterior
analisis histolégico. Los drganos recogidos se procesaron segun el procedimiento descrito en
3.2.3 Ensayo de Biocompatibilidad de AC, incluyendo los drganos en bloques de parafina para,
seguidamente, realizar cortes de 7unm de grosor con el micrétomo y tedir con
Hematoxilina/Eosina. Finalmente se evalud la morfologia de los érganos para determinar si la
administracién sistémica del CPT-5ALA ha ocasionado algun tipo de dafo tisular o hemorragia

mediante un microscopio Olympus AX70.

3.3.2.4. Estudio de la actividad anticancerigena de CPT-5ALA

Para evaluar la actividad antitumoral del profarmaco de CPT-5ALA, los cerebros de los
animales se fijaron con 4%PFA durante 48 horas y posteriormente se realizaron cortes de 20pnm
de grosor en el criostato. La actividad antitumoral se ha evaluado a través de la cuantificacién y
comparacién del tamafio y la proliferaciéon del tumor entre ambos grupos experimentales:
Animales tratados con 0,8mg CPTeq-5ALA/kg de peso corporal del animal y animales inyectados

con DMSO: PBS (1:3 v/v).

Para la cuantificacion de la proliferacidn celular se realizé una inmunohistoquimica en
los cortes de cerebro. Los cortes se incubaron durante 1 hora con 10% Albumina de Suero Bovino
(bovine serum albumin, BSA - Sigma Ref. A4503) para bloquear el marcaje no especifico del
anticuerpo con otras proteinas no deseadas. Las muestras se permeabilizaron con 0.5% Triton -
X-100, que creard poros en la membrana de las células para facilitar la entrada de los
anticuerpos. Para el marcaje de proteinas se utilizaron anticuerpos primarios Anti-Ki67 (Ki67-
Policlonal Antibody Rabbit IgG, Invitrogen-Thermo Fisher, PA5-16785) y Anti-GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein Antibody Mouse IgG, Clone GA5, Millipore, CAT#MAB360) para detectar
dichas dianas. GFAP es una proteina que conforma el citoesqueleto de los astrocitos,
caracteristica de procesos que implican cicatriz glial y encapsulacion [88]. La proteina Ki67 es un
marcador de células en mitosis, por esta razén su uso estd ampliamente extendido para estudiar
el efecto de los anticancerigenos sobre la proliferacién celular. Los anticuerpos se diluyeron en

3%BSA y se incubaron over night en camara humeda a 42°C.

Cuando finalizé el tiempo de incubacién con el anticuerpo primario, se eliminé el
anticuerpo sobrante con sucesivos lavados con PBS. Finalmente, los cortes se incubaron durante

1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios diluidos a una proporcién 1:100
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en 3%BSA. Las proteinas Ki67 y GFAP fueron detectadas mediante los anticuerpos secundarios
Alexa Fluor ® 488 conjugated donkey anti-rabbit I1gG (Life Technologies, Thermo Fisher, Ref: A-
21206) y Alexa Fluor ® 555 conjugated donkey anti-mouse IgG (Invitrogen, Thermo Fisher, Ref:
A-31570), respectivamente. Los nucleos celulares fueron marcados con HOECHST 33342 (1:300)
(Aexcitacidon/Aemision=365nm/450nm). Todos los Anticuerpos utilizados en este ensayo se

resumen en la Tabla 6.

Tabla 6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la caracterizacién de la actividad antitumoral del
profarmaco CPT-5ALA

Anticuerpo Casa Comercial Diana Inmunohistoquimica
Ki67- Policlonal Antibody . . .
. Invitrogen-Thermo Fisher Ki-67 1:100
Rabbit 1gG
Anti-GFAP Mouse IgG, .
Millipore GFAP 1:200
Clone GAS
Alexa Fluor © 488 . .
. . Life Technologies, .
conjugated donkey anti- . Rabbit 1gG 1:100
. Thermo Fisher
rabbit 1gG
Alexa Fluor ® 555
conjugated donkey anti- Invitrogen, Thermo Fisher Mouse IgG 1:100
mouse I1gG

Para analizar los datos obtenidos de la tincidn inmunohistoquimica y calcular el grado
de proliferacion celular en el tumor, se tomaron siete imagenes aleatorias de la muestra con

Carl Zeiss Apotome?2.

Finalmente, el volumen del tumor fue calculado utilizando la Ecuacidén 2 a partir de las
medidas de dos distancias radicales perpendiculares [89] y normalizando el tamafio respecto el
tamanfio del tumor del grupo control sin tratamiento. La representacién 3D fue realizada con el

programa MATLAB.
V tumor = 4?” 121, (2)

Los datos obtenidos en la cuantificacién de la proliferacién celular y el tamario del
GBM en los animales tratados y sin tratar con CPT-5ALA nos permitiran determinar si el
farmaco presenta o no actividad antitumoral para este tumor, complementando los ensayos

en los modelos in vitro.
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3.3.2.5. Ensayo de apoptosis in vivo por método TUNEL.

El ensayo TUNEL permite detectar los extremos 3’-OH de los fragmentos de DNA
producidos durante la apoptosis. Marcando el término libre con un nucleétido (dUTP)
modificado marcado con fluoresceina en una reaccién enzimatica catalizada por el enzima

Terminal deoxinucleotidil transferasa.

El TUNEL se llevé a cabo en los cortes cerebro de 20punm de grosor para comparar la
apoptosis presente en el tejido cortical normal y en el tumor de los animales con y sin el
tratamiento con 0,8mg CPTeq-5ALA/kg. El tejido del corte cerebral fue permeabilizado durante
2 minutos con una Solucién de Permeabilizacién compuesta por 0,1% Triton X-100 diluido en
0,1% Citrato Sddico. Seguidamente, las muestras de cerebro fueron incubadas durante 60
minutos a 372C con la mezcla de TUNEL (Ref. 11684795910, Roche Molecular Biochemicals,
Switzerland). La mezcla de TUNEL contiene 50ul de Solucién de Enzima y 450ul de Solucion de

Marcado, en la cual estén incluidos los nucleétidos modificados marcados con fluoresceina.

Se tomaron siete imagenes aleatorias de la zona con Carl Zeiss Apotome2 para
determinar el grado de apoptosis en el tumor y poder determinar si CPT-5ALA aumenta la

apoptosis en las células de GBM y para evaluar si ocasiona apoptosis en el tejido cortical sano.

3.4. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de estos estudios se expresan como el valor medio junto con
su error estandar de la media (SEM). Para determinar si los resultados obtenidos en el ensayo
de viabilidad in vitro con MTT son significativos se ha realizado un analisis del Test-t y un test
Rank-Sum Wilcoxon. El andlisis estadistico de los ensayos in vivo de proliferacién celular,
apoptosis y andlisis de la actividad anticancerigena del profarmaco de CPT-5ALA se han llevado
a cabo con el Test-t. Finalmente, la significatividad estadistica de los ensayos de citémetro de
flujo de ciclo celular y de apoptosis se ha determinado mediante el test Chi-cuadrado. El andlisis
del Test-t y un test Rank-Sum Wilcoxon se realizdé en Matlab (MathWorks), mientras que el test

Chi-cuadrado se llevo a cabo con el programa Prim 6.0. software (GraphPad, San Diego, CA).
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4. Resultados

4. CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1. Estudio de la toxicidad del agente de contraste Gd(H,0)s[Fe(CN)s]@SiO;

La primera parte de este proyecto trata la propuesta de mejora de las técnicas utilizadas
actualmente en el diagndstico del cdncer, concretamente del GBM. Para esta finalidad, en este
trabajo se ha propuesto un nuevo AC dual con visibilidad en las secuencias de imagen T1 y T
para el diagnéstico del GBM mediante MRI. Durante la primera parte de esta linea de
investigacion, previo a su administracién sistémica en animales de investigacion, se estudio el
efecto que podria tener este compuesto sobre la viabilidad celular, mediante un ensayo de
viabilidad por MTT. Una vez determinado el grado de toxicidad in vitro se procedié a la
caracterizacion y la evaluacién de la biocompatibilidad in vivo del AC mediante el andlisis

histolégico de los drganos de los animales tras la administracidon sistémica del compuesto.

4.1.1. Ensayo de Viabilidad celular por el método de MITT

El objetivo de este ensayo fue analizar la muerte celular ocasionada por el AC, el
compuesto Gd(H20)4[Fe(CN)s]@SiO,, en las lineas celulares de Hela, Fibroblastos 3T3,
Glioblastoma 42MGBA y Neuroblastoma SH-SY5Y. La lectura de absorbancia de los cristales de
formazan a 595nm obtenidos en el ensayo de viabilidad de MTT llevado a cabo tras 24 horas de
exposicién al AC para MRI no muestra una disminucién de la viabilidad celular por debajo 60%
respecto el grupo control sin tratamiento en ninguna de las condiciones del ensayo. En la Grafica
1 se representa el porcentaje de la viabilidad celular en funcién de la concentracién de AC (0,25-

100pug/mL), normalizado respecto al grupo control sin tratamiento con AC.

120
- Hela
-= 3T3

100 —— 42MGBA
-+ SH-SY5Y

(=]
o
1

Cell Viability (%)

»
o
1

0 . 2I0 . 4IO . 6I0 . 8I0 .160'150
AC (ng/mL)

Grafica 1 Ensayo de viabilidad celular por método de MTT resultante de la exposicion de 24 horas con
concentraciones crecientes de Gd(H,0)4[Fe(CN)¢]@SiO,. Para las lineas celulares de Hela (azul); Fibroblastos 3T3
(Rojo); Glioblastoma 42MGBA (Verde); Neuroblastoma SH-SY5Y (Gris) (n=6). Representacion de los valores medios
junto con el error estandar (e.e.)
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En la Grafica 1 se muestra que las células de Neuroblastoma SH-SY5Y (linea gris) son las
menos afectadas por la sustancia de estudio, ya que viabilidad se encuentra entorno al 80% para
las concentraciones mas altas. Por otro lado, se observa que la variacidn de la viabilidad celular
en el resto de las lineas celulares es muy similar entre ellas, siendo Hela (linea de color azul) la
linea celular mas afectada por el AC. No obstante, la disminucién de la viabilidad celular
observada en estas lineas no es significativamente estadistica (p-valor>0,05). Los resultados
obtenidos en el ensayo indican que el AC presenta un perfil de biocompatibilidad aceptable [90],
dado que la viabilidad celular siempre se mantiene por encima de 70%, excepto en el caso de
las células Hela tratadas con 100pug/mL. Como podemos observar en la Grafica 1, el ICso de esta
molécula no se encuentra en el rango de concentraciones empleadas para el tratamiento de las
células (0,25-100ug/mL). Para poder conocer cual es la concentracion maxima inhibitoria se
deberd aumentar la concentracién de incubacidn del AC, tanto para la linea 3T3 de fibroblastos

sanos como para las otras tres lineas tumorales utilizadas (Hela, 42-MG-BA y SH-SY5Y).
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4.1.2. Ensayo de Biocompatibilidad de AC

El analisis histoldgico general no muestra dafio en los érganos analizados tras la
administracion intravenosa de 1mL de una suspension de 5mg/mL, el equivalente a 0,05mmol
Gd*/kg peso corporal y 0,05mmol Fe3*/kg peso corporal, de AC recubierto en PEG. Como se
puede observar en la Figura 19, los érganos analizados de los animales tratados con el AC@PEG

y sin tratar (Control) presentan la misma estructura anatomica.

CONTROL [Gd(H,0),[Fe(CN)s]@SiO,]@PEG

Figura 19: Cortes histologicos de érganos de animales tratados y sin tratar con AC tefiidos con Hematoxilina/Eosina
A-D) Higado, E-H) Bazo, I-L) Corazén, M-P) Pulmén. Escala 200pum y 100pm.
La histologia del higado (Figura 19A-D) no muestra hemorragias en venas ni arterias

hepaticas en los animales tratados con AC. Tampoco se observan anormalidades en la estructura
ni en las células de los Iébulos hepaticos. En el analisis histolégico del bazo (Figura 19E-H) no se
han detectado anomalias en la pulpa roja y blanca, las cuales presentan una estructura normal.
La morfologia de los nédulos linfaticos del bazo no muestra sefiales de hemorragias ni de alta
actividad del sistema inmune en respuesta al agente exdgeno AC. Respecto a la histologia del
corazén (Figura 19I-L), la anatomia de miocardio, pericardio y endocardio se mantuvo intacta
tras la administracidn del AC. Finalmente, los cortes histolégicos del pulmén (Figura 19M-P) no

mostraron sefiales de fallo pulmonar y las estructuras de los bronquios y los alveolos siguieron
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intactas tras la exposicidn al AC. El recubrimiento del AC con PEG evita el reconocimiento no
especifico del compuesto por parte del sistema inmune, permitiendo la eliminacion del

compuesto por la ruta urinaria y biliar.

4.2. Estudio de la actividad anticancerigena y toxicidad del profdrmaco CPT-5ALA

En esta segunda parte del proyecto se ha descrito la actividad anticancerigena vy
citotéxica del compuesto propuesto en este trabajo para el tratamiento de GBM; el profarmaco
CPT-5ALA. Concretamente, los ensayos realizados en esta linea de investigacién se han centrado
en analizar el efecto del profdrmaco sobre la viabilidad celular y sus efectos sobre la induccion
de la apoptosis, tanto en células tumorales como no tumorales. También hemos estudiado su
actividad anticancerigena analizando si el fdrmaco ocasiona cambios en el transcurso del ciclo
celular tanto en modelos in vitro como in vivo. El conjunto de estos estudios nos ha permitido
analizar la actividad anticancerigena que presenta el farmaco y la toxicidad que posee para el

resto del organismo.
4.2.1. Procedimiento in vitro

Los estudios in vitro de este trabajo han permitido hacer una aproximacién del efecto
gue podria tener el farmaco en el organismo, tanto en las células tumorales proliferativas como
en las células corticales sanas. En este apartado se describen los resultados obtenidos en los
ensayos de viabilidad celular, funcionalidad neuronal, apoptosis y ciclo celular en respuesta al

tratamiento con CPT-5ALA.
4.2.1.1. Ensayo de Viabilidad celular por el método de MITT

La primera aproximacion realizada en este proyecto fue el analisis del efecto del
profarmaco sobre la viabilidad celular, tanto para las diferentes lineas de GBM como para el
cultivo primario de corteza cerebral. El GBM es un tumor que aparece en el SNC, por lo que
debemos describir el efecto que puede tener un determinado farmaco en las células que lo
componen, principalmente en astrocitos y neuronas. En el caso de ocasionar algun dafio
neurolégico, su administraciéon podria tener graves complicaciones en el paciente, llegando
incluso a provocar su muerte.

En este ensayo se estudid la variaciéon de la viabilidad celular en respuesta a la
concentracién y al tiempo de incubacién con CPT-5ALA y CPT, para las lineas celulares de GBM:
C6, U251 y U87; y para las células sanas de SNC. Los resultados obtenidos en este experimento
se muestran en la Grafica 2, donde se representa la viabilidad celular en funcién de la

concentracién del tratamiento, tras un tiempo de incubacién de 24 y 72horas.
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Grafica 2: Viabilidad celular en respuesta al tratamiento con CPT-5ALA y CPT durante 24 y 72 horas. A) Células
Corticales (n=10); B) Astrocitos (n=10); C) C6 (n=6); D) U87 (n=7); E) U251 (n=7). Células tratadas con 24 horas con
CPT (Azul) y CPT-5ALA (Verde); y tratadas 72 horas con CPT (Rojo) y CPT-5ALA (Gris). Representaciones de los

valores medios junto con el SEM

En primer lugar, la Grafica 2 muestra una disminucién de la viabilidad celular en todos

los modelos celulares del ensayo al aumentar tanto el tiempo de incubacién como la

concentracién del tratamiento con CPT-5ALA y CPT. En la Tabla 7 se indican los p-valor obtenidos

en el analisis estadistico del t-Test al comparar si existen diferencias significativas en la viabilidad

celular al aumentar el tiempo de tratamiento de 24 horas a 72 horas para una misma

concentracién de CPT-5ALA, y al comparar la viabilidad celular obtenida a 72 horas con los dos

farmacos del ensayo (CPT-5ALA y CPT).
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Células corticales Astrocitos ugz U251 (o)
Mortalidad de CPT-5ALA
comparando 24h y 72h 01p=00236)" 32 (p=00049)"" 01 (p=2,608)""" 0.L(p=23e:06)"*" 0,1 (p=2,126-09)"*"
Mortalidad tras 72h de
tratamiento, comparando CPTY  0,4(,_ goeg9)** 4,8p-0,011)" 4,8(5-0,8764) 1,6(5=0,0262)* 4,8(p=0,0505)

CPT-5ALA

Tabla 7: Concentraciones (CPTeq/mL) con diferencias estadisticamente significativas acompaiiadas de p-valor
correspondiente (p=p-valor) tras comparar la variacion de la mortalidad de CPT-5ALA entre 24 horas y 72 horas, y
la variacion de la mortalidad tras 72 horas de tratamiento con CPT-5ALA y CPT

La Tabla 7 nos indica la concentracién de CPT-5ALA a partir de la cual hemos detectado
diferencias significativas al comparar, en un primer lugar, la mortalidad causada por CPT-5ALA
tras 24 y 72 horas de exposicién, y en un segundo lugar, la mortalidad causada por ambos
compuestos tras 72 horas de exposicion, ambas comparaciones para una determinada
concentracién. Dicha concentracién viene seguida por el p-valor obtenido en el t-Test para cada
situacién. En caso de no haber diferencias significativas, como es el caso de la comparativa de la
mortalidad ocasionada entre ambos farmacos en las células U87 y C6 tras 72 horas de
tratamiento, se indica el p-valor obtenido a la concentracién de tratamiento mas alta, es decir
4,8 (CPTeq pg/mL). Como podemos observar tanto en la Grafica 2 como en la Tabla 7, la
viabilidad celular disminuye cuando aumentamos el tiempo de incubacién con el farmaco.
Concretamente, en el caso de las lineas de GBM y las células corticales, esta diferencia se hace
significativa, p-valor <0,001 *** y p-valor<0,05*, respectivamente, a la concentracién de 0,1 pg
CPTeg/mL. Mientras que en el caso de los astrocitos no encontramos diferencias significativas

hasta alcanzar concentraciones altas de CPT-5ALA, es decir a 3,2 ug CPTeg/mL (p-valor<0,01**).

La Tabla 7 también muestra el resultado de la comparacion del efecto de la CPT y CPT-
S5ALA en la viabilidad celular tras 72 horas de tratamiento. En este analisis se pretende
determinar si ambos farmacos tienen un efecto similar en la viabilidad celular de una
determinada linea. Como podemos observar en la Tabla 7 y en la Grafica 2, en las lineas de GBM
C6 y U87 no hay diferencias significativas en la mortalidad celular ocasionada por estos dos
farmacos, por lo que podemos decir que tienen el mismo efecto en estas lineas celulares. Por
otro lado, en la linea U251 se han encontrado diferencias significativas (p-valor<0,05*) entre la
viabilidad celular resultante tras el tratamiento con 1,6 pg CPTeq/mL. A pesar de que la
diferencia es minima, en la gréfica podemos observar que el CPT-5ALA ocasiona mayor
mortalidad en estas células. Finalmente, se han encontrado diferencias significativas en la
viabilidad de las células corticales tratadas con 0,4 pg CPTeq/mL de CPT y CPT-5ALA (p-
valor<0,01*%*). Si observamos la curva de viabilidad de las células corticales tratadas con CPT-
5ALA y CPT en la Grafica 2, y las imagenes de campo claro en la Figura 20, se muestra que la

viabilidad celular tras el tratamiento con CPT-5ALA es mayor que la viabilidad resultante tras el
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tratamiento con CPT. Lo que indica que el profdarmaco CPT-5ALA presenta menos toxicidad para
las células corticales que el CPT. Este mismo efecto lo encontramos en el caso de los astrocitos,
pero no se observan diferencias significativas hasta concentraciones altas, 4,8 ug CPTeq/mL (p-

valor<0,05%).

Figura 20 Imagenes tomadas con un microscopio de contraste de fases de células de cultivo primario tratadas 72
horas con CPT-5ALA. Cultivo cortical: A) Control sin tratar; B) 0,4ug CPTeq/mL; C) 4,8ug CPTeg/mL. Astrocitos: D)
Control sin tratar; E) 0,4ug CPTeq/mL; F) 4,8ug CPTeq/mL. Escala 100um.

Como se muestra en la Grafica 2, en todos los casos observamos que hay un descenso
significativo de la viabilidad celular tras 72 horas de tratamiento con los farmacos CPT-5ALA y
CPT (p-valor <0,001 ***). La disminucidn de esta variable es significativa en todas las lineas de
GBM y de cultivo cortical al tratar con 0,1ug CPTeg/mL, excepto en el caso de astrocitos donde
la diferencia es significativa a partir de 1,6pug CPTeg/mL (p-valor <0,001 ***). Sin embargo, se
puede observar que el aumento de la muerte celular es mucho mas atenuado en el caso del
cultivo cortical y de los astrocitos, para ambos tipos de tratamiento, que en el caso de las lineas
de GBM. Como podemos observar en la Grafica 2 y en la Figura 21, la viabilidad en las células
de GBM desciende rapidamente a consecuencia del tratamiento a concentraciones bajas, como

por ejemplo a 0,1ug CPTeq/mL.
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500.um

Figura 21: Imagenes tomadas con un microscopio de contraste de fases de células U87 tratadas 72 horas con CPT-
5ALA. A) Control sin tratar; B) 0,1ug CPTeq/mL; C) 0,4ug CPTeq/mL; D) 1,6ug CPTeq/mL; E) 3,2ug CPTeq/mL; F)
4,8ug CPTeg/mL. Escala 500um.

Para cuantificar el efecto del farmaco sobre la variacion de la viabilidad celular se

calcularon los valores de ICsg de ambos farmacos, los cuales se indican en la Tabla 8.

Tipo celular CPT (ug/mL) CPT-5ALA (pg/mL)
(o3} 0,0159 0,0985

U251 1,389 0,9135

us7 2,29 2,77
Células Corticales 2,733 7,486
Astrocitos 5,85 7,521

Tabla 8: Valores ICsp para CPT y CPT-5ALA (CPT-eq pg/mL) para las diferentes lineas de GBM, células corticales y
astrocitos tras 72 horas de exposicion al farmaco.

En la Tabla 8 podemos observar que la concentracion maxima inhibitoria del profarmaco
CPT-5ALA es mucho mayor en las células sanas que en las lineas de GBM. En las lineas
cancerigenas, el valor de ICso es similar tanto para la CPT como para el profarmaco de CPT-5ALA,
y la concentracién maxima inhibitoria se alcanza a concentraciones bajas. Por otro lado, los
valores de ICso obtenidos para las células corticales y los astrocitos corroboran los p-valor
comentados en la Tabla 7 y confirman que la toxicidad de CPT en las células corticales
(ICs0=2.733 CPTeq pg/mL) y en las células de astrocitos (ICs0=5.85 CPTeq pg/mL) es
significativamente mayor (p-valor<0,05*) que la citotoxicidad causada por el profarmaco CPT-

5ALA (|C50 CELULAS CORTICALEs =7.486 CPTeq p.g/mL ; 1Cso astrocTOs=7.521 CPTeq p.g/mL)
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En resumen, los resultados del ensayo de viabilidad de MTT nos indica que la muerte
celular del cultivo es mayor al aumentar el tiempo de incubacién y la concentracidn del farmaco.
También se ha observado que tanto la CPT como la CPT-5ALA ocasionan una mayor mortalidad
en las lineas de GBM que en las células de SNC. Asimismo, se ha detectado que el efecto de
ambos farmacos es muy similar para las lineas de GBM. Mientras que en el caso de las células
de SNC la muerte celular ocasionada por CPT es mayor que la provocada por el profarmaco CPT-

5ALA.

4.2.1.2. Ensayo de Funcionalidad Neuronal

Los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular por MTT nos indicaron que
la toxicidad de CPT-5ALA en células de SNC era mas baja que la provocada por la CPT. No
obstante, este ensayo no nos proporciona informacion acerca de la funcionalidad neuronal. Con
el fin de analizar el efecto de la CPT-5ALA sobre la funcionalidad neuronal, se registrd, con un
dispositivo MEA, la actividad electrofisioldgica espontdnea del cultivo celular cortical tratado
con cuatro dosis de 3,2ug CPTeq-5ALA/mL. El tratamiento se administré cada 3 dias durante dos
semanas, simulando las condiciones de tratamiento del experimento in vivo. En la Figura 22 A
se muestra la actividad electrofisioldgica (uV) en funcién del tiempo de registro (ms) a DIV25, el
ultimo dia de experimento. En la Figura 22 B se presenta la actividad electrofisiolégica
espontdnea total en DIV25 registrada por un determinado electrodo del dispositivo MEA
durante toda la sesién de registro. Esta imagen corresponde con todos los eventos de

potenciales de accidon del electrodo tras realizar la clasificacidn de spikes con el programa NeSo.

E:Electrode 062-U:ALL(198)

mmmmm

Figura 22 Actividad espontanea extracelular (uV) en cultivo de células corticales tras cuatro dosis de 3,2pg CPT-
5ALA en DIV25. A) Ventana temporal del registro (ms) B) Clasificacion de potenciales de accion en un electrodo.

En la Grafica 3 se encuentra la cuantificacién de los eventos de potenciales de acciéon de
los registros realizados antes (DIV 14 y 15) y después del tratamiento (DIV23 y 25) con 3,2ug
CPTeqg-5ALA/mL. La actividad no se ve afectada por el profarmaco, ya que la evoluciéon de la tasa

de disparo no se desvia de la descrita para este tipo de cultivos [91].
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Grafica 3: Variacion de la actividad electrofisiolégica de cultivo de células corticales con y sin tratamiento con
3,2ug CPTeq-5ALA/mL (n=5). Representacion de valores medios y barras de error (SEM).

La Grafica 3 muestra que la actividad electrofisioldgica aumenta con el tiempo de
incubacidn del cultivo a pesar del tratamiento a largo plazo con 3,2ug CPTeqg-5ALA/mL. Por lo
tanto, acorde con los resultados de MTT, el tratamiento a largo plazo con altas dosis de

profarmaco no compromete la viabilidad y la funcionalidad neuronal.

4.2.1.3. Estudios de citometria de flujo

El citémetro de flujo se utilizd para caracterizar la actividad anticancerigena del
compuesto CPT-5ALA. Esta herramienta ha permitido describir el mecanismo a partir del cual se
genera la muerte detectada en el cultivo celular en el ensayo de MTT vy clasificar las células de
GBM en funcién de la fase de ciclo celular en la que se encuentran como resultado del

tratamiento con CPT-5ALA.

4.2.1.3.1. Ensayo de apoptosis por marcaje con Anexina V/loduro de Propidio

El ensayo de MTT cuantifica la viabilidad en el cultivo celular. Sin embargo, no aporta
informacidn sobre cdmo se ha producido la muerte celular, la cual puede ocurrir mediante el
mecanismo de apoptosis o de necrosis. Este ensayo nos ha permitido clasificar la poblacién del
cultivo celular en cuatro poblaciones distintas; células viables, células en apoptosis temprana,
células en apoptosis tardia y células necréticas. Para ello se realizd un doble marcaje con IP y
Annexina-V unida a FITC en células de GBM C6 tratadas durante 24 horas a concentraciones
crecientes de CPT-5ALA (0,002-1,6 CPTeq/mL) y se analizd el porcentaje de células

contabilizadas en cada uno de los cuadrantes.

En la Figura 23 se muestra la dispersién de la poblacidn celular en funcién de la
intensidad de fluorescencia detectada por el citdmetro de flujo en el filtro PE-A y FICT. El filtro
PE-A detecta la fluorescencia emitida por el IP (Eje X), mientras que el FITC detecta la presencia

de marcaje de Anexina-V en la célula (Eje Y).
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Figura 23 Cuadro de dispersion de la poblacion de células C6 tratadas durante 24 horas a concentraciones
crecientes de CPT-5ALA en funcidn de la fluorescencia en PE-A y FITC (n=4). A) Control sin tratamiento; B)
Tratamiento con 0,002 ugCPTeq/mL; C) Tratamiento con 0,4ug CPTeg/mL y D) Tratamiento con 1,6pg CPTeq/mL.

La dispersion de puntos de la poblacién celular se ha divido en cuatro cuadrantes
dependiendo de la fluorescencia detectada en cada célula. El cuadrante Q1 corresponde con las
células en apoptosis temprana (Annexina-V */IP); el Q2 con las células en apoptosis tardia
(Annexina-V */IP*); el Q3 con las células viables sanas (Annexina-V /IP") y finalmente el Q4 con
las células necréticas (Annexina-V /IP*). En la Figura 23 se puede observar cdmo cambia la
distribucion de la poblacién de las células de GBM C6 entre los diferentes cuadrantes en funcion
de la concentracion de CPT-5ALA. En el cultivo celular Control, sin tratamiento con CPT-5ALA, la
mayor parte de las células se encuentran en el cuadrante Q3, correspondiente a las células
viables negativas para el doble marcaje. Mientras que en el cultivo celular de 1,6 CPTeqg/mL hay
un aumento de las células en Q1, correspondiente a las células en fase de apoptosis temprana
con marcaje positivo para Anexina-V pero sin marcar con IP. En este caso, la poblacién celular
estd distribuida principalmente entre el Q3 de células viables y el Q1. Estos resultados se
encuentran cuantificados en la Grafica 4, donde podemos apreciar el aumento significativo (p-
valor=0.001 ***/ p-valor= 6,92- 107) en el porcentaje de células en apoptosis celular temprana

y tardia, correspondiente con Q1 y Q2, al incrementar la concentracién de CPT-5ALA, respecto
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las células sin tratamiento. También observamos que no hay un aumento significativo de la

necrosis al aumentar la concentracion de tratamiento.
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Grafica 4: Variacion del porcentaje de células viables, apoptéticas y necréticas en funcion de la concentracion de
CPT-5ALA tras 24 horas de tratamiento (n=4). Representacion de los valores medios junto con el error estandar
(SEM).

Los resultados obtenidos de este ensayo indican que el profarmaco CPT-5ALA comienza
a inducir apoptosis en las células de GBM C6 tras 24 horas de incubacién. Complementando, de
esta manera, la informacién obtenida del ensayo de MTT y determinando que la muerte celular

observada en este ensayo se debe a la induccion de la apoptosis en la célula y no a la necrosis.

4.2.1.3.2. Ensayo de ciclo celular por marcaje con loduro de Propidio

Para evaluar la actividad anticancerigena de los farmacos que interfieren con elementos
implicados en el ciclo celular, como es el caso de la inhibicion de la Topoisomerasa | de DNA por
parte de la CPT, es necesario comprobar si el farmaco afecta a la transicidn del ciclo celular entre
sus diferentes fases. Una de las formas mas extendidas de analizar la interferencia de un farmaco
en el ciclo celular es determinar qué porcentaje de células hay en cada una de las distintas fases
del ciclo celular, y evaluar si existe algin cambio entre el cultivo tratado y sin tratar. En este
ensayo las células de GBM de C6 tratadas durante 6 y 24 horas a concentraciones crecientes de
profarmaco CPT-5ALA se tifieron con IP, permitiendo determinar la cantidad de DNA en cada
célula. En la Figura 24 se muestra el histograma obtenido de la lectura de la intensidad de la
fluorescencia del IP, a partir del cual hemos realizado la clasificacién de la poblacidn celular entre

las diferentes fases del ciclo celular.
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Figura 24: Histograma de la poblacion de células C6 tratadas durante 24h a concentraciones crecientes de CPT-

5ALA en funcién de la intensidad de fluorescencia en PE-A (n=4). Divisién de la poblacién celular en P4 (GO/G1);

P5 (S); P6 (M) A) Control sin tratamiento; B) Tratamiento con 0,002CPTeg/mL; C) Tratamiento con 0,4 CPTeq/mLy
D) Tratamiento con 1,6CPTeq/mL.

Como se observa en los histogramas de la Figura 24, se han delimitado tres poblaciones
en funciéon de la intensidad de fluorescencia de IP. Las cuales se corresponden con las distintas
fases del ciclo celular: P4= GO/G1- Fase no proliferativa o latente; P5=S- Fase de Sintesis; P6=M-
Fase de Mitosis. En la Figura 24 podemos observar cdmo cambia la distribucidn de la poblaciéon
celular entre las diferentes fases del ciclo celular al aumentar la concentracion del profarmaco
CPT-5ALA. La cantidad de células en fase S y M disminuye al aumentar la concentracion de CPT-
5ALA, a la vez que aumenta la cantidad de células en fase no proliferativa GO/G1. En la Grafica
5 Ay B se encuentran cuantificados los resultados de la distribucidn de las poblaciones celulares

entre las distintas fases del ciclo celular tras 6 y 24 h de tratamiento, respectivamente.
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Grafica 5: Variacion del porcentaje de células en fase GO/G1, S y M en funcién de la concentracion de CPT-5ALA
tras A) 6h y B) 24h de tratamiento (n=4). Representacion de los valores medios junto con el error estandar (SEM).

En la Grafica 5B podemos observar un aumento del 20%, aproximadamente, del
porcentaje de células en fase GO/G1 en la muestra tratada 24 horas con 1,6pg CPTeq/mL en
comparacién con la muestra no tratada. La poblacion de células en fase S y M disminuye
significativamente a concentracion de 0,4ug CPTeq/mL (p-valor< 0,5 */ p-valor=0,0239) y 1,6 pg
CPTeg/mL (p-valor<0,0001 ***/ p-valor= 0,0008) bajo estas condiciones de tratamiento. Sin
embargo, en el caso de las células tratadas durante 6 horas con CPT-5ALA no se han encontrado
diferencias significativas entre el porcentaje de células en cada fase de ciclo celular al comparar
las diferentes concentraciones del experimento (p-valor>0,05 /p-valor=0,1792). El ensayo de
citometria de flujo tras el marcaje del DNA con IP demuestra que el profarmaco CPT-5ALA induce
un arresto del ciclo celular en la fase latente GO/G1, impidiendo el avance de la progresion del
ciclo celular y evitando que las células de GBM C6 entren en fase S y M. Estos resultados también
muestran que el nimero de células en estado proliferativo se reduce al aumentar el tiempo de
incubacién con el farmaco, ya que el porcentaje de células en fase Sy M es mayor a 6 horas que

a 24 horas de tratamiento con CPT-5ALA.
4.2.2. Procedimiento in vivo

Los estudios in vivo de este trabajo han permitido analizar el efecto que tiene el farmaco
en el crecimiento y en el desarrollo del tumor en un modelo intracraneal animal de GBM. En el
ensayo in vivo se inocularon células C6 de GBM de rata en el nucleo estriado de los animales
para desarrollar el tumor. El cual se desarrollé durante 5 dias antes de comenzar el tratamiento.
En este experimento se trabajo con el Grupo Control tratado con DMSO: PBS (1/3) y el Grupo
tratado con 0,8mg CPTeq/kg del profarmaco CPT-5ALA. El tratamiento se realizé cada tres dias

durante dos semanas, administrando cuatro dosis totales a lo largo del experimento.
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En este apartado describimos los resultados obtenidos de los ensayos de
biocompatibilidad y de la actividad anticancerigena in vivo tras la administracién intravenosa del

CPT-5ALA.
4.2.2.1. Monitorizacion de los animales y tratamiento con CPT-5ALA

Al trabajar con animales a los que se le ha inoculado un tumor y ademas se les esta
testando un nuevo farmaco que desconocemos cdmo puede afectar al organismo, es necesario
llevar un riguroso control sobre el comportamiento del animal durante todo el ensayo. Para
garantizar el bienestar de los animales, se monitorizé diariamente tanto el peso como los signos
de dolor a lo largo del experimento. En la Grafica 6-A se muestra la variacion del peso corporal
del animal a lo largo del experimento, tomando como dia 0 el dia de la cirugia de inoculacién del
GBM. Como podemos observar, el peso corporal desciende tras la cirugia en ambos grupos y se
recupera a partir del dia 8. Durante el resto del experimento, este pardmetro se mantuvo
constante y en ningln caso la pérdida de peso corporal fue superior al 20% respecto el peso
inicial. En la Grafica 6-B se indica el valor medio de la puntuacidn obtenida en el Test de
Supervisién de Morton y Griffiths para cada dia del experimento. En ninglin animal la puntuacién

sobrepasé los 10 puntos, indicativo de sufrimiento intenso en el animal.
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Grafica 6 A) Variacion del peso corporal de los animales en funcion del tiempo de experimento. B) Puntacion
resultante del Test de Morton y Griffiths en funcion del tiempo. Grupo Control (n=3) (Gris) y Grupo Tratado (n=5)
(Negro). Representacion de los valores medios junto con el error estandar (SEM).

Acorde con los criterios establecidos al inicio del experimento, ningin animal superd los
10 puntos del test, por lo que no se sacrificd ninglin animal antes de finalizar el tratamiento. Los
datos obtenidos del seguimiento del peso y el Test de Morton y Griffiths indican que el animal
ha continuado su ingesta normal a pesar de la presencia del tumor y de la administracion del
farmaco. Por otro lado, el andlisis de los signos faciales y del comportamiento motor del animal

no indicé dolor ni alteraciones motoras a consecuencia del tumor. Durante el tiempo del
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tratamiento, los animales tampoco presentaron sefiales de algunos de los efectos secundarios
mas comunes de los fdrmacos anticancerigenos basados en CPT, como alopecia, hematuria o

diarrea.

4.2.2.2. Ensayo de Biocompatibilidad: Andlisis histoldgico

El andlisis histoldgico general no muestra dafio en los drganos analizados tras la
administracion intravenosa, dos veces por semana, de 0,8mg CPT-eq/kg del profarmaco CPT-
S5ALA. Como se puede observar en la Figura 25, los 6rganos analizados de los animales tratados
con el profarmaco CPT-5ALA y sin tratar (Grupo Control) presentan la misma estructura

anatémica, a excepcién del higado.

CONTROL CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 25: Cortes histolégicos de 6rganos de animales tratados y sin tratar con 0,8mg CPT-eq/kg de CPT-5ALA
tefiidos con Hematoxilina/Eosina. A-D) Corazén, E-H) Rifién, I-L) Bazo, M-P) Higado Q-T) Pulmén. Escala 200pum y
100pm.
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El analisis histoldgico de los 6rganos no mostré anormalidades estructurales ni celulares
en corazdn, rindn y bazo de los animales tratados con CPT-5ALA. No se han localizado
alteraciones ni hemorragias en todas estas estructuras analizadas en estos érganos. La histologia
del corazdn (Figura 25 A-D) no presenta cambios en el miocardio, endocardio y pericardio entre
los animales tratados y sin tratar. La histologia del rifndn (Figura 25 E-H) no muestra alteraciones
en los corpusculos renales y los tubulos de la corteza renal entre ambos grupos. Finalmente, el
analisis histoldgico muestra que la morfologia del bazo (Figura 25 I-L) se mantuvo intacta tras el
tratamiento con CPT-5ALA administrado durante dos semanas. No se detectd alta actividad
inmune, ni anormalidades tanto en la pulpa roja y blanca como en los nddulos linfaticos del

tejido.

Los cortes histoldgicos del higado (Figura 25 M-P) no mostraron hemorragias ni dafo en
las células ni en la morfologia de los I6bulos hepaticos. Sin embargo, se observan alteraciones
no significativas en el tejido hepatico. Se han detectado areas del tejido en las cuales las células
presentan acumulaciones de pigmentos en su interior en los animales que tratados con 0,8mg
CPT-eq/kg del profarmaco CPT-5ALA. El higado de los animales del grupo Control sin tratar con
CPT-5ALA no presentan estas zonas pigmentadas. Por ultimo, la histologia de los alveolos en el
pulmén (Figura 25 Q-T) muestra dafio agudo en los animales tratados. Sin embargo, el tejido

pulmonar no presenta sefiales de dafio crénico, como inflamacién o fibrosis.

A pesar de los dafios pulmonares observados en el analisis histoldgico, no se detectaron
alteraciones respiratorias en los animales. No presentaron signos de dolor ni angustia, ni
complicaciones respiratorias. La ingesta fue la habitual ya que, como hemos visto en 4.2.2.1
Monitorizacion de los animales y tratamiento con CPT-5ALA, los animales no redujeron su peso

corporal.

4.2.2.3. Estudio de la actividad anticancerigena de CPT-5ALA

En este ensayo se ha estudiado la actividad anticancerigena del profarmaco CPT-5ALA
en los animales donde se generd el modelo de GBM intracraneal mediante las células de la linea
C6. El anadlisis de dicha actividad anticancerigena se ha evaluado tras el tratamiento con 0,8mg
CPT-eq/kg del profarmaco CPT-5ALA administrado de forma sistémica cada tres dias durante
dos semanas. Para ello, en primer lugar, se ha comparado el tamafio medio de los tumores de
ambos grupos experimentales, y posteriormente, el grado de proliferacion de las células del

glioblastoma en los dos grupos.

Los resultados de las comparaciones entre el volumen tumoral de los animales tratados

con el profarmaco CPT-5ALA vy sin tratar (Grupo Control) se muestran en la Figura 26. La
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cuantificacion de estas medidas se muestra en la Grafica 7-A, la cual representa el volumen del
tumor del grupo tratado normalizado respecto el grupo sin tratar. Estos datos muestran una
disminucidn, significativamente estadistica (p-valor=0,048), del 29,3% en el volumen del tumor
en los animales tratados respecto los no tratados, es decir el Grupo Control. Indicando que se
frena el crecimiento del tumor al administrar el farmaco. Para obtener una mejor visualizacién
de los datos obtenidos en este experimento, los datos obtenidos en la Grafica 7-A se han
representado en 3D en la Grafica 7-B. El andlisis histoldgico en estas muestras no revela indicios
de dafios morfoldgicos o hemorragias en el resto de tejido cortical no tumoral tanto en el Grupo
Control (Figura 26 A-C) como en el Grupo tratado (Figura 26 D-F). De la misma manera, tampoco

se observan procesos inflamatorios en las meninges.

CONTROL

CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 26: Reconstruccidon muestra de tejido cerebral con GBM Animales Control (A-C) y Tratados con 0,8mg CPT-
eq/kg de CPT-5ALA (D-F). Nticleos marcados con HOECHST (Azul) y Astrocitos con GFAP (Rojo). Escala 1mm.
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Grafica 7: A) Comparacion del volumen tumoral normalizado respecto el Grupo Control (n=3) (Negro) y Grupo
Tratado (n=5) (Gris). B) Representacion 3D del volumen tumoral normalizado. Grupo Control (Azul) y Grupo
Tratado (Verde). Representacion de los valores medios junto con el error estandar (SEM).

El andlisis histoldogico en los tumores de los animales tratados y sin tratar con el
profarmaco CPT-5ALA ha demostrado que existen diferencias morfoldgicas entre los GBM de
ambos grupos. Como se muestra en la Figura 27, en uno de los animales tratados con la molécula
CPT-5ALA el GBM ha derivado a un glioblastoma quistico. La Figura 27 A y B muestran la
reconstruccién del corte cerebral en la zona del tumor y una imagen del detalle de la lesién,
respectivamente. Mientras que en la Figura 27 C se muestra la misma seccién histoldgica tefida
con Hematoxilina/Eosina. El ensayo inmunohistoquimico de la Figura 27 A y B demuestra que
las células adyacentes al glioblastoma quistico no son astrocitos, ya que carecen de marcaje con
GFAP, caracteristico de este tipo celular. La tincion con Hematoxilina/Eosina de la Figura 27 C,
muestra que los nucleos de las células que conforman el limite del quiste son alargados y

presentan la morfologia tipica de los fibroblastos.

CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 27 A) Reconstruccion muestra de tejido cerebral con GBM quistico en animal tratado con 0,8mg CPT-eq/kg
de CPT-5ALA. Escala 500um. B) Detalle de limite del GBM quistico. Nucleos marcados con HOECHST (Azul) y
Astrocitos con GFAP (Rojo). Escala 100um. C) Detalle de limite del GBM quistico tefiido con Hematoxilina/Eosina.
Escala 50um.
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El marcaje inmunohistoquimico de la Figura 28 sugiere que hay un aumento de la
expresion de GFAP, y por tanto de astrocitos activados, en la zona adyacente al tumor en los
tumores de los animales tratados con CPT-5ALA Figura 28 D-F respecto el grupo control sin tratar

Figura 28 A-C.

CONTROL

CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 28: Expresion de GFAP en muestras de tejido cerebral y GBM. Nucleos marcados con HOECHST (Azul) y
Astrocitos con GFAP (Rojo). A-C) Animal Control sin tratamiento D-F) Animal Tratado con 0,8mg CPT-eq/kg de
CPT-5ALA. Escala 250um

Finalmente, el ensayo de cuantificacidn de la proliferaciéon tumoral mediante el marcaje
de la expresidn de Ki67 en las células de glioblastoma de los cortes histoldgicos cerebrales se
muestra en la Grafica 8. Dicho ensayo indica que las células positivas para la expresion de la
proteina Ki67, es decir células en estado proliferativo, disminuye significativamente (p-
valor=0,0298) en respuesta al tratamiento con CPT-5ALA. Los resultados obtenidos en este
ensayo indican que la proliferacion en el glioblastoma se reduce un 20,01% tras la

administracién del profarmaco.
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Grafica 8: Porcentaje de células proliferativas en el tumor. Grupo Control (n=3) (Negro) y Grupo Tratado (n=5)
(Gris). Representacion de los valores medios junto con el error estandar (SEM).

Estos datos son consistentes con los datos presentados en el apartado 4.2.1.3.2 Ensayo
de ciclo celular por marcaje con loduro de Propidio, donde se observé que la molécula CPT-5ALA
produce arresto del ciclo celular en la fase no proliferativa, es decir en la fase GO/G1. En |a Figura
29 se muestra el resultado del ensayo de proliferacion tanto del Grupo Control como el Tratado.
El marcaje de la proteina Ki67 se representa de color verde y sefiala las células en proliferacion,
mientras que los nucleos celulares se han tefiido con HOECHST y se muestran de color azul. En
esta Figura 29 podemos observar la disminucion de la proliferacién celular en el tumor en

respuesta al tratamiento administrado con CPT-5ALA.

CONTROL

CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 29: Ensayo de proliferacion celular por marcaje de Ki67 (Verde) en el GBM de animales tratados y sin tratar
con 0,8mg CPT-eq/kg de CPT-5ALA. Nticleos marcados con HOECHST (Azul). Escala 20um
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4.2.2.4. Ensayo de apoptosis in vivo por método TUNEL

Considerando el mecanismo de actuacidn del profarmaco, al interrumpir la sintesis de
DNA se deberia activar los mecanismos celulares de apoptosis. Este fenédmeno ya se ha
confirmado anteriormente en los modelos in vitro, de modo que en este ensayo estudiamos el
efecto de la activacidn de la apoptosis por parte del profdrmaco CPT-5ALA en el modelo in vivo,
utilizando en este caso el marcaje TUNEL. Con el fin de analizar el efecto del farmaco en la
apoptosis, en este estudio se ha cuantificado y comparado el grado de apoptosis de las células
tumorales en el Grupo Control y el Grupo tratado con 0,8mg CPT-eq/kg del profarmaco CPT-
SALA. La cuantificacion del ensayo de apoptosis TUNEL realizado en los cortes cerebrales se
representa en la Grafica 9. El porcentaje de apoptosis en las células tumorales de los animales
del grupo control es de 15,054% mientras que en los animales tratados la apoptosis sube hasta

el 35,11%.
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Grafica 9: Porcentaje de células apoptdticas en el tumor. Grupo Control (n=3) (Negro) y Grupo Tratado (n=5)
(Gris). Representacion de los valores medios junto con el error estandar (SEM).

Como también se muestra en la Figura 30, estos resultados indican un incremento
significativo (p-valor>0,05/p-valor=0,043*) en el porcentaje de células apoptdticas en el tumor
tras el tratamiento de dos semanas con 0,8mg CPT-eq/kg de CPT-5ALA, respecto al grupo sin
tratar. En la Figura 30 se muestra el ensayo de apoptosis de TUNEL en la zona tumoral, tanto del
Grupo Control como el Tratado. El marcaje TUNEL se representa de color verde y sefiala las
células en apoptosis, mientras que los nucleos celulares se han tefiido con HOECHST y se

muestran de color azul.
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CPT-5ALA (0,8mg/kg)

Figura 30: Ensayo de apoptosis por marcaje TUNEL (Verde) en el GBM de animales tratados y sin tratar con 0,8mg
CPT-eq/kg de CPT-5ALA. Nucleos marcados con HOECHST (Azul). Escala 20um

Este ensayo confirma que el nimero de células de glioblastoma en apoptosis aumenta
como consecuencia de la administracién del farmaco. Los resultados obtenidos en este
experimento coinciden con los obtenidos en 4.2.1.3.1 Ensayo de apoptosis por marcaje con
Annexina V/loduro de Propidio, donde se observé que el profarmaco CPT-5ALA induce la
apoptosis en las células de glioblastoma C6 tras 24 horas de tratamiento. A pesar del aumento
de la apoptosis en las células de GBM, el marcaje TUNEL no revelé un aumento de la apoptosis

en el tejido cortical sano de los animales tratados con el profarmaco.
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5. Discusion

5. CAPITULO 5: DISCUSION

El modelo tumoral utilizado durante este estudio, el glioblastoma multiforme, es el
tumor cerebral mds comun y agresivo. La agresividad que le caracteriza se debe principalmente
a la proteccion otorgada por la barrera hematoencefdlica y la alta tasa de proliferacion de sus
células, que le permiten desarrollarse en cortos periodos de tiempo [92]. Como se ha comentado
en el apartado de Introduccidn, la BBB dificulta enormemente el tratamiento de esta
enfermedad ya que evita la llegada de muchos farmacos al SNC. Esto obliga a los investigadores
a disefiar fdrmacos que sean capaces de pasar a través de ella [56]. Su rapido desarrollo supone
el otro gran inconveniente en su tratamiento. El GBM presenta una evolucién muy rapida en un
margen de tiempo muy corto ya que la tasa de divisidon de sus células es muy elevada [7]. Debido
a esto, en muchos casos, cuando el GBM se diagnostica ya se encuentra en estados avanzados
o tardios, lo cual empeora el prondstico de la enfermedad. La extirpacion quirdrgica en un
estadio avanzado es menos completa que en un estadio temprano dado que las infiltraciones
del tumor en el tejido sano aumentan con el tiempo. Haciendo mas probable la aparicién de
recurrencia. Por otro lado, el tratamiento por quimio y radioterapia también se vuelve menos
efectivo cuando se comienza a tratar el GBM en estadios avanzados. Con el tiempo, las células
tumorales van adquiriendo un fenotipo mas maligno y resistente a terapia [25]. Por ello, un
diagndstico del tumor en una fase temprana puede mejorar el prondstico del paciente y

aumentar significativamente la esperanza de vida.

A pesar de las décadas de investigacidn, hoy en dia el GBM sigue siendo una enfermedad
incurable y con una esperanza de vida muy corta. Concretamente en este trabajo hemos
propuesto herramientas que permitan mejorar tanto el proceso de diagndstico como el de
tratamiento del GBM. La primera de estas herramientas consiste en un agente de contraste dual
para resonancia magnética con visibilidad en las secuencias T1 y T,. A diferencia de los agentes
de contraste utilizados clinicamente en la actualidad, este nuevo agente de contraste contaria
con atomos de Gd y Fe, permitiendo la visibilidad en ambas secuencias [20]. Lo que favoreceria
que el diagndstico sea mas temprano y preciso. La segunda herramienta en la que hemos
trabajado en este periodo se centra en el tratamiento quimioterapéutico del GBM y se trata de

un nuevo profarmaco antineopldsico derivado de la CPT [93].

Uno de los principales problemas que nos encontramos a la hora de desarrollar agentes
de contraste duales en las secuencias T1 y T, es que pueden presentar una toxicidad elevada
provocada por la liberacién de iones de Fe* y Gd*" en el organismo. A pesar de que los AC

convencionales utilizados en clinica poseen Fe o Gd, cuando se combinan ambos dtomos en una
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misma molécula, disminuye su solubilidad en el medio acuoso y en el pH fisioldgico. Esto hace
que los iones de Gd** y Fe3* acaben liberandose en el organismo, los cuales pueden llegar a
provocar dafos en drganos implicados en la eliminacién de sustancias, como el rifidn. Por ello,
el disefio de los AC duales que no presenten toxicidad es una tarea dificil y complicada. En este
trabajo presentamos el analisis del estudio de biocompatibilidad de la nanoparticula

Gd(HzO)4[FE(CN)6]@Si02.

Como muestra la Grafica 1 del apartado 4.1.1 Ensayo de Viabilidad celular por el método
de MTT, el ICsp del AC no se encuentra entre las concentraciones 0,25-100ug/mL, para las lineas
de Hela, Fibroblastos 3T3, Glioblastoma 42MGBA y Neuroblastoma SH-SY5Y. En ninguno de
estos casos la viabilidad celular disminuye al 50% respecto al grupo control sin tratamiento. Las
diferencias de viabilidad obtenidas entre las diferentes lineas celulares pueden ser debidas a
diferentes ratios de internalizacién del AC. Se observa que la variacién de la viabilidad celular en
funcidon de la concentracidn de AC presenta una cinética similar en las lineas de Hela,
Fibroblastos 3T3 y Glioblastoma 42MGBA. Mientras que en el caso de la linea Neuroblastoma
SH-SY5Y, no hay variacion de la viabilidad celular en respuesta al incremento de la concentracién
de AC, excepto a la concentracion 100 pg/mL, la concentracion mas alta del ensayo. Esto puede
ser debido a que la linea de Neuroblastoma SH-SY5Y posea una tasa de internalizacién de la
nanoparticula de AC menor que el resto de las lineas celulares. Lo que explicaria que esta linea
se viera menos afectada por la exposicion a AC. A pesar de esta observacion, la mortalidad
provocada por el AC dual Gd(H,0)s[Fe(CN)s]@SiO; no supera, en ningun modelo utilizado, el
30% respecto el grupo sin tratamiento. Por tanto, se encuentra dentro de los limites establecidos

de tolerabilidad para garantizar una biocompatibilidad aceptable [90].

En lo que respecta a la administracién in vivo del compuesto, se ha determinado que el
AC dual revestido en PEG no genera dafios histoldgicos en los principales drganos implicados en
la acumulacién y eliminacion de la nanoparticula. La Figura 19 del apartado 4.1.2. Ensayo de
Biocompatibilidad de AC nos indica que la morfologia del higado, bazo, corazén y pulmén no

muestra cambios a consecuencia de la exposicion al [Gd(H20)4[Fe(CN)s] @SiO,] @PEG.

De los resultados obtenidos en el estudio de biocompatibilidad in vitro e in vivo
deducimos que el AC dual propuesto en este trabajo presenta un perfil adecuado de
biocompatibilidad. Esto indica que el empaquetamiento de la molécula Gd(H,0)4[Fe(CN)g] en
una estructura cristalina revestida de nanoparticulas de silicato polimerizado, todo ello
modificado con cadenas cortas de PEG, estabiliza la molécula en un medio fisioldgico [20].

Disminuyendo su toxicidad al evitar la liberacién de Gd** y Fe3* en el organismo. Lo cual supone
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una ventaja frente a los otros AC duales desarrollados hasta el momento no biocompatibles [21].
La disposicion de los 4&tomos de Gd y Fe en la nanoparticula evita el apantallamiento entre las
secuencias T1 y T,y favorece un efecto sinérgico entre los centros magnéticos de Gd y Fe que
aumenta la sefial de contraste de la imagen de resonancia magnética. El recubrimiento del AC
con PEG disminuye el reconocimiento no especifico de la molécula por parte del sistema
inmune, de modo que se aumenta el tiempo de permanencia en la sangre. Permitiendo que el
AC pueda llegar correctamente a todos los tejidos del organismo y finalmente que sea eliminado

principalmente por la via renal mediante la orina y por la via hepatica por la via biliar [94].

El perfil de bioseguridad del AC sugiere el potencial de este compuesto para su uso
clinico como un nuevo agente de contraste dual visible en la secuencia T1 y T>. A pesar de que
en este trabajo nos hemos centrado en el AC dual como herramienta para el diagndstico del
GBM, sus aplicaciones no se limitan Unicamente al diagndstico de esta enfermedad. Esta nueva
molécula puede llegar a suponer un gran avance en clinica ya que podria utilizarse como
herramienta para el diagndstico de otras muchas enfermedades, incluyendo otros tipos de

canceres.

La segunda parte de este trabajo se centra en la caracterizacidon de un nuevo tratamiento
quimioterapéutico del GBM; un nuevo profarmaco antineopldsico derivado de la CPT, un
inhibidor de la Topoisomerasa | de DNA [93]. Actualmente se utilizan derivados de CPT, como el
Irinotecan, para el tratamiento del GBM por su capacidad de traspasar la BHE [69]. El profarmaco
caracterizado en este trabajo consta de una molécula de CPT unida a otra de 5ALA. Esta
modificacion aumentaria la selectividad del farmaco, potenciando la internalizacién del
profarmaco CPT-5ALA por parte de las células de GBM, véase seccion 1.8 Ruta de biosintesis de
porfirinas y hemo: 5ALA. Se ha caracterizado la actividad anticancerigena de este nuevo
profarmaco en modelos in vitro e in vivo. Estos ensayos han demostrado que el profarmaco CPT-
S5ALA tiene la capacidad de arrestar el ciclo celular de las células de lineas de GBM. Induciendo
la apoptosis y la muerte celular en las condiciones experimentales estudiadas. También hemos
determinado que el tejido cortical sano adyacente mantiene su funcionalidad tras el tratamiento
con CPT-5ALA. Todo ello sin afectar al bienestar de los animales tratados y sin causar dafios en

el resto del organismo.

En primer lugar, como muestra la Grafica 2 del apartado 4.2.1.1 Ensayo de Viabilidad
celular por el método de MTT, existe un incremento de la mortalidad celular dependiente del
tiempo de incubacién con ambos farmacos de CPT y CPT-5ALA. Este incremento de la mortalidad

es comun en todas las lineas celulares del estudio y confirma el mecanismo de accién del
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profarmaco. Las células deben entrar en Fase S de ciclo celular y expresar Topoisomerasa | para,
de esta manera, ser susceptibles a la accidn de la CPT [62]. De modo que, al incrementar el
tiempo de incubacion con los farmacos de 24 a 72 horas, la cantidad de células sensibles a la
accion del farmaco es mayor. Con el tiempo, la célula avanza en el ciclo celular, aumentando la
posibilidad de iniciar la Fase S, donde se expresa la Topoisomerasa | de DNA y donde la célula es
sensible al farmaco. Por lo que la cantidad de células sensibles a la accién de la CPT es mayor al

aumentar su tiempo de exposicion.

Estos resultados también sefalan que la mortalidad media provocada tanto por la CPT
como por la CPT-5ALA es significativamente mayor en las lineas de GBM (ICso cpr promepio=1,23
CPTeq pg/mL; ICso cpr-saia promenio=1,26 CPTeq pg/mL) que en las células sanas de astrocitos y
células corticales (ICso cpr promepI0=4,292CPTeq pg/mL; ICso cpr-saia promenio=7,5 CPTeq pg/mL). Esto
demuestra que las células de GBM son mas sensibles al efecto de la CPT debido a que su tasa de
divisién celular es mas alta que la tasa de divisién de las células sanas de los cultivos primarios
de corteza cerebral y de astrocitos. El nUmero de células con expresién de Topoisomerasa | de
DNA es mayor en las lineas de glioblastoma, mas sensibles a estos farmacos, que en las células
de cultivo primario. Donde la cantidad de células de en fase no proliferativa o latente (GO/G1)

es mayor que las células en fase S.

El analisis del ICso de ambos farmacos en las lineas tumorales y en las células sanas,
indican que ambos farmacos afectan por igual a las células de GBM, ya que el valor promedio de
ICso de ambos farmacos en las tres lineas utilizadas es muy cercano. Mientras que el efecto de
los farmacos sobre los cultivos de células sanas de corteza cerebral y de astrocitos difiere entre
la CPTy la CPT-5ALA. El valor promedio de ICso de la CPT para ambos tipos de cultivos primarios
(1Cs0 cp MeDIO=4,292CPTeq pg/mL) es menor que el valor obtenido para la CPT-5ALA (ICso cpr-saia
mepio=7,5 CPTeq pug/mL). Siendo la CPT 1,75 veces mas toxica para las células corticales sanas que
la CPT-5ALA. Este resultado indica que la adicién de la molécula de 5ALA a la CPT disminuye la
toxicidad del farmaco respecto al original sin modificar. Puede haber varias razones que
expliquen este fendmeno. La principal razén es que, tal y cdmo se ha postulado anteriormente,
la molécula de 5ALA en el profarmaco actia como molécula directora dirigiendo el profarmaco
hacia células con alto consumo de 5ALA, como son las células de GBM [75]. En consecuencia, se
disminuye la internalizacion del profarmaco en las células con poco consumo de 5ALA, como son
las células corticales. Reduciendo, de esta manera, la toxicidad de CPT-5ALA respecto la CPT en
estas células. Esta hipdtesis también explicaria por qué ambos farmacos tienen un ICsgsimilar en
las lineas de GBM. Al tratarse de células con un elevado consumo de 5ALA, la cantidad de

farmaco internalizada en el caso de la CPT y en el caso del profarmaco de CPT-5ALA es similar.
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Por tanto, la concentracién de CPT en el medio intracelular sera parecida en ambos casos,
independientemente de haber tratado con CPT o con CPT-5ALA. Mientras que, en el caso del
cultivo primario, la concentracién de CPT en el interior celular es mayor tras el tratamiento con

la CPT que con el profarmaco de CPT-5ALA.

La disminucion de la toxicidad de la CPT al afiadirle la molécula de 5ALA y el aumento de
su selectividad por las células de GBM puede llegar a tener prometedoras aplicaciones clinicas.
Una de las limitaciones de los derivados de CPT actuales es que no son especificos de células
tumorales, y afectan a muchos tipos diferentes de células sanas en division. Por ello presentan
efectos secundarios muy diversos. Algunos de los cuales, como la inmunosupresién, pueden
llegar a ser graves [95]. El aumento de la selectividad de la CPT gracias al 5ALA podria permitir
aumentar las dosis administradas de profarmaco de CPT en el tratamiento de GBM, respecto a
la dosis de Irinotecan utilizadas actualmente. Permitiendo un tratamiento mas agresivo del
GBM. De esta manera, la concentracién de CPT intracelular en las células de GBM seria mayor
en el caso del profarmaco que en el caso del Irinotecan, y menor en las células con bajo consumo
de 5ALA. Esto podria suponer una mejora respecto al tratamiento actual del GBM, minimizando

los dafios en el resto del organismo.

Los resultados obtenidos en los ensayos de MTT han sido apoyados y contrastados por
otros ensayos in vitro. Uno de los problemas de la técnica de MTT es que sélo informa de la
viabilidad celular. Sin embargo, no proporciona informacién sobre la funcionalidad de las células
ni sobre el tipo de muerte celular del cultivo. Por esta razdn, se analizd el efecto del tratamiento
prolongado con CPT-5ALA sobre la funcionalidad de las neuronas del cultivo de células
corticales. Simulando el tratamiento administrado en el experimento in vivo. Como se muestra
en la Figura 22 del apartado 4.2.1.2 Ensayo de funcionalidad Neuronal, los resultados obtenidos
en este ensayo muestran que el cultivo conserva su actividad electrofisiolégica espontanea tras
el tratamiento de dos semanas con CPT-5ALA (3,2ng CPTeq/mL). Como se indica en los
resultados, la actividad electrofisiolégica del cultivo aumenta a lo largo del experimento,
independientemente del tratamiento. Esto, probablemente, se debe al desarrollo y a la
generacion de nuevas de conexiones neuronales entre las neuronas del cultivo [91]. Los
resultados obtenidos en este ensayo han permitido concluir que el profarmaco CPT-5ALA no
afecta a la funcionalidad neuronal. La cual se mantiene tras un tratamiento prolongado con el
farmaco. De este ensayo también podemos concluir que el fdrmaco no supone un obstaculo
para el proceso de plasticidad y la generacién de nuevas conexiones neuronales, ya que la

actividad electrofisioldgica del cultivo aumenta con el tiempo.
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Los ensayos de citometria de flujo respaldan, junto con el estudio de la actividad
electrofisioldgica, los resultados obtenidos en los ensayos de MTT. Estos ensayos han permitido
analizar el tipo de muerte celular ocurrida en el cultivo en respuesta al tratamiento con CPT-
SALA y el efecto del farmaco en el transcurso del ciclo celular. Los resultados aqui obtenidos
apoyan la hipdtesis de la posible actividad anticancerigena de CPT-5ALA, ya que muestran que
el farmaco provoca el arresto del ciclo celular e induce la apoptosis en las células C6 de
glioblastoma de rata. La CPT impide la replicacién de DNA durante la fase S de ciclo celular,
mediante la inhibicién de la Topoisomerasa | de DNA [62]. Provocando un arresto del ciclo
celular en lafase S e impidiendo su progresién. La inhibicién de la Topoisomerasa | de DNA causa
roturas en el DNA y finalmente activa la cascada de apoptosis en la célula [96]. Como se puede
observar en la Grafica 5 del 4.2.1.3.2. Ensayo de ciclo celular por marcaje con loduro de Propidio,
el porcentaje de células en la fase no proliferativa GO/G1 aumenta en funcién de la dosis de CPT-
S5ALA tras 24 horas de exposicion. A la vez que la poblacion de células en Fase Sy M disminuye,
a consecuencia del aumento de la concentracidn de CPT. En el ensayo de apoptosis se observa
un aumento del marcaje con Anexina-V al incrementar la concentracién de farmaco,
confirmandose que, tras el arresto del ciclo celular provocado por CPT-5ALA, se produce una
desestabilizacidn de la estructura de DNA y las células de C6 activan la cascada de apoptosis.
Existe un aumento significativo de la apoptosis en las células C6 en funcién de la concentraciéon
de CPT-5ALA tras 24 horas de exposicion. Las células en apoptosis se corresponderian con
aquellas células que han iniciado la fase S durante el tiempo de exposicién al farmaco, y por
tanto son susceptibles a la accidn del farmaco. Como se indica en la Grafica 4 del apartado
4.2.1.3.1. Ensayo de apoptosis por marcaje con AnexinaV/loduro de Propidio, en este ensayo se
demuestra que la disminucion de la viabilidad celular observada en el ensayo de MTT es debida

a apoptosis y no a necrosis.

El conjunto de los ensayos realizados en la parte de la caracterizacidn in vitro del
profarmaco de CPT ha permitido analizar la capacidad anticancerigena de CPT-5ALA en
comparaciéon con la CPT. Se ha determinado que el ICso de ambas moléculas es similar en las
células de Glioblastoma. Mientras que en las células corticales el 1Cso de la CPT-5ALA es 1,75
veces mayor que el ICsp de la CPT. La adicién de la 5ALA al farmaco ha permitido minimizar su
toxicidad en las células corticales sanas. A raiz de estos ensayos también se ha determinado que
el profarmaco CPT-5ALA no interfiere en la actividad electrofisiolégica espontanea ni a la
plasticidad neuronal. Lo cual es un dato muy importante, dado que, al tratarse de un tumor del
SNC, es necesario que el farmaco administrado no ocasione dafio neuronal en el paciente.

Finalmente, los ensayos de citometria de flujo nos han permitido concluir que la CPT-5ALA evita
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la sintesis de DNA durante el proceso de replicacion y, en consecuencia, induce la apoptosis de
las células de GBM. En este sentido, las células de este tumor son altamente proliferativas [7],
lo cual las hace mas sensibles a la accion de la CPT que otros tumores menos proliferativos. Por
esta razén consideramos que la CPT presenta un alto potencial en el tratamiento del GBM, tal y
como se estd demostrando en los ensayos clinicos con Irinotecan [70]. Una buena forma de
enfocar el tratamiento del GBM es dirigir los farmacos a las células tumorales. De modo que se
pueda aumentar la concentracion de los agentes quimioterapéuticos sin comprometer al resto
del organismo y minimizando los efectos secundarios. En este contexto, los resultados obtenidos
indican que la unién de la CPT a la molécula de 5ALA ha sido una buena estrategia para reducir

la toxicidad de la CPT original.

Una vez caracterizada la actividad in vitro del profarmaco, se procedidé a analizar su
efecto in vivo. El comportamiento del tumor en el organismo difiere enormemente del
comportamiento de las células tumorales en el cultivo celular. Ya que hay muchas condiciones,
como el microentorno tumoral o las interacciones con otros tipos celulares, que no estan
recreadas en el cultivo celular [97]. Esto hace que muchos de los farmacos anticancerigenos
tengan una alta actividad antitumoral en condiciones in vitro, pero baja actividad cuando se
analizan en condiciones fisiolégicas. Por ello se estudio la actividad antitumoral del profarmaco
en un modelo intracraneal de GBM de rata, asi como su toxicidad en el resto de los érganos. La
dosis y la frecuencia de la administracidon del profarmaco se determinaron mediante estudios

realizados anteriormente con CPT [72].

En primer lugar, se observé que durante las dos semanas de tratamiento con CPT-5ALA
(0,8mg CPTeq/kg) los animales no presentaron signos de malestar. Tampoco mostraron los
efectos secundarios caracteristicos de los otros derivados de la CPT, como el Topotecan y el
Irinotecan. Con frecuencia, el tratamiento con estos farmacos provoca falta de apetito, diarrea
y alopecia [98], [99]. Efectos que no fueron detectados en los animales del experimento ya que,
como se observa en la Grafica 6 del apartado 4.2.2.1 Monitorizacion de los animales y
tratamiento con CPT-5ALA, no disminuyeron de peso y la puntacion del Test de Morton y
Griffiths muestra un nivel alto de bienestar. En la Grafica 6 A se observa que hay una disminucion
en el peso de los animales de ambos grupos durante los dias posteriores a la cirugia de
inoculacidn del tumor. Probablemente esto se deba a que los animales reducen la ingesta a
consecuencia de la administracion de la analgesia, Buprex, que puede ocasionar somnolencia 'y
falta de apetito. Por otro lado, puede que la modificacién con 5ALA mejore la selectividad de la
CPT por las células de glioblastoma y reduzca captacidon de CPT en otros tejidos proliferativos,

como es el foliculo piloso. De ser asi, con esta modificacidn, reduciriamos los efectos secundarios
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asociados a los otros derivados de CPT que no poseen moléculas directoras, como la

inmunosupresion y la alopecia.

El anadlisis histolégico de los érganos de los animales tratados durante dos semanas
indicd que no existe toxicidad de CPT-5ALA hacia el rifidn, bazo y corazén. Como muestra la
Figura 25 del apartado 4.2.2.2. Ensayo de biocompatibilidad: Andlisis histoldgico, en estos
drganos no se detectd ningun tipo de sefial indicativa de dafio tisular. Sin embargo, la histologia
del higado de los animales tratados con CPT-5ALA mostrd la existencia de depdsitos de
pigmentos en el interior de los hepatocitos. Probablemente, estos depdsitos se correspondan
con acumulaciones de protoporfirina y hemo en el citoplasma de los hepatocitos [100]. Tras la
administracién de 5ALA inducimos la sintesis de PplX y en consecuencia de hemo, que se
degrada principalmente en el higado a través de la ruta biliar. Esta acumulacidn aumentaria la
expresiéon de enzimas implicadas en la ruta biliar, encargadas de la degradacién de
protoporfirinas y hemo. No obstante, esta alteracion es inocua tanto para el higado como para
el organismo [100]. Por otro lado, el analisis histolégico reveld alteraciones en los alveolos
pulmonares a consecuencia de la administracion de CPT-5ALA. A pesar de estas alteraciones, los
animales tratados con CPT-5ALA no presentaron sintomas de problemas respiratorios durante
el tiempo del tratamiento. Sin embargo, en el futuro seria necesario realizar ensayos que
permitan caracterizar como afectan estos cambios al animal y si pueden llegar a suponer un

problema respiratorio grave a largo plazo.

Los datos recogidos tras el estudio de la histologia de los animales tratados con
profarmaco CPT-5ALA (0,8mg/mL) durante dos semanas revelan que el profirmaco puede
presentar ciertos efectos secundarios similares a los descritos para Irinotecan y Topotecan. Ya
que, segun el Vademécum, la administracion de estos medicamentos se relaciona
frecuentemente con problemas respiratorios en el paciente, como la disnea [101]. A excepcién
del higado, donde hemos encontrado acumulaciones de depdsitos de hemo y PpIX como
consecuencia de la administracion de 5ALA [100]. En este sentido, podemos concluir que el

profarmaco CPT-5ALA se comporta de forma similar al 5ALA aceptado para uso clinico.

Finalmente, el andlisis de la actividad anticancerigena de CPT-5ALA en el modelo
intracraneal de GBM nos revela que existen diferencias entre los animales tratados y sin tratar.
Corroborando los resultados obtenidos en los ensayos in vitro. Estos resultados apoyan la
actividad anticancerigena observada en los ensayos in vitro. En las Graficas 7 y 8 del apartado
4.2.2.3. Estudio de la actividad anticancerigena de CPT-5ALA, se observa que hay una reduccién

en el volumen y en la proliferacidon del GBM tras el tratamiento de dos semanas con CPT-5ALA
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(0,8mg/kg). Indicando que el profarmaco reduce la velocidad de crecimiento y de desarrollo del
GBM al inhibir la proliferacion celular en el tumor. Los resultados mostrados en la Grafica 9 del
apartado 4.2.2.4. Ensayo de apoptosis in vivo por método TUNEL también revelan que el nivel
de apoptosis en el tumor es un 15% mayor en los animales tratados con CPT-5ALA que en los
animales no tratados. Mientras que no se ha observado un aumento de la apoptosis en el resto
del tejido cortical. Apoyando la hipdtesis inicial de que, tras la inhibicion de la Topoisomerasa |

de DNA durante la replicacion, las células de GBM inician la activacidén de la ruta de apoptosis.

Por otro lado, en este ensayo también se observa que se produce un aumento de la
expresion de GFAP en los astrocitos adyacentes del tumor tras la administracion de CPT-5ALA.
Lo cual puede indicar que se esta llevando a cabo un proceso de reclutamiento de astrocitos que
podrian originar cicatriz glial y, en consecuencia, una encapsulacién del tumor [88]. Una de las
principales causas de recurrencia en el GBM es su alto grado de infiltracidn en el tejido cortical
[7]. La generacion de la cicatriz glial tras el tratamiento con CPT-5ALA podria disminuir la
infiltracion del glioblastoma e incrementar el éxito de su reseccién quirurgica. Esto ayudaria a
aumentar el tiempo de supervivencia libre de recurrencia y, en consecuencia, la esperanza de
vida de los pacientes. Como se muestra en la Figura 27, en uno de los animales tratados con el
profarmaco el GBM injertado en el animal derivd a un glioblastoma quistico. Los casos clinicos
reportan que esta clase de glioblastoma suele presentar una mayor esperanza de vida que el
GBM y un menor riesgo de recurrencia al tener limites no difusos [102]. El analisis histoldgico de
esta muestra parece indicar que formacion del quiste se ha llevado a cabo mediada por
fibroblastos, sin embargo, no se han realizado pruebas de marcaje especifico de este tipo celular.
Por lo que seria recomendable realizar pruebas para determinar qué tipo celular ha formado el

quiste.

En resumen, los resultados obtenidos en los estudios in vitro e in vivo llevados a cabo
nos permiten confirmar que el profdrmaco CPT-5ALA presenta capacidad para traspasar la BHE
y llegar a las células tumorales de GBM. Por tanto, las moléculas de CPT y de 5ALA no pierden
su capacidad de traspasar la Barrera hematoencefalica [69], [77] tras su unién para formar el
profarmaco CPT-5ALA. Actualmente, el tratamiento del GBM supone un gran reto debido a la
dificultad existente a la hora de disefiar fdrmacos capaces de traspasar la barrera
hematoencefalica y con eficacia terapéutica para esta enfermedad. Por ello consideramos que
el uso clinico de este profarmaco puede llegar a tener un gran potencial. También concluimos
que podria presentar actividad anticancerigena, ya que inhibe la proliferacién de las células de
GBM, retrasando su crecimiento y evolucidn. Cabe destacar también que el ICsode la CPT-5ALA

es 1,75 veces mayor que el ICso de la CPT y que la histologia del cerebro no ha revelado una
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disminucién de la proliferacion celular ni un aumento de la apoptosis en células tipicamente
proliferativas del cerebro, como son las células del plexo coroideo. De lo cual podemos deducir
que el profarmaco no ha tenido efectos adversos en el tejido cerebral, al igual que no ha tenido

en el resto del organismo.

Por estas razones consideramos que la modificacién que aqui presentamos sobre la CPT
disminuye la toxicidad descrita en esta molécula. A parte de las ventajas del profarmaco
descritas del profarmaco en este trabajo, en el apartado de Introduccion se comentaba que el
efecto de la TMZ estaba comenzando a ser cuestionada en los Ultimos afios. Se esta comenzando
a pensar que favorece la aparicién de mutaciones en las células de GBM, aumentando su
agresividad tras el tratamiento y en la recurrencia [46]. Consideramos que el profdrmaco de CPT-
5ALA supone una mejora frente a la TMZ. A diferencia de la TMZ, el agente quimioterapéutico
propuesto en este trabajo no es mutageno. Por lo que la recurrencia de GBM aparecida tras un
tratamiento con CPT serd menos agresiva que la aparecida tras el tratamiento con TMZ, que

poseera un fenotipo hipermutado.

A modo de proyecciones futuras, seria interesante estudiar un aumento de dosis para
los ensayos in vivo. La dosis empleada en este trabajo se establecid en base a estudios de
administracién realizados con CPT, la cual ahora sabemos que es mas tdéxica que CPT-5ALA. La
adicién de la molécula de 5ALA aumenta la selectividad del profarmaco dirigiéndolo a las células
tumorales de glioblastoma. Reduciendo los efectos secundarios que posee la CPT libre. Como
nuevo enfoque terapéutico, también proponemos analizar el efecto del profarmaco CPT-5ALA
en combinacion con los farmacos con los que se administra normalmente el Iri en el tratamiento
del GBM, como son la TMZ y BVZ. Con el fin de determinar si la sustitucion de Iri por el nuevo
profarmaco descrito en este trabajo supone una mejora respecto a los tratamientos
administrados actualmente. El CPT-5ALA posee menor toxicidad y mayor especificidad por las
células de GBM que Iri. Lo que permitiria aumentar las dosis de CPT administradas vy, asi, la
eficiencia del tratamiento. Generalmente, las terapias que atacan Unicamente a un tipo de diana
obtienen un porcentaje de respuesta de aproximadamente 10% o 15% [92]. Debido a la
existencia de rutas paralelas o compensatorias de funcidon que evadan la accidn de la terapia,
haciendo a la célula resistente a dicho farmaco. Por esta razén, actualmente se apuesta por

terapias combinadas, que permitan atacar a la célula cancerigena en diferentes dianas [15].

Finalmente, a modo de proyeccién futura, también planteamos caracterizar la actividad
fotodinamica del profarmaco y su posible aplicacidn en fototerapia dinamica. En el apartado de

Introduccion se comentd que el uso de PplX para FTD, y en consecuencia de 5ALA, esta teniendo
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mucho auge en el tratamiento de ciertos tipos de tumores. Por ello, en este trabajo también
proponemos utilizar la molécula de 5ALA del profarmaco para FTD y estudiar si existe alglin
comportamiento sinérgico entre la actividad anticancerigena de CPT y la FTD. La FTD provoca la
liberacion de iniciadores de apoptosis que, junto con la desestabilizacion del DNA, pueden
reducir la resistencia a terapia o la capacidad de evasion de la apoptosis en las células de GBM

[80]. Esto podria aumentar la actividad anticancerigena del profarmaco.

En la actualidad el principal reto es retrasar o frenar la aparicidon de recurrencia del GBM,
que es la principal causa de muerte en los pacientes. En este sentido, no solo es interesante
estudiar si existe un aumento en la supervivencia. También es muy importante analizar si hay
cambios en los tiempos de supervivencia libre de progresion. Finalmente, también
consideramos que se podria investigar el uso del prodrug CPT-5ALA para el tratamiento de otros
tumores con sobreactivacion de la ruta de biosintesis de protoporfirinas, como los gliomas de

menor grado que el GBM [103].

En resumen, en este trabajo presentamos un nuevo agente de contraste dual para
mejorar el diagndstico de GBM por MRI y un nuevo profarmaco de CPT para mejorar su
tratamiento. Los resultados obtenidos indican que el AC mejora el contraste de la imagen en las
secuencias T1 y T2 sin afectar al organismo. Esta herramienta aumentara la informacion aportada
por la MRI. Lo que supone un avance que permitird, por un lado, realizar diagndsticos mas
precisos y detallados del GBM, y por otro lado evitar falsos diagndsticos. Mientras que la
caracterizacién del profdrmaco CPT-5ALA parece confirmar el caracter anticancerigeno de la
molécula y su especificidad por las células tumorales. Ambos compuestos han demostrado que
presentan buena actividad en su respectiva funcidn y que poseen un buen perfil de
bioseguridad. El diagndstico en fase temprana del GBM en combinacion con un tratamiento
efectivo y selectivo, favorecido por los compuestos aqui propuestos, podria suponer una mejora
notable en la esperanza de vida de los afectados por GBM o en el tiempo libre de recurrencia.
Por esta razon, los resultados obtenidos en este trabajo pueden llegar a tener una gran
importancia clinica en el futuro y dar lugar a nuevos protocolos terapéuticos para el tratamiento

del GBM.
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6. Conclusiones

CONCLUSIONES

El empaquetamiento y la disposicidon de los atomos de Gd y Fe en la nanoparticula
Gd(H20)4[Fe(CN)s] @SiO, permite la visualizacion del agente de contraste en las
secuencias T1 y T2 y evita el apantallamiento entre ambas secuencias.

El ICso del agente de contraste no ha sido hallado entre el margen de concentraciones
utilizado en el experimento. La baja tasa de citotoxicidad comprobada en los modelos
in vitro y la ausencia de dafio histolégico en los tejidos de los animales tratados con el
AC indican que la molécula presenta un perfil de bioseguridad alto, recalcando el
potencial clinico de este AC.

La recubierta de PEG de la molécula Gd(H,0)a[Fe(CN)s] @SiO- reduce la toxicidad de la
molécula tras su administracidon in vitro, aumentando su estabilidad en el medio
fisiolégico y el tiempo de aclaramiento en el organismo. Permitiendo el correcto
marcaje y favoreciendo el contraste de todos los 6rganos.

Los ensayos de toxicidad en las lineas de glioblastoma y en las células del sistema
nervioso central, asi como los ensayos de funcionalidad neuronal, indican que la
modificacion de la molécula de CPT mediante la unién con la molécula 5ALA disminuye
la toxicidad en células sanas y aumenta la especificidad por las células tumorales
respecto el compuesto original.

La molécula de CPT del profdrmaco CPT-5ALA interrumpe la sintesis de DNA durante el
proceso de Replicacidn en la Fase S del ciclo celular. Produciendo un arresto del ciclo
celular en la fase no proliferativa de las células tumorales de glioblastoma. Esto provoca
el inicio de la via de apoptosis en las células de glioblastoma, tanto en condiciones in
vitro como in vivo, en modelos animales de glioblastoma intracraneal.

La administracion sistémica intravenosa del profarmaco CPT-5ALA no presenta riesgos
para el organismo y no ocasiona dafios histoldgicos ni morfoldgicos en rifién, bazo y
corazon. El profarmaco parece demostrar mayor especificidad por las células de
glioblastoma que la CPT ya que los animales tratados no han presentado algunos de los
efectos secundarios mas caracteristicos de los derivados comerciales de CPT, como la
alopecia. No obstante, el profarmaco conserva otros efectos colaterales comunes de
los derivados de CPT como es el dano pulmonar.

La molécula de CPT-5ALA retrasa el crecimiento del glioblastoma multiforme en el
modelo in vivo intracraneal basado en células de la linea de C6. Su administracién
intravenosa tras dos semanas de tratamiento consigue reducir el tamafio y la

proliferacién del tumor. A la vez que aumenta el porcentaje de células de glioblastoma
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en apoptosis. Indicando que el profarmaco presenta permeabilidad en la barrera
hematoencefalica que le permite llegar al tumor.

La actividad demostrada por el profdarmaco CPT-5ALA y su baja toxicidad en el resto del
organismo lo sitlan como un posible nuevo tratamiento para el glioblastoma

multiforme.
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Abstract

The development of contrast agents (CAs) for Magnetic Resonance Imaging (MRI) with T1-T2
dual-mode relaxivity requires the accurate assembly of T1 and T2 magnetic centers in a single
structure. In this context, we have synthesized a novel hybrid material by monitoring the
formation of Prussian Blue analogue Gd(H20)4[Fe(CN)6] nanoparticles with tailored shape
(from nanocrosses to nanorods) and size, and further protection with a thin and homogeneous
silica coating through hydrolysis and polymerization of silicate at neutral pH. The resulting
Gd(H20)4[Fe(CN)6]@SiO2 magnetic nanoparticles are very stable in biological fluids.
Interestingly, this combination of Gd and Fe magnetic centers closely packed in the crystalline
network promotes a magnetic synergistic effect, which results in significant improvement of
longitudinal relaxivity with regards to soluble Gd** chelates, whilst keeping the high transversal
relaxivity inherent to the iron component. As a consequence, this material shows excellent
activity as MRI CA, improving positive and negative contrast in T1- and T2- weighted MR images,
both in in vitro (e.g., phantom) and in vivo (e.g., Sprague-Dawley rats) models. In addition, this
hybrid shows a high biosafety profile and has strong ability to incorporate organic molecules on
surface with variable functionality, displaying great potential for further clinical application.
Keywords: Core-Shell Hybrid, Magnetic Nanoparticles, Prussian Blue Analogue, Silica

Coating, Dual Magnetic Resonance Imaging, Contrast Agent.
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Introduction
Magnetic resonance imaging (MRI) is a powerful and thoroughly used non-invasive and non-

radioactive technique for clinical diagnostic that can provide information on the anatomy,
function and metabolism of tissues in vivo [1-5]. In 1H-MRI, Signal Intensity (SI) depends on a
combination of factors including proton density, longitudinal (71) and transversal (T2) relaxivity
times and the microenvironment (cell density, pH, oxygenation). Unfortunately, the intrinsic
contrast provided by these factors and associated changes due to a pathologic condition are
often too limited to enable a sensitive and accurate diagnosis.

For that reason, there is an increased use of MRI contrast agents (CA) that improve image
resolution based on their selective accumulation in the Region Of Interest (ROI) [6]. Based on
their relaxation activity, these CAs are classified as positive (T1-weighted) or negative (T2-
weighted) image contrast promoters. All clinically approved MRI T1 CAs are based on
paramagnetic Gd** soluble chelates with polyamino-polycarboxylate ligands [7,8], due to their
strong paramagnetic activity. However, the use of Gd** solutions involves some technical issues
and health risks that limit imaging performance. Here, the quick renal filtration indicates a poor
pharmacokinetic profile, reducing sensitivity, increasing scanning time, and imposing the
administration of high Gd** doses [9], which may lead to toxicity effects, such as headache,
nausea, dizziness and nephrogenic systemic fibrosis [10- 12]. On the other hand, current T2 CAs
in clinical practice are based on superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) [13],
which produce T2 shortening, providing negative contrast. However, this is hardly seen in low
signal body regions, and it may be confused with hemorrhages, calcification, fat, blood clots and

other possible artifacts in damaged tissue, which lowers their interest in clinical diagnosis.

At this point, the acquisition of MRI weighted in T1 and T2 could improve the safety of diagnosis
and cross-validate the possible false-positive information [14]. T1-T2 dual-modal strategy can
provide complementary T1 and T2 MRI images, making it possible to isolate artifact signals from
the contrast agents in the ROI [15]. An ideal T1-T2 dual-modal MRI acquisition is desirable for
tissues with moderate T1 and T2 relaxation times, such as liver, kidneys, muscle and brain matter
[12]. Actually, some nanoparticles present unique characteristics that allow exploiting the T1-T2
dual-mode CA concept. Several strategies have been proposed for the development of these
materials. The simplest way is the direct conjugation of T1 elements (e.g., Gd or Mn-containing
systems) and T2 elements (e.g., SPIONs). For instance, Gd-chelates can be covalently coupled
over the surface of SPIONs [16], although this usually results in low gadolinium loading; not to
mention the fact that metal leaching in physiological fluids may be an issue. Alternatively, a

hybrid system of T1 and T2 elements can be prepared by assembling gadolinium oxide and iron
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nanoparticles in a core-shell layout structure [17]. Unfortunately, interferences are usual, as
magnetic coupling induced by close T2/T1 structures trends to undesirable quenching of

both T2 and T1 signals in MRI [18]. In these cases, a silica separating layer inserted between the
T2 magnetic nanoparticle (core) and the T1 contrast material (shell) allows for a fine separation
distance control, which can minimize the perturbation of T2 signal over the T1 contrast effect
[19]. However, although the SiO2 layer between the T2 core and T1 shell may attenuate
magnetic coupling, it also reduces the magnetic field to surrounding water molecules, leading
to strong T2 signal reduction [20]. Conversely, it is possible to minimize T1 and T2 signal coupling
by monitoring the incorporation of Gd** into iron nanoparticles. Here, composites obtained by
embedding gadolinium oxide crystals into iron nanoparticles, [21] or by synthesis of “Janus”
nanoparticles with both components [20], have shown improved magnetic properties, with a
synergistic action between T1 and T2 centers that enhance contrast effects in MR imaging.
Moreover, a similar cooperative effect has been reported by doping SPIONs with Mn?* ions [22].
In this context, it has been reported that Prussian Blue (PB) analogues doped with Gd3*, with
general molecular formula KxGd1-x(H20)n[Fe(CN)6] and nanosized crystallites, may present
high performance as dual T1-T2 contrast agents [23,24] In these materials, T1 and T2 magnetic
centers are located in the same crystalline framework, very close to each other. Also, Mn-doped
PB has been proposed as CA with ultrahigh longitudinal relaxivity [25] The local magnetic field
induced by the superparamagnetic Fe centers promotes Gd spins alignment in the same
direction, resulting in a boost of T1 contrast effect [21,26] which, gathered with the strong T2
contrast activity associated to Fe atoms, may promote a mastered combination of magnetic
centers in the same network for dual-modal MRI. Unfortunately, and despite the good relaxivity
results obtained in in vitro studies, the clinical use of PB derivatives as MRI CAs is precluded by
their partial solubility in aqueous medium at physiological pH, releasing toxic quantities of both
Gd and Fe ions. This situation, nevertheless, could be skipped if Gd-containing PB nanoparticles
are protected with a stable and diamagnetic thin silica coating. This is not possible in alkaline
medium, as PB and its analogs react with soluble silicate, triggering an ion exchange process
which results in complete iron exchange and stoichiometric condensation of gadolinium
hydroxide and silica, to give Gd(OH)3 .3Si02.xH20 composite [27,28]. Herein, we have
successfully carried out the coating of PB derivative Gd(H20)4[Fe(CN)6] nanoparticles by
polymerizing the silicate at neutral pH. For this purpose, we have optimized a biomimetic
synthetic strategy developed by our group to activate silica at pH~7 by using functional mimics
of the protein silicatein a (e.g., triethylamine, TEA) [29] as catalyst. By stepwise control of
Gd(H20)4[Fe(CN)6] preparation and subsequent silane hydrolysis and polymerization, we have
obtained hybrid material Gd(H20)4[Fe(CN)6]@SiO2 nanoparticles, very stable in biological
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fluids, with tailored shape (from nanocrosses to nanorods) and size. By combining Gd and Fe
magnetic centers closely packed in the same crystalline structure a magnetic synergistic effect
is imposed by Fe atoms over Gd sites, which leads to strong increase of longitudinal relaxivity,
whilst keeping the high transversal relaxivity corresponding to Fe centers. This results in a CA
with constant Gd:Fe atomic ratio able to improve positive and negative contrast in T1- and T2-
weighted MR images, both in in vitro (e.g., phantom) and in vivo (e.g., Sprague-Dawley rats)
systems. Furthermore, this material shows low cytotoxicity in cell culture studies and no
structural or cellular abnormalities in histological sections, and the silica coating is easy to

functionalize with organic groups, displaying great potential for clinical MRI.

Experimental

Reagents, cells and animals

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich, except for Gd(NO3)3.6H20, (3-cyanopropyl)
trimethoxysilane (CPTMS) (ABCR), tetramethyl orthosilicate (TMOS) (MERCK), 2,5,8,11-
Tetraoxatetradecan-14-oic acid succinimidyl ester (PEG3) (Iris Biotech) and HPLC grade solvents
(Scharlab).

Hela cell line, 3T3 (fibroblasts cells), 42-MG-BA (glioblastoma multiforme cells) and SH-SY5Y
(neuroblastoma cells), were purchased from German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Braunschweig, Germany. Reagents used for cells growth were MEM (Earle’s), RPMI
Medium 1640, DMEM and Ham (F12) Nut MIX (Gibco BRL-Life Technologies, CA, USA) fetal
bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin solution (Pen-Strep). Dimethyl sulfoxide (DMSO)
and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Male Sprague-Dawley rats (250-300 g) (3 specimens) were acquired from Janvier Labs (France)
and maintained under a 12/12 h light/dark cycle (lights on 07:00-19:00 h) at room temperature
(22 + 2°C), with free access to food and water. Rats were housed in group and adapted to these
conditions for at least 1 week before experimental manipulation. All experiments were
approved by the local authorities (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-Universidad
Miguel Hernandez) and were performed in accordance with Spanish (law 32/2007) and
European regulations (EU directive 86/609, EU decree 2001-486).

Stable, Gd-Fe containing, magnetic nanoparticles were synthesized in a two-step process.
Initially, paramagnetic Gd** and superparamagnetic Fe* centers were combined in the structure
of the PB analog Gd(H20)4[Fe(CN)6] (GF). Here, we controlled the resulting hybrid shape and

size by means of varying incorporation of acetic acid, obtaining uniform, monodispersed
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nanorods of about 100 nm average diameter (GF-1, no acetic acid) or a mixture of
monodispersed nanocrosses and nanorods of 230 nm average diameter (GF-2, with acetic acid).
Subsequently, isolated GF crystallites were coated with a thin silica

layer by polymerization of TMOS at neutral pH in the presence of silicatein a analogues (e.g.,
TEA), obtaining Gd(H20)4[Fe(CN)6]@SiO2 particles with the same shape and size than the
pristine PB analog (respectively, GFS-1 and GFS-2). The sequence to obtain the different GFS
samples is presented in Fig. 1. For the sake of comparison, we have included the alternative
route corresponding to silicate polymerization over GF particles in alkaline medium, to give
nanoparticles of Gd(OH)3.3Si02 *xH20 composite [27,28].

Finally, for in vivo studies, GFS samples were silanized with 3-aminopropyltriethoxysilane
(APTES) and further reacted with PEG3 precursor to develop a PEG-decorated surface Gd-PB
analog (GFS@PEG). An artistic representation of the final GFS-1@PEG material is presented in

Fig. 1 inset.

Material synthesis

Synthesis of Gd(H20)4[Fe(CN)6]. (Et4N)3[Fe(CN)6] precursor was prepared according to a
known recipe [30]. Briefly, 3.3 g (10 mmol) of K3[Fe(CN)6] and 6.3 g (30 mmol) of Et4NBr were
dissolved with 200 mL of methanol in a 500 mL flask connected to a nitrogen line, and stirred at
30° C for 3 days under N2 atmosphere. The mixture was filtered off and the filtrate was
concentrated to approximately 10 mL by rotary evaporation. Resulting solution was stirred with
100 mL of ethyl ether and the yellow precipitate was collected by filtration. The crude was
dissolved in 150 mL of refluxing acetonitrile and the solution was allowed to cool, obtaining
(Et4N)3[Fe(CN)6]. For nanosized PB analog preparation, Gd(NO3)3.6H20 (0.75 g, 1.7 mmol)
were dissolved in 50 mL of ethanol:water (EtOH:H20) mixture (2.5:1 v/v). Then, a solution of the
previously synthesized (Et4N)3[Fe(CN)6] (1.0 g, 1.7 mmol, in 25 mL methanol) was added and
the mixture was left a day at room temperature. The precipitate was filtered off, washed with
ethanol and vacuum dried to yield 62 mg of an orange powder (GF-1). Alternatively,
Gd(N0O3)3.6H20 (0.75 g, 1.7 mmol) and CH3COOH (7.82 g, 235 mmol) were dissolved in 50 mL
of EtOH:H20 (2.5:1 v/v) [30] and the synthesis was completed as described to give 82 mg of GF-
2.

Synthesis of Gd(H20)4[Fe(CN)6]@Si02. Silica coated GF samples were prepared by adding
CPTMS (417 pL, 2.19 mmol) to GF suspension (441 mg GF, 1 mmol, in 221 mL of EtOH:H20
mixture, 2.5:1 v/v) with vigorous magnetic stirring, to make vitreophilic GF surface. After 30
minutes, 1.1 mL of TMOS (7.29 mmol) and 44 pL (0.31 mmol) of TEA were slowly added, to adjust

pH 7. The resulting dispersion was allowed to stir for 24 h at room temperature. Afterwards, a
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second equal addition of TMOS was carried out and the mixture was stirred for another 24 h.
Finally, non-reacted silicate ions were thoroughly removed by subsequent centrifugation (484
g, 2 h), and the obtained orange solid was washed five times with EtOH:H20 mixture (2.5:1 v/v),
and further freeze dried (-55 2C, 16 h).

Synthesis of Gd(H20)4[Fe(CN)6]@SiO2@PEG3. PEGylation over GFS material was done by using
a method previously described by our group [31]. 331 mg of GFS was dried at 80 2C and vacuum
(8 torr) for 24 h. Then, 13.30 mL of anhydrous toluene was added and the mixture was heated
to reflux. 646 pL (2.78 mmol) of 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) was added and the
mixture was stirred for 3 h. The obtained product was filtered off, washed with toluene and
methanol and freeze-dried (-55 2C, 16h). Subsequenty, 285 mg of the silanized material were
suspended in 28.5 mL of anhydrous dichlorometane, and 356 uL of diisopropyl amine were
injected under nitrogen atmosphere. Afterwards, 221 mg of PEG3 were added, and the mixture
was stirred overnight at room temperature. The solvent was removed under reduced pressure
and the nanoparticles, suspended in 100 mL of ethanol with stirring. This suspension was filtered

off and washed with ethanol (300 mL). Finally, the material was freeze-dried (-55 2C, 16 h).

Material characterization

Powder X-ray diffraction (XRD) patterns were collected in a Philips X'Pert diffractometer
equipped with a graphite monochromator, operating at 40 kV and 45 mA and using nickel-
filtered (Cu Ka radiation A = 0.1542 nm). Liquid nitrogen adsorption isotherms of 200 mg of
sample were measured in a Micromeritics Flowsorb apparatus. Surface area calculations were
done by the BET method. Infrared spectra were recorded at room temperature in the 400-3900
cm-1 region with a Nicolet 205xB spectrophotometer, equipped with a Data Station, at a
spectral resolution of 1 cm-1 and accumulations of 128 scans. Samples for transmission electron
microscopy (TEM) were ultrasonically dispersed in a mixture EtOH:H20 (2.5:1 v/v) and
transferred to carbon coated copper grids. TEM micrographs were collected in a JEOL JEM 2100F
microscope operating at 200 kV. The quantitative EDS analysis was performed in an INCA Energy
TEM 250 system from Oxford Instruments, working with a SDD X-MAX 80 detector. Field-
emission scanning electron microscopy (FESEM) micrographs were collected in a ZEISS Ultra 55
microscope operating at 2 kV, with a 2 x 10-9 A beam current and 2.5 mm as the working
distance. Particle size and Z-Potential measurements were conducted by diffuse light scattering
(DLS) in a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Dried material was
re-suspended at a concentration of 5 pg/mL in deionized water or phosphate buffer saline (PBS)

and measurements were performed at 25 2C. The mean hydrodynamic diameter was
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determined by cumulant analysis. Organic and water content in as-prepared material were
calculated from elemental analysis (FISONS, EA 1108 CHNS-O) and thermogravimetric (TGA)
measurements (Mettler-Toledo TGA/SDTA851e).

GFS@PEG material stability in isotonic medium was monitored by dialysis solution assay in
aqueous glucose (5.0 wt%) and simulated body fluid (SBF) [32] 11 mg of the corresponding
material were introduced in a dialysis tubing with 2 mL of glucose solution. Then, filled dialysis
tubing was inserted in a glass bottle with 50 mL of fresh solution, and the system was stirred at
90 rpm and 37°C in a thermostatic bath for seven days, changing the bottle solution by fresh
solution at the corresponding sample time. Subsequently, leached Fe3* concentration was
analyzed by inducted couple plasma (ICP, Varian 715-ES) or inducted couple plasma mass

spectrometry (Varian 820-MS).

Relaxivity measurements and in vitro MRI

Relaxivity determinations were carried out in a clinical Phillips 3 T MRI unit (Achieva 3 T X-Series;
Philips Healthcare, The Netherlands) using a 8-channel phased array head coil, and in a Bruker
9.4 T spectrometer (AV400) working with a 902 pulse of 5 ps and a recycle delay of 5 s. T1 and
T2 relaxation times were measured using inversion recovery and cpmg pulse sequences
respectively. For the in vitro MRI study (Philips Achieva 3 T X-Series), the phantom was scanned
with single slice in coronal orientation obtaining transversal view of all tubes filled with variable
CA concentration in a xantham gum solution (0.1 wt%). Geometric parameters remain
equivalent between T2 and T1 estimation sequence (Field of View —FOV- 220x220 mm?2, slice
thickness 5 mm and 1.0 x 1.0 mm2 in plane resolution) sharing the same spatial localization.
Multi-echo spin echo sequence was used to estimate T2 values acquiring 32 echoes ranging from
14 to 231 ms (_TE=7 ms) with a Repetition Time (TR) of 2000 ms. T1 values of each tube were
estimated using a look-locker inversion recovery acquisition with 107 inversion times ranging
from 6.51-5306.51 ms, with an inversion time interval of 50 ms. A new inversion pulse was
applied every 6 s to avoid signal saturation due to extremely close inversion pulses. To reduce
the influence of readout excitation pulse in the final T1 values, an excitation flip angle of 52 was
applied during the TFE shot.33 T2 maps were generated by a pixel by pixel nonlinear fitting of
the signal acquired at every Echo Time (TE) to a mono-exponential model. T1 maps were
generated by pixel by pixel nonlinear fitting of the signal acquired at every inversion time to the
signal model of ref. 30. Quantitative values were obtained in aqueous xanthan gum (0.1 %)
nanoparticle suspensions. For each tube, a circular ROl was placed manually over T2 and T1
maps avoiding the border. For each ROI, mean and standard deviation were computed for

further comparison.
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The resulting T1 and T1 values were averaged and plotted as 1/Ti (s-1) where i =1, 2 against the
experimentally calculated metal concentration (mM), [Gd**] for T1 and [Fe**] for T2. The slopes

of these graphs provided the specific relaxivities r; and r.

Cytotoxicity assay

The different cell lines were cultured in 96-well cell culture plates with the seeding densities
shown below in a final medium volume of 200 puL/mL: HeLa 10000 cells/well; 3T3 and 42-MGBA
50000 cells/well and SH-SY5Y 100000 cells/well. Hela cells were grown in MEM (Earle’s), 3T3
cell line in DMEM, 42-MGBA cell line in MEM (Earle’s) and RPMI 1640 (1:1), and SH-SY5Y cell line
was cultured in a DMEM and Ham (F12) Nut MIX (1:1). Cell mediums were supplemented with
10% FBS and Pen-Strep 1:100 (v/v). The plates were cultured 24 h at 37 2C and 5% CO2 injection
in air. After 24 h cells were treated with variable concentrations of the CA (0.25-100 pg/mL in
RPMI medium). Culture medium was used as negative control. Cells were incubated in 5% CO2
at 379C for 24 h.

Cell viability was measured using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-diphenyltetrazolium bromide)
(MTT) assay. 200 uL/well of MTT/PBS (1 mg/mL) were added and the plates were incubated at
37 oC for 3 h. Formazan crystals were dissolved with 100 uL DMSO and then absorbance at 595
nm was measured with a 1681130 iMarkTM Microplate Reader. Absorbance values were

normalized with respect to the controls and expressed in percentage using the next equation:
DDS 95 TEST SAMPLE

Relative cell viability = + 100
ODs9s conrro

Data statistical analysis was performed applying arithmetic means and error bars of statistical
error means (SEM) using Matlab (MathWorks). IC50 calculation survival data were calculated by
nonlinear regression sigmoidal dose—response (variable slope) curvefitting using Prism 6.0
software (GraphPad, San Diego, CA). At least three independent experiments were performed

for every sample, and each experiment was carried out by triplicate.
In vivo MRI study

Experiments were carried out in a horizontal Bruker 7 T scanner with a 30 cm diameter bore
(Biospec 70/30v, Bruker Medical, Ettlingen, Germany). The system had a 675 mT/m actively
shielded gradient coil (Bruker, BGA 12-S) of 11.4 cm inner diameter. A 1H rat body receive-
transmitter resonator (Bruker BioSpin MRI GmbH, Germany) was employed. Data were acquired

with a Hewlett-Packard console running Paravision software (Bruker Medical GmbH, Ettlingen,
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Germany) operating on a Linux platform. Rats were anesthetized in an induction chamber with
3-4% isofluorane in medical air (0.8-1 L/min) and maintained with 1-2 % isofluorane (IsoFlo)
during the MRI experiment. Anesthetized animals were taped down in a custom-made animal
holder to minimize breathing-related movement artifacts. Body temperature was kept at 37 2C
using water blanket and animals were monitored using a MRI compatible temperature control
unit (MultiSens Signal conditioner, OpSens, Quebec, Canada). Breathing rate was also measured

using a customized device.

Studies were performed by injecting 1 mL of the CA suspension (5 mg mL-1) into the catheterized
tail vein as a single bolus (0.05 mmol Gd/kg body weight, 0.05 mmol Fe/kg body weight). T2
weighted anatomical images to position the animal were collected in the three orthogonal
orientations using a rapid acquisition relaxation enhanced sequence (RARE), applying the
following parameters: FOV 40 x 40 mm, 15 slices, slice thickness 1 mm, matrix 256 x 256,
effective TE (TEeff) 56 ms, TR 2 s, 1 average and a total acquisition time of 64s [34,35]. Two types
of images were used to assess the effect of CA in the Sl in T1 and T2 weighted images. For the
former, FLASH images were acquired with the following parameters: 25 slices, 1.5 mm slice
thickness, TR 197 ms; TE 2.7 ms; FOV 6.0x5.0 cm; matrix 128x108; 4 averages; total acquisition
time 90 s. Three images were acquired before CA administration (baseline) and 20 after it. For
the T2 weighted images, RARE sequence was used with the same geometry than T1 weighted
images and the following parameters: TR 2800 ms; TE 48 ms; FOV 6.0x5.0 cm; Mtx 256x214; 8
averages; total acquisition time 600 s. One of these images was acquired at the beginning
(baseline) and one at the end of the experiment. Data were analyzed with Image J (W. S.

Rasband, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, http://rsb.info.nih.gov/ii/,

19972005).
Pathological investigation after MRI

After in vivo MRI experiments, rats were euthanized and samples of lung, heart, liver and spleen
were collected for subsequent histological analysis. These organs were immersed in 4%
parafolmaldehyde for 24-48 h. Tissues were then included in paraffin and cut with a microtome
5-7 um thickness slices. Finally, these sections were deparaffinized and stained with

Hematoxylin/Eosin staining. Histology images were taken using Olympus AX70 microscope.
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Results and discussion
Synthesis and characterization of stable Gd-Fe based magnetic nanoparticles

The strategy to obtain GFS hybrids is comparatively depicted in Fig. 1. As commented, in this
synthesis scheme there are two crucial points to be accomplished: i) the role of acetic acid in
shape and size distribution; and ii) an accurate pH control during silicate polymerization.
Gd(H20)4[Fe(CN)6] nanocrystals with well-defined morphology can be obtained with dual shape
(e.g., crosses and rods, with an average diameter over 260 nm, and shape ratio of about 1:2, as
determined by TEM) or like single nanorods (over 95 nm average diameter) (Table S1 in
Supplementary Information). A possible mechanism for nanocrosses formation indicates that
Et4N+ works as a cationic surfactant, cooperating in the synthesis with acetic acid to function as
a soft template that forces Fe-CN-Gd crystals to assemble in the cross morphology [36] Actually,

in the absence of carboxylic acid, only small and uniform rods grow.
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Fig. 1. Sequence of the stepwise biomimetic strategy followed to obtain GFS materials and alternative

synthetic routes. The inset shows an artistic representation of final GFS- 1@PEG nanoparticles.
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On the other hand, the obtained GF compound is partially soluble in water, but is stable in
EtOH:H20 mixture (2.5:1 v/v). However, if the silica coating process is carried out with sodium
silicate (pH>8.5), an ion exchange reaction takes place, resulting in complete GF dissolution and
concurrent Gd(OH3) precipitation. By overlapping this process with silicate hydrolysis and
condensation, a simultaneous and stoichiometric condensation of Gd(OH)3 and SiO2 takes
place, yielding the nanocomposite Gd(OH)3:3Si02:xH20 (Fig.1) [27,28]. Conversely, under
neutral pH obtained by a biomimetic synthetic strategy that takes advantage of silicatein a
functional analogues as TEA, silica wall grows homogeneously over CPTMS-functionalized GF
nanoparticles, to give GFS material. No significant GF compound solution is observed during the
coating process (iron leaching quickly stains the medium in vyellow), resulting in
Gd(H20)4[Fe(CN)6]@SiO2 particles with same morphology and similar size distribution than
pre-formed PB analog crystals. At this point, a slight increase in particle average diameter is
observed in the case of GFS-1 sample small rods. However, GFS-2 suffers some particle size
reduction after silica coating, which may be attributed to partial destruction of some bigger
nanocrosses during the treatment (as confirmed by the drop in crosses/rods ratio, see Table S1
in Supplementary Information). These silica protected nanoparticles are expected to be stable
in agueous medium, in agreement with a Z-Potential lower than -10 mV (Table S1 in
Supplementary Information). Nevertheless, DLS hydrodynamic diameter of GFS samples in
water (GFS-1=124.7+81.9, GFS-2=343.7+154.1) is significantly larger than TEM measurements
(GFS-1=106.74£33.5, GFS-2=230.3+35.5) (Fig. S1 in Supplementary Information), which is due to
some particle aggregation in water, with the polydispersity index (Pdl) varying from 0.2 to 0.4
(Table S1). In addition, the stability in PBS is clearly compromised by the high ionic strength of
this medium, leading to very unstable suspensions were aggregation takes place in large
extension (Pdl=1, Table S1). This is notably overcome by PEGylating the samples (0.05-0.06
mmol PEG3/g, as determined by TGA). Obtained DLS hydrodynamic diameters for GFS@PEG
samples (GFS-1@PEG=111.4+62.7, GFS-2@PEG=228.9+79.3) are very similar to real size
determined by TEM (Fig. S1), and Pdl values are clearly lower than GFS suspensions (Table S1).
Moreover, PEGylation significantly reduces aggregation in PBS (although does not fully suppress
it), allowing to prepare reasonably stable suspensions of these nanoparticles. Besides,
PEGylation contributes to minimize the immunogenic reaction under iv administration [31].
Powder X-Ray reports reveal that GF structure is fully retained after the silica coating process
(Fig. S2 in Supplementary Information). Also, the final PEGylation step does not involve any
significant change in the XRD pattern. Gd(H20)4[Fe(CN)6] crystallizes in the orthorhombic

system with Cmcm space group and cell parameter of a = 7.4016(3) A, b =12.78813(14) A, and c
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=13.5980(12) A. In addition, it is remarkable that the nanosized material XRD patterns are fully

comparable to that of the bulk compound [23].

Electronic microscopy study (Fig. 2) confirms the formation of monodispersed nanoparticles
with a thin (6-10 nm width), continuous and homogenous silica shell over Gd(H20)4[Fe(CN)6]
core. EDS analysis is consistent with the expected PB analog stoichiometry (Gd:Fe atomic ratio
= 1), although there are small deviations that we attribute to the accuracy of the analytical
technique over single nanoparticles. Moreover, the spatial distribution of Si, Gd and Fe in
isolated particles can be observed by elemental mapping (Fig. 2i-l), which illustrates the
homogeneous distribution of Gd and Fe in the core, as well as the solely presence of Si at the
shell. This can be clearly stated in Fig. 2d, which shows EDS line scans corresponding to the
different elements present inwards (Gd, Fe) and outwards (Si). In addition, no change is
observed in the closely packed structure of the PB analog and estimation of interplanar distance
over the [112] plane by TEM matches reasonably well the theoretical calculation from Bragg’s
law (Fig. 2g-h). FTIR reports display two peaks at 2140 and 2150 cm-1 corresponding to
stretching vibration of Fe-CN-Gd bond, and an additional st vibration at 2070 cm-1 (Fig. S3 in
Supplementary Information). The low energy signal is originated from ferrocyanide [Fe(CN)6]*,
which is probably generated by ferricyanide [Fe(CN)6]* reduction by alcohol during the
synthesis [36].
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Fig. 2. Electron microscopy study of as-synthesized GFS materials. (a,b): GFS-1 sample general images by
TEM (a) and FESEM (b). (c) High resolution TEM image of a GFS-1 nanorod showing its core-shell nature.
The inset shows an artistic representation. (d) EDS line scans of a GFS-1 nanorod depict the changes in
composition from particle outer surface to the inner core. (e) GFS-2 sample general image by STEM. (f)
High resolution TEM image of GFS-2 nanocross showing its core-shell nature. A magnification of this
picture in (g) allows to observe the PB analogue closely packed structure at the [112] plane. Also,
interplanar distance calculation by TEM over 10 sheets (h) matches quiet good the theoretical calculation

from the Bragg’s law. (i-I) EDS elemental mapping pictures of a GFS-2 nanocross.

Small peaks in the range 1610-1630 cm™ are assigned to § (H-O-H) vibration [37]. Conversely, a
sharp v (H-O) signal is present at 3610 cm™ and an intense broad band v (H-O-H) is observed in
the range 3000-3550 cm-1.37,38 After endowing the GF particles with the silica coating, a new
broad signal centered at 1085 cm-1 appears, corresponding to v (Si-O-Si) vibration. In addition,
PEGylated samples show small peaks in the range 2850-2950 cm?, which are due to v (C-H) of

methylene groups.

The silica coating reveals itself crucial for the stability of these hybrids in physiological fluids. GF
material is partially soluble in water and physiological fluids, leaching significant quantities of
metal cations over a short period. To study this we dispersed GFS-1@PEG at 37 2C in isotonic
glucose 5 wt% medium or in SBF and monitored the leached metal concentration by ICP/ICP-MS
(Fig. S4 in Supplementary Information). Unfortunately, in these testing conditions, most of the
released Gd** is quickly precipitated as Gd(OH)3-xH20, remaining in the dialysis bag as a white
powder, so the obtained Gd** concentration in dialysis samples is very low and can’t be used as
a pattern of metal leaching (total Gd** quantity measured in solution by ICP-MS was lower than
0.5 %). In this context, Fig. S4 in Supplementary Information shows only Fe3* leaching in glucose
5% solution (as determined by ICP) and in SBF (as determined by ICP-MS). We observed
negligible metal leaching in the first 4 h (<1 %) and about 5-11 % at 24 h, which makes this
material suitable for in vivo MRI (image acquisition takes place no longer than 1-2 hours after iv
administration). Furthermore, even after 7 days, the concentration of leached metals was lower
than 25% in both mediums. This is also important, as it implies very slow particle degradation,
which should allow almost complete particle elimination by renal and biliary routes before

reaching toxicity [39].

It is noticeable that the coating process is determinant not only to prevent PB analog solution in
aqueous medium, but also to increase hybrid surface area, as the highly packed Gd-Fe structure
is difficult to functionalize with organic ligands. In this sense, the adsorption pattern obtained

from the nitrogen isotherms over silica covered samples correspond to amorphous, non-porous
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materials, with an external surface area over 60 m?g? (Table S1 and Fig. S5 in Supplementary
Information). This is enough for subsequent incorporation of different functionalities, as

therapeutic agents, targeting compounds and/or PEG molecules.
Relaxivity measurements and in vitro MRI

The efficacy of GFS material as T1- and T2 MRI CA was evaluated by measuring the longitudinal
(r:) and transversal (r:) nuclear magnetic relaxation rates of water proton in aqueous
suspensions at room temperature and magnetic field of 3 T and 9.4 T. Stable colloids were
prepared in aqueous xantham gum (0.1 wt%) solution with M3 concentration in the range 0-
1.00 mM (Gd* for T1, Fe* for T2). Relaxivity values were determined by using the following

expression: [40]

Where i = 1 or 2 values, respectively, for longitudinal or transversal-weighted effect of CA.
1/Ti(w) is the global relaxation rate constant of bulk water molecules, Ti(0) is the water
relaxation time without CA, and C is the paramagnetic ion concentration. r; and r; values were
determined, respectively, from the slopes of 1/T1 (s) and 1/T2 (s) versus M3* concentration
(Table 1 and Fig. S6 in Supplementary Information). For the sake of comparison, same
measurements were carried out with commercial CA gadopentetate dihydrogen salt (Gd-DPTA,
Sigma-Aldrich). GFS-1 and GFS-2 show high r; and r; values at high magnetic field (9.4 T), of about
1 order superior to that of Gd-DPTA (Table 1).

Table 1 Longitudinal and transverse relaxivities of hybrid GFS matenals.

Sample 71 r rafr
(s mMY) (st mM™Y

By=04(T)

Gd-DTPA 4.4 4.6 1.04
GES-1 131 66.6 5.1
GES-2 11.7 586 50
GES- 1@ PEG 208 69.9 34
GEFS-2@PEG 16.7 5046 36
By=3.0(T)

Gd-DTPA 38 30 08
GES- 1@ PEG 270 351 13
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A dramatic T2 reduction is expected with regards to the commercial chelate due to the presence
of a huge population of Fe* centers in GFS samples. However, the increased r; value compared
to mononuclear species of Gd** is mostly due to the spin order of Gd** runs parallel to the local
magnetic field induced by the superparamagnetic Fe3* center domains under an external
magnetic field [17]. Also, the partial contribution of T1 shortening by Fe3* sites may enhance T1
contrast effect. This synergistic effect is possible by the extremely dense Gd* and Fe3* ion
packaging at the same crystalline structure, which are connected via cyano-bridge bonds [23].
Actually, a perspective view of the network topology of GF structure at Fig. 3 shows two different
Gd-Fe non-bonding distances, estimated as 5.509 and 5.352 A. A similar synergistic effect has
been observed when embedding Gd oxide crystallites into iron nanoparticles [21,26], and also

in other similar materials [41].

Fig. 3. (a) Perspective view of the network topology of Gd(H20)4[Fe(CN)6], where water molecules have
been removed. Gd, is at the center of the green triangular prisms; and Fe is at the center of the octahedra.
When water is considered, two water molecules coordinate to each Gd atom giving a square anti-prism
coordination for Gd. (b) Perspective view of the structure and coordination of a Gd atom in the
Gd(H20)4[Fe(CN)6] structure. Two water molecules have been omitted for clarity. Two different non-

bonding distances Gd-Fe appear, 5.509 A (4) and 5.352 A (2).

At this point, we are aware of the fact that the external silica coating could be an issue over the
magnetic properties of GFS samples, mostly over longitudinal relaxation. According to Solomon-
Bloembergen-Morgan theory, T1 shortening is related to directly bound water molecule
interactions over magnetic centers, corresponding to the inner sphere relaxation mechanism
[7,8]. This interaction is hindered in nanoparticles fully covered with an homogeneous and non-
porous silica shell. However, contrast agents can display relaxivity even when there is no water
in the inner coordination sphere, and in this case the relaxivity comes from outer sphere
contributions, where water molecules hydrogen bonded to silica surface are relaxed via dipolar

mechanisms [42].
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Moreover, r; gain is clearly higher for PEGylated samples (of about 60% for GFS-1 and 45% for
GFS-2, Table 1). As T1 shortening is mainly related to the chemical exchange of protons with M3*
centers at the water sphere regime, it should improve when particle external surface area
increases [7,8,42]. In this context, PEGylation may stabilize the magnetic colloid by reducing
particle aggregation and hydrodynamic diameter (Table S1 and Fig. S1 at the Supplementary
Information), which promotes surface interaction with water molecules. Here, other authors
have reported the strong effect of PEGylation over water exchange and water molecule access
to Gd** centers, and its influence over longitudinal relaxivity [43]. Conversely, PEGylation shows
a modest effect over transversal relaxivity (a very short increase of 2-4% at BO= 9.4 T, Table 1),
as r is little dependent on metal ion hydration, mean residence time of the water molecule in

the first coordination sphere, and the tumbling rate of the species.

In the same line, the modest r; increase in GFS-1 and GFS-1@PEG hybrids with regards,
respectively, to GFS-2 and GFS-2@PEG samples is assumed as consequence of the smaller
particle size [44]. Such effect is even stronger at lower magnetic field intensity (3 T), with the
r2/r; ratio getting close to 1 (GFS-1@PEG sample, Table 1). This, together with a relatively high

r2 value prompt the use of GFS material as T1-T2 dual-modal MRI CA.

To further check this capability, phantom MRI images with GFS-1@PEG sample (Fig. 4) were
collected. For the purpose of comparison, two regular T1-agents, commercial Gd-DPTA chelate
(r1=4.1 mM-1s-1, r, = 3.3 mM-1 s-1) and Gd-Si oxide nanoparticles (GdSi, r; = 5.6 mM-1s-1, r,
= 8.2 mM-1s-1) [28], were also tested. The phantoms were scanned with a single slice in coronal
orientation. Fig. 4a shows the T1-weighted images of the different materials at variable CA
concentration based on Gd* content. Both GdSi and Gd-DPTA display a similar signal
enhancement depending on concentration. However, GFS-1@PEG presents a much stronger
contrast effect, due to the described synergistic effect between Gd** and Fe3* magnetic centers.
Such differences are stressed in a T1-weighted image of a single slice in transversal orientation
obtained at 1 mM of Gd* (Fig. 4b). In addition, Fig.4c presents the T2-weighted images
corresponding to these samples at variable M3* concentration (Gd** for GdSi and Gd-DTPA, Fe**
for GFS-1@PEG). As expected, the GFS hybrid exhibits superior dark contrast performance due

to the presence of Fe3* superparamagnetic centers.
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Fig. 4. Phantom MRI images of GFS-1 sample and two regular T1-agents, commercial Gd-DTPA and Gd-Si
oxide nanoparticles (GdSi).28 (a) T1-weighted MRI coronal slices at magnetic field of 3 T and echo time of
2 ms over varying Gd** concentration. (b) T1-weighted MRI transversal slice at magnetic field of 3 T and
echo time of 2 ms over Gd3* =1 mM. (c) T2-weighted MRI slices at magnetic field of 3 T and echo time of

203 ms over varying M3* concentration (Gd** for GdSi and Gd-DTPA, Fe** for GFS-1).
Cytotoxicity study

To validate GFS nanoparticle potential performance in a biological environment, cell viability
was assessed 24 h after incubation with the GFS-1 sample by determination of 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) conversion to its formazan form,
by following standard procedures. We used healthy fibroblasts (3T3 cell line) and three different
cancer cell lines (Hela cells, 42-MG-BA glioblastoma multiforme cells and SH-SY5Y
neuroblastoma cells) at a range of concentrations (0.25- 100 pg mL?). Results (Fig. S7 in
Supplementary Information) indicate that even at the highest particle loading, relative cell
viability was above 70%. Actually, despite MTT testing inherent limitations for accurate cell

viability determination, these results correspond to an acceptable biocompatibility profile [45].
In vivo dual T1 and T2-weighted MRI

Direct jv administration of GFS-1 nanoparticles is precluded due to the immediate and strong
reaction with serum proteins, which results in protein corona formation. This promotes
subsequent interaction with cell elements of the reticuloendothelial system, and rapid particle
clearance from blood, which are accumulated mostly in liver, spleen and lungs [46]. In order to
minimize this non-specific immunogenic process, GFS-1 nanorods were modified with a short
PEG chain, according to a known recipe [31], to give GFS-1@PEG. This way, nanoparticles are
expected to prolong their blood circulation time, finally being eliminated mainly by renal (urine)
and hepatic (biliary) routes [38,47]. Subsequently, 1 mLof a5 mg mL-1 GFS-1@PEG stable colloid
in glucose 5% was perfused into the catheterized tail vein of healthy male Sprague-Dawley rats
as a bolus (~0.05 mmol Gd kg-1 and 0.05 mmol Fe kg?). After 30 min, T1- and T2-weighted
images were acquired for 1 h by using a 7 T horizontal scanner. Previously to CA administration

images, baseline images were processed.
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Fig. 5 shows coronal T1- and T2-weighted MRI before (baseline) and after CA. For the sake of
clarity, the different regions of interest (ROls) presenting the most significant signal to noise
ratio (SNR) changes have been manually labeled over pre-injection images. SNR changes are
compiled in Table 2. T1-weighted images show clear positive signal enhancement in liver (ASNR
= 17.3 % relative to baseline, Fig. 5a,a’) and kidneys (ASNR = 6.4 %, Fig. 5c,c’). This is not
surprising as these organs receive most of the blood stream, which favors highly promoted
particle accumulation. Despite its large size and lobular shape, liver presented mostly uniform
changes in Sl, which corresponds to a homogeneous nanoparticle biodistribution over the entire
organ. In addition, T2-weighted images present strong negative contrast for liver (ASNR =27.8%,
Fig. 5b,b’), gallbladder (ASNR = 78.0%, Fig. 5b,b’) and kidneys (ASNR = 51.7%, Fig. 5d,d’). In all
cases, the contrast enhancement remains fully stable during the whole acquisition time (1 h),

although a significant extension of acquisition period should be feasible.

Table 2 Magnitude of the normalized changes in the signal to noise ratio (SNR) of T1- and T2
weighted images after iv administration of GFS-1@PEG in a Sprague-Dawley rat (0.05 mmol Gd

Kg! and 0.05 mmol Fe Kg?). Values correspond to mean ASNR averaged over 15 min after the

injection.

Region of Interest ASNR
(%)

Tl-weighted images

Liver 173

Gallbladder 0.1

Paraspinous muscle 30

Kidney 6.4

T2-weighted images

Liver 278

(allbladder 78.0

Paraspinous muscle 6.3

Kidney 317
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T, weighted T, weighted T, weighted T, weighted

CONTROL (labeled) GFS-1@PEG CONTROL (labeled) GFS-1@PEG

Fig. 5. In vivo coronal T1- and T2-weighted images acquired from a male Sprague-Dawley rat at 7 T
magnetic field. (a-j) Control (baseline) with no MNP administration. The following ROIs have been
manually labeled (red lines): 1-liver; 2-gallblader; 3-paraspinous muscle; 4-kidney; 5-stomach; 6-pancreas.

(a’-j’) Acquisition 30 min after GFS-1@PEG nanorod injection (0.05 mmol Gd3* kg%, 0.05 mmol Fe3* kgl).

Furthermore, no structural or cellular abnormalities were detected in lung, heart, spleen and
liver slices of treated animals. Fig. 6 shows some representative examples of histological sections
in a CA administered rat (Fig. 6a-h) and the same histological plates for a non-administered

specimen (control, Fig. 6i-p).

Liver histology (Fig. 6a,b and 6i,j) does not display haemorrhages in hepatic vein and arteries,
neither shows damage or abnormalities in the liver lobules cells or structure. No abnormities
were seen in spleen histology (Fig. 6¢,d and 6k,l) in the white and the red pulp. Lymph nodes
structure was normal and no signs of haemorrhages or high immune system activity were

observed.

Also, heart myocardium histology was not been affected by the CA (Fig. 6e,f and 6m,n).

Regarding pericardium and endocardium, both structures were kept intact after agent contrast

129



administration (images not shown). Finally, lung histological slices (Fig. 6g,h and 60,p) showed

no pulmonary failure signs and intact alveolar and bronchial structures.

GFS-1@PEG CONTROL

Fig. 6. (a-h) Hematoxylin/eosin staining of histological slices after administration (single bolus) of GFS-

1@PEG (0.05 mmol Gd3* kg-1, 0.05 mmol Fe3* kg2). (i-p) Same histological slices in a control specimen.

Overall, these findings indicate that PEGylated GFS material is highly biocompatible dual CAs
able to provide both positive T1 and negative T2 contrast enhancement in MR imaging. This is a
consequence of the GFS improved characteristics as MRI CA, presenting consistent stability in
biological fluids and high longitudinal and transversal relaxivity values due to the synergistic

effect between Gd** and Fe® centers in a closely packed crystalline structure.
Conclusions

The incorporation of T1 and T2 active moieties in a CA for dual-modal MRI provides
complementary information that can help to improve the safety of diagnosis. In this sense, we
have developed a novel hybrid material with high performance as MRI CA by optimizing the
synthesis of Gd(H20)4[Fe(CN)6] magnetic nanoparticles with controlled size and morphology,
covering them with a thin diamagnetic silica layer by following a biomimetic strategy for silicate

hydrolysis and polymerization at neutral pH. The obtained system shows long-term stability in
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physiological fluids because of the protecting nonporous outer shell. This material presents
longitudinal relaxivity values over one order superior to regular T1 Gd** based systems and much
stronger positive contrast in in vitro and in vivo MR images, due to the synergistic effect between
Gd* and Fe® magnetic centers closely connected via cyano-bridge bonds in a highly packed
crystalline structure. In addition, the GFS hybrid exhibits transversal relaxivity data comparable
to that of iron oxide nanoparticles, which provides strong dark contrast performance in in vitro
and in vivo MRI. The lack of cytotoxicity checked in different cell lines and the absence of
histological damage observed in the main organs of tested animals indicate a good biosafety
profile, stressing the potential of this CA in clinical applications. With regards other proposed
T1-T2 dual mode CAs, these nanoparticles present very homogeneous composition and constant

Gd:Fe atomic ratio, providing reproducible quality in MRI signal.
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Abstract: We describe the synthesis, characterization and application as contrast agents in
magnetic resonance imaging of a novel type of magnetic nanoparticle based on Gd-Si oxide,
which presents high Gd** atom density. For this purpose, we have used a Prussian Blue analogue
as the sacrificial template by reacting with soluble silicate, obtaining particles with nanorod
morphology and of small size (75 nm). These nanoparticles present good biocompatibility and
higher longitudinal and transversal relaxivity values than commercial Gd3* solutions, which
significantly improves the sensitivity of in vivo magnetic resonance images.

Keywords: Prussian Blue analogues; Gd-Si nanoparticles; magnetic resonance imaging; contrast
agent

1. Introduction

One of the main reasons why cancer is a major medical challenge of the 21st century is that, in
many cases, therapy success is mostly affected by timely diagnosis and prognosis. In this sense,
it is crucial to find novel approaches of diagnostic techniques capable of detecting the
malignancy at early stages. Here, magnetic resonance imaging (MRI) is a non-invasive technique
in medical research that presents several advantages (use of non-ionizing radiation, widespread

clinical implementation, and good anatomical resolution) that make it one of the most powerful
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imaging techniques [1-3]. Contrast agents (CA) are used for multiple purposes in MRI, one of
them being the clinical detection of tumors [4]. Based on their relaxation processes, CAs are
classified as T1-positive agents of paramagnetic species and T2-negative agents of super-
paramagnetic materials. Due to their high sensitivity and detectability, Gd**-based soluble
chelates are the most representative and preferential T1 CAs in current MRI clinical applications
[5]. However, their poor pharmacokinetics profile, due to quick renal filtration, limits the
sensitivity [6]. This, consequently, requires the administration of generous CA doses, e.g.,
perfusion studies for tumor detection, which may lead to some side effects such as headache,
nausea, and dizziness [7]. Among the most significant side effects reported regarding the
administration of Gd* compounds, we find nephrogenic systemic fibrosis in patients with
impaired kidney function, hypersensitivity reactions, and nephrogenic fibrosing dermopathy,

which makes it expedient to develop alternatives to these small, soluble molecules [8].

At this point, magnetic nanoparticles (MNP) present several advantages over conventional Gd**
CAs, such as large payloads of paramagnetic metal ions, extended plasma circulating half-lives,
passive accumulation at tumor sites, and improved safety profiles [9,10]. Therefore, the
incorporation of Gd** in a stable nanocarrier points to the development of safe and efficient CAs
for MRI. In this context, silica nanomaterials have been recently considered to be excellent
candidates for the preparation of drug delivery systems and CAs. Firstly, their textural properties
favor the loading of significant quantities of therapeutic molecules within pore channels.
Secondly, it is possible to obtain nanoparticles of these materials, which results in an accurate
control over pore structure, particle shape and size [11,12] and, finally, the silanol-containing
surface can be easily functionalized, introducing additional features that allow imposing
targeting delivery [13]. Furthermore, biocompatibility test results have shown the potential of
these materials in the preparation of pharmaceutical forms that might find application in

diagnostics and customized medicine [14].

The first attempt to create a silica-based Gd** CA was by incorporation, by covalent bonding or
by confinement, of a Gd** chelate [15-23]. This way, highly paramagnetic conjugates may be
obtained, in some cases with very impressive longitudinal (r;) and transversal (r;) relaxivity
values. However, Gd** concentration in these conjugates is usually low, which reduces the
sensitivity for in vivo applications. Moreover, metal leaching in biological fluids is not always
negligible, which may hinder administration of recurrent doses. More stable CAs can be
prepared by doping the silica matrix with Gd** cations [24-29], but the paramagnetic center
density in the silicate network remains limited. A possibility to increase the number of metal

centers per particle and to avoid toxicity issues is to protect small gadolinium nanoparticles with
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a silica shell [30-37]. These systems are very stable in physiological medium and their main
drawback is the low accessibility of the Gd** sites to water molecules, due to the confining
effects developed over the silica coating. It must be considered that the r; relaxivity is highly
dependent on the number of water molecules coordinating to each metal ion in the first
hydration sphere (q), which plays a detrimental role in MRI properties of these materials,
especially when the present trend in clinical MRI is moving towards the use of higher magnetic

field strength to obtain a better signal to noise ratio (SNR).

In order to increase the number of metal centers per particle, without reducing the water
accessibility, an alternative is to develop Gd silicate-based MNP, where the high ion density and
a disordered structure allow for efficient interaction of most Gd3* sites with the surrounding
water [35]. On this basis, we introduce here a novel approach for the synthesis of Gd-Si oxide
nanoparticles with high Gd** atom density and excellent stability in physiological conditions. For
this purpose, we used an optimized method developed by our group [38], wherein Prussian Blue
analogue (PBA) Gd(H20)4[Fe(CN)6] is used as a sacrificial template by reacting with soluble
silicate. By overlapping kinetics of silica condensation with [Fe(CN)6]* removal, we are able to
synthesize particles of an oxide nanocomposite with equal shape and size than former PBA
crystallites. The resulting material presents nanorod morphology, small particle size (75 nm
average length), and shows good r; and r; relaxivity values in a 3 tesla (T) magnetic field,

improving positive contrast of in vitro and in vivo MRI images.
2. Results and Discussion
2.1. Materials Preparation and Characterization

Scheme 1 depicts the strategy to synthesize pre-formed Gd-Si oxide nanoparticles. Firstly, an

improved method for the preparation of GdFe PBA with small particle size was developed.

~ T2
5 an N, ' B
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Gd(H,0),[Fe(CN),] Gd(OH), SI0,XH,0 Gd{OH), 510, xH,O@PEG

{1) GA{NO,),-6H,0 in ELOH:H,0 (2.5:1 v/v)
{2) Na,SIO, In EtOM:H,0 {2.5:1 v/v)

{3) APTES In anhydrous toluene

{4) PEG, In anhydrous CH,Cl,

Scheme 1. Synthesis layout of Gd-Si oxide nanorods using Gd(H20)a[Fe(CN)s] as a sacrificial template.

Rod-shaped, monodispersed, high-purity particles of 94 nm average diameter were obtained

(see Table 1). The crystal structure of the tridimensional coordination network
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Gd(H20)4[Fe(CN)6] has been recently solved [39]. The solid crystallizes in the orthorhombic
system with Crem space group and cell parameter of a = 7.4016(3) A, b = 12.78813 (16) A, and
c = 13.5980(12) A . This nanosized MOF presents a fully comparable powder X-ray diffraction
(XRD) pattern to that obtained for the bulk compound (Figure 1). Moreover, crystal composition,
as determined by energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis (EDS) analysis, is very
homogeneous, with uniform Fe and Gd distribution within the particles, as revealed by
elemental mapping results (Figure 2), which is strongly consistent with the stoichiometry of the

metal-organic framework (MOF).

Table 1. Compositional and textural characteristics of as-synthesized materials

Atemic Co itom (%) © Size Area BET
Sample Molecular Formula o mposition { e nm) .:m?a 1 b

cd Fe si TEM* DLs * B
GdFe GdiHy O [Fe(CMN)g] 528 7.2 - 947 + 355 nde nd ¢
Gdsi  GA{OHp- 380, yHoD 188 13 B0.1 FEI M0 0 B 19,0

T As determined from the energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis (EDS) study; ! Bronawer-Emmett-Teller
(BET) surface anea analysis; © Awvg — 5D, as determined by transmissicn elechron microscopy (TEM) measurement
of at least 200 particles; * Diffuse Light scattermg (DLS); © nd = not deternuned.

Mz

{11

2 thetal(®)

Figure 1. Powder X-ray diffraction (XRD) pattern of as-made GdFe nanorods
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Figure 2. Electron microscopy study of as synthesized GdFe nanorods. (a,b): Transmission electron
microscopy (TEM) (a) and field-emission scanning electronic microscopy (FESEM) (b) images; (c) Scanning
transmission electron microscopy (STEM) image with energy-dispersive X-ray spectroscopy analysis (EDS)
line scans. Legend: blue line = Gd; red line = Fe; (d,f): STEM image (d) and EDS mapping pictures of one
GdFe nanorod (e,f).

Such GdFe small crystallites are partially soluble in neutral water, and an ion exchange reaction

takes place in alkaline solution resulting in complete MOF dissolution, as follows Equation (1):

Gd(H,0),|Fe(CN);|(s) + 30H™ (ag) «» Gd(OH)s(s) + [Fe(CN)4|* (aq) + 4H,0 (1)

This reaction can be carried out in the presence of silicate ions, the hydrolysis of which provides
enough OH" concentration for the transformation. Therefore, under optimized conditions, it is
possible to overlap ion exchange of the PBA with the hydrolysis of the conjugate base, and, as a
consequence, a simultaneous and stoichiometric condensation of gadolinium hydroxide and
silica takes place. This process is defined by Equation (2):

2Gd(H20)4[Fe{CN)g|(s) + 35i052 (aq) + 3(1 + x)H20

«+ 2Gd(OH)a. 35105 xHaO(s) + 2[Fe(CN)s[* (aq) + 4H20 (2)

Dense, monodispersed Gd-Si oxide nanoparticles (GdSi) are obtained mostly preserving the
original rod shape and size of the sacrificial GdFe crystals. The reaction proceeds slowly at room
temperature in a silicate solution (EtOH:H,0, 2.5:1 v/v). This way, MOF particles are gradually
consumed, releasing Fe(CN)¢> as hydroxide ions diffuse inward, and a composite of Gd(OH)s; and
SiO; is formed. The powder XRD pattern shows an amorphous material (figure not shown), with
BET surface area of about 19.0 m? g and low porosity (Table 1). This nanohybrid low crystallinity
is due to mutual inhibition of crystal growth between the highly-dispersed Gd(OH); and SiO;
[40].

Electron microscopy study by TEM and FESEM (Figure 3) confirms that morphology does not
experience significant changes, although nanosized rods present a slightly smaller average
diameter (75 nm). As already detected with other morphologies at the nanoscale [38], our
transformed particles are fully dense, what contrasts with observations by Lou and co-workers
over Prusian Blue microbox derivatives [40,41]. We attribute such different material features to
the nanoscale, as the inward OH ion diffusion is faster in smaller particles and 2Gd(OH)s 3SiO,-
xH,0 moiety precipitates quickly to refill the empty space left by released [Fe(CN)¢]* species.
EDS analysis is consistent with the expected stoichiometry (Gd:Si atomic ratio of about 2:3), and

demonstrates almost complete iron removal (Table 1). Moreover, the spatial distribution of
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Gd(OH); and SiO; in isolated particles can be clearly seen by elemental mapping (Figure 3c—h),

which illustrates both the homogeneous distribution of Gd and Si, and iron extraction.

The GdSi sample presents a good stability pattern for use in biological medium. In this context,
the hydrodynamic diameter, as determined by diffuse light scattering (DLS) (Figure 4), is 83.9 +-
44.1 nm, is very close to that determined by TEM, and with a narrow size distribution, which
indicates that most of the particles are monodispersed. Furthermore, dissolution tests carried
out for 24 h in phosphate buffer saline (PBS) and in an isotonic glucose aqueous solution

revealed no detectable leaching of Gd** and/or Si** cations in the incubation medium.

Figure 3. Electron microscopy study of GdSi nanorods obtained by alkaline transformation of GdFe
precursor. (a,b): TEM (a) and FESEM (b) images of GdSi nanoparticles; (c) EDS elemental analysis; (d) STEM
image with EDS line scans. Legend: blue line = Gd; red line = Fe; green line = Si; (e—h) STEM image (e) and

EDS mapping pictures of two GdSi nanorods (f-h).
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Figure 4. Particle hydrodynamic diameter of GdSi sample as determined in water by DLS.

2.2. Relaxivity Measurements and In Vitro MRI
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The efficacy of GdSi as T1- or T2-weighted CA for MRI was evaluated by measuring the
longitudinal (r:) and transversal (r2) nuclear magnetic relaxation rates of water protons in
aqueous suspensions at 3 T and room temperature. Stable colloids were prepared in aqueous
xanthan gum (0.1%) solution with Gd** concentration in the range 0—-1.00 mM. Relaxivity values

were determined by using the following expression [42]:

=— 1 (3)

Where i = 1 or 2 values, respectively, for longitudinal or transversal-weighted effect of CA. 1/Tiw)
is the global relaxation rate constant of bulk water molecules, Ti(g) is the water relaxation time
without contrast agents (CA), and C is the paramagnetic ion concentration. Therefore, r; and r;
values were determined, respectively, from the plot slopes of 1/T; (s2) and 1/T» (s2) versus Gd**
concentration (mM, Table 2 and Figure 5). For the sake of comparison, same measurements
were carried out with commercial CA gadopentetate dihydrogen salt (Gd-DTPA, Aldrich). CAs
can be classified according to their T1 or T2 lowering activity. Moreover, when ry/r; value is close
to 1, application as a positive (bright) CA is favored, whereas if this ratio increases far from 1 the

CA works better for negative (dark) contrast [43].

Sample ryfs LomM ! rals 1 omM ! ralry
GdSi 5.6 B2 14
Gd-DTPA 4.1 13 0.8

Table 2. Relaxivity properties for sample GdSi sample and commercial gadopentetate

dihydrogen salt (Gd-DTPA).
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Figure 5. T; (a) and T, (b) relaxation rate measurements vs concentration of GdSi aqueous

solutions (0.1% xanthan gum) at a magnetic field of 3 T. Legend: () GdSi; () Gd-DTPA.
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As it can be seen in Table 2, GdSi sample shows longitudinal and transversal relaxivity values,
respectively, 1.4 and 2.5 times higher than those corresponding to the soluble Gd3* complex.
This is in agreement with other authors’ observations for different Gd silicate nanoparticles [37].
At this point, the high Gd concentration (320 mg/g) present in this material should be
considered. With regards to the mononuclear Gd* complex, such a large density of
paramagnetic centers in the nanoparticle shortens T1 and T2 scores due to a cooperative effect
and accessibility of all Gd** centers (surface and core) [39]. Therefore, it is noticeable that no
diffusion restrictions are present between water molecules and Gd** sites located in the silicate
matrix. Additionally, it must be taken into account that the presence of a small Fe3* quantity in
the as-synthesized GdSi sample (Table 1) might contribute to a reduced T2 value. In this sense,
with a ro/r; ratio of about 1.5, this material is expected to improve MRI images mostly in positive
contrast. To further check the capability of the GdSi nanomaterial, we collected phantom MRI
images (Figure 6). The phantom was scanned with a single slice in coronal orientation with
variable CA or gadopentetate concentration. Results show that T1 images become progressively
brighter as nanoparticle content increases (Figure 6a,b). Furthermore, T2-weighted images
become darker with Gd3* concentration, but with lower significance than the positive contrast
(Figure 6c¢). In all cases, the sensitivity of this system is higher than that of the commercial Gd**
chelate. This encouraged us to test these MNPs in biological conditions, as described in the next

two sections.

omM 0O05mM O010mM 030 mM 100 mM T OmM O0SmM 030mM O20mM 1 o0 st
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Figure 6. T1-weighted (left) and T2-weighted (right) magnetic resonance imaging (MRI) slices of GdSi

aqueous solutions (0.1% xanthan gum), with varying Gd3* concentration, at magnetic field of 3 T and echo

time of 2 ms (T1) and 203 ms (T2).
2.3. Cytotoxicity Test

In order to validate the potential performance of the Gd-Si nanoparticles in a biological
environment, cell viability was assessed 24 h after incubation with the GdSi sample by measuring
the conversion of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to its
formazan form following standard procedures. For these experiments we used healthy
fibroblasts (3T3 cell line) and several cancer cell lines (Hela cells, 42-MG-BA glioblastoma

multiforme cells and SH-SY5Y neuroblastoma cells) at a range of concentrations (0.25—-100 pg -
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mL?). Results (Figure 7) indicate that cell survival was always of about 70% or higher, even at
maximum particle concentration. Despite MTT assay limitations for accurate cell viability

determination, these results correspond to an acceptable biocompatibility profile.
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Figure 7. In vitro 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) cell viability assays
in different cell lines incubated with variable concentrations of GdSi magnetic nanorods (mean+- SEM, n

=4). Top X-axis indicates the concentration of equivalent Gd3*
2.4. In Vivo MRI Studies Imaging

It is well known that when introducing non-protected nanoparticles in blood, these suffer from
strong protein adsorption, resulting in protein corona formation, which promotes further
interaction with cell elements of the reticuloendothelial system (RES) [44]. As a consequence,
particles are rapidly cleared from blood and accumulated in RES tissues, mainly the liver, spleen
and lungs. Consequently, for the in vivo study of GdSi contrast material, we firstly modified
nanorod surfaces with a short polyethyleneglycol (PEG) chain, according to a recipe developed
by our group [45]. This way, nanoparticles are expected to prolong circulation in the blood
stream, finally being removed from the body mostly by renal (urine) and hepatic (biliary) routes
[46,47]. Then, 1.0 mL of a 5 mg-mL™ GdSiees stable colloid in glucose 5.5% was perfused into the
catheterized tail vein of healthy male Sprague-Dawley rats as a bolus (0.04 mmol Gd kg™).
Subsequently, T1- and T2-weighted images were acquired before (baseline) and after the
administration of the CA by using a 7 T horizontal scanner. Figure 8 shows coronal T1-weighted
images depicting kidneys (Figure 8a,b, red arrows) and liver (Figure 8c,d, red arrows),
respectively, before (Figure 8a,c) and after (Figure 8b,d) CA administration. These organs receive
most of the blood stream showing highly significant particle accumulation, which promotes a

noticeable MRI T1 contrast enhancement. Kidneys showed a 7% increase in the MRI signal
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intensity (SI) after the CA administration. Liver presented non-homogenous changes, probably
due to restricted nanoparticle biodistribution and pharmacokinetics, with some areas depicting
large changes up to 21% (Figure 8c,d, arrowhead), whereas other areas showed no changes or
even a decrease in Sl. The contrast enhancement in the liver stands for at least one hour, the
time we followed the contrast agent by MRI. We can hypothesize that contrast will be enhanced
for longer because when we stopped the acquisition we were still able to detect a signal intensity

enhancement with respect to baseline.

We are aware that similar MRI T1 contrast increase has also been recently reported with other
paramagnetic nanoparticles [48,49]. However, the GdSi system shows improved stability and a
superior safety profile in biological fluids, as no cation leaching was observed in dissolution tests
carried out for 24 h. Moreover, although this is not the aim of this work, in the case of application
to tumor development study, GdSi nanoparticle delivery to cancer cells may be promoted by
surface incorporation of specific moieties that target upregulated peptides in rapidly-dividing

cells [50].

Conversely, despite the good MRI in vitro results formerly presented for T1, we must say that no

significant change was observed in T2 weighted images following CA administration.

Figure 8. In vivo coronal T1-weighted images acquired from a male Sprague-Dawley rat at 7 T magnetic

field. (a,c) Control (baseline) with no MNP administration; (b,d) Acquisition 30 min after GdSi

nanoparticles injection (0.04 mmol Gd** kg'); Red lines show up kidneys (a,b) and liver (c,d).

3. Experimental Section
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3.1. Materials

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), except Gd(NOs)s: 6H,0
(ABCR, Karlsruhe, Germany) and HPLC grade solvents (Scharlab, Barcelona, Spain). Gd-Si oxide
nanoparticles protected with a PEG external coating were synthesized in a three-step process

(Figure 1).

Hela cell line, D6-3T3 (fibroblasts cells), 42-MG-BA (glioblastoma multiforme cells), and SH-SY5Y
(neuroblastoma cells), were purchased from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Braunschweig, Germany. Reagents used for cells growth were MEM Eagle, RPMI
Medium 1640, DMEM, and Ham (F12) Nut MIX (Gibco BRL-Life Technologies, CA, USA)
fetalbovine serum (FBS), and penicillin/streptomycin solution (Pen-Strep). Dimethyl sulfoxide
(DMSO) and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Male Sprague-Dawley rats (250-300 g) (three specimens) were acquired from Janvier Labs
(France) and maintained under a 12/12-h light/dark cycle (lights on 07:00-19:00 h) at room
temperature (22 +- 29C), with free access to food and water. Rats were housed in group and
adapted to these conditions for at least one week before experimental manipulation. All
experiments were approved by the local authorities (CSIC-UMH) and were performed in
accordance with Spanish (law 32/2007) and European regulations (EU directive 86/609, EU
decree 2001-486).

3.2. Synthesis of Gd(H.0)4[Fe(CN)e]

Firstly, we prepared the (EtsN)s[Fe(CN)e] precursor following a known recipe [51]. Briefly, 3.3 g
(10 mmol) of K3[Fe(CN)e] and 6.3 g (30 mmol) of Et4NBr were dissolved with 200 mL of methanol
in a 500 mL flask connected to a nitrogen line, and stirred at 302C for three days under N,
atmosphere. The mixture was filtered off and the filtrate was concentrated to approximately 10
mL by rotary evaporation. The resulting solution was stirred with 100 mL of ethyl ether and the
yellow precipitate was collected by filtration. The crude was dissolved in 150 mL of refluxing
acetonitrile and the solution was allowed to cool, obtaining (EtsN)s[Fe(CN)e¢]. For nanosized
Prussian Blue analogue preparation, Gd(NOs)s: 6H,0 (0.86 g, 2.5 mmol) were dissolved in 50 mL
of EtOH:H,0 (2.5:1 v/v). Then, a solution of the previously-synthesized (EtsN)s[Fe(CN)e] (1.5 g,
2.5 mmol, in 15 mL methanol) was added and the mixture was left for a day at room
temperature. The precipitate was filtered off, washed with ethanol, and vacuum dried to yield

118 mg of an orange powder (GdFe).
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3.3. Synthesis of GdSi Oxide/hydroxide Nanocomposite

Dense, Gd(OH)s: 3Si0,- xH,0 nanoparticles (GdSi) were prepared by modification of a previously
reported method [40,41]. Gd(H20)4[Fe(CN)e] (550 mg, 1.25 mmol), was suspended in 278 mL of
EtOH:H,0 (2.5:1 v/v) with vigorous stirring. Then, 3-cyanopropiltrichlorosilane (697 uL, 4.50
mmol) was added and, after 30 min, 3.5 mL ammonia solution and 11 mL of sodium silicate
solution (0.54% SiO,, 2.69 mmol) were introduced. The reaction was allowed to proceed for 48
h. Non-reacted silicate ions were removed by subsequent centrifugation (484 g, 2 h), and the
obtained white solid was washed repeatedly with milliQ water, centrifuged again (1935 g, 30
min), and further freeze dried (-55 2C, 16 h).

In order to modify the GdSi surface, we used a method previously described by our group [45].
375 mg of Gd(OH)s- 3Si0;- xH,0 was dried at 802C and vacuum (8 torr) for 24 h. Afterwards, 7.4
mL of anhydrous toluene was added and the mixture was heated to reflux. Then, 728 pL
(3.13mmol) of 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) was added and the mixture was stirred for
3 h. The obtained product was filtered off, washed with toluene and methanol and freeze-dried
(-55 oC, 16 h). Next, 156 mg of the above material was suspended in 15.6 mL of anhydrous
dichlorometane. Then, 195 pL of diisopropyl amine were injected under nitrogen atmosphere.
Afterwards, 234 mg of 2,5,8,11-tetraoxatetradecan-14-oic acid succinimidyl ester (PEG4) was
added. The reaction was stirred overnight at room temperature. Later, the solvent was removed
under reduced pressure and the nanoparticles were suspended in 100 mL of ethanol with
stirring. Subsequently, the suspension was filtered off and washed with ethanol (300 mL).

Finally, the material (GdSipes) was freeze-dried (-55 2C, 16 h).
3.4. Materials Characterization

Powder X-ray diffraction (XRD) patterns were collected in a Philips X'Pert diffractometer
equipped with a graphite monochromator, operating at 40 kV and 45 mA and using nickel-
filtered Cu Ka radiation (A = 0.1542 nm). Liquid nitrogen adsorption isotherms of 200 mg of
sample were measured in a Micromeritics Flowsorb apparatus. Surface area calculations were
done by the BET method. Samples for transmission electron microscopy (TEM) were
ultrasonically dispersed in a mixture of EtOH:H,0 (2.5:1 v/v) and transferred to carbon-coated
copper grids. TEM and scanning transmission electron microscopy (STEM) micrographs were
collected in a JEOL JEM 2100F microscope operating at 200 kV. The quantitative energy-
dispersive X-ray spectroscopy analysis (EDS) was performed in an INCA Energy TEM 250 system
from Oxford Instruments, working with a SDD X-MAX 80 detector. Field-emission scanning

electron microscopy (FESEM) micrographs were collected in a ZEISS Ultra 55 microscope
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operating at 2 kV, with a 2 - 10° A beam current and 2.5 mm as the working distance. Infrared
spectra were recorded at room temperature in the 400-3900 cm™ region with a Nicolet 205xB
spectrophotometer, equipped with a Data Station, at a spectral resolution of 1 cm™ and
accumulations of 128 scans. Samples were outgassed at 400 2C under vacuum during 1 h for
complete water removal before acquisition. Finally, water and organic (PEGs) content were
calculated from elemental analysis (FISONS, EA 1108 CHNS-O) and thermogravimetric (TGA)
measurements (Mettler-Toledo TGA/SDTA851.).

3.5. Stability Assays

GdSipec material stability in physiological medium was monitored by solution assay in phosphate-
buffered saline (PBS, 1X) or glucose aqueous solution (5.5 wt. %). 5 mg of the corresponding
material were stirred in 1 mL at 1500 rpm and 37 2C in a Thermomixer® for 24 h. Then, samples
were centrifuged (16,100 g, 15 min) and supernatant metal cation concentration was analyzed

by inducted couple plasma (ICP).
3.6. Cell Biocompatibility

The different cell lines were cultured in 96-well cell culture plates with the seeding densities
shown below in a final medium volume of 200 uL/well: HeLa 10,000 cells/mL; fibroblast 3T3 and
glioblastoma 42-MGBA 50,000 cells/mL and neuroblastoma SH-SY5Y 100,000 cells/mL. Hela
cells were grown in MEM (Earle’s), 3T3 cell line in DMEM, 42-MGBA cell line in MEM (Earle’s)
and RPMI 1640 (1:1), and SH-SY5Y cell line was cultured in a DMEM and Ham (F12) Nut MIX
(1:1). Cell media were supplemented with 10% FBS and Pen-Strep 1:100 (v/v). The plates were
cultured 24 h at 37 2C and 5% CO2 injection in air. After 24 h cells were treated with the CAata
concentration range of about 0.25-100 pg/mL in RPMI medium. Cells with nanoparticles were
incubated at 37 2C for 24 h and 5% CO2. All concentrations were tested in triplicate and negative

controls with no nanoparticles were also carried out.

Cell viability was measured using the 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) assay. Briefly, 200 pL/well of MTT/PBS (1 mg/mL) were added and the plates
were incubated at 37 oC for 3 h. Formazan crystals were dissolved with 100 uL DMSO and then
absorbance at 595 nm was measured with a 1681130 iMark™ Microplate Reader. Absorbance
values were normalized with respect to the control and expressed in percentage using the next

Equation (4):

. R ODss TEST 35 LE
Relative cell viability FS TEST SAMPLE ., 100 (4)

ODss conTrOL
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Data statistical analysis was performed applying arithmetic’s means and error bars of statistical

error means (SEM) using MATLAB (MathWorks).
3.7. 'H NMR Relaxometry Study and In Vitro MRI.

Relaxivity determinations and MRI studies were carried out in a clinical 3 T MRI unit (Philips
Achieva 3 T X-Series; Philips Healthcare, The Netherlands) with an eight-channel phased array
head coil. The phantom was scanned with a single slice in the coronal orientation, obtaining a
transversal view of all tubes filled with variable CA concentration. Geometric parameters remain
equivalent between the T2 and T1 estimation sequences (field of view 220 x 220 mm?, slice
thickness 5 mm and 1.0 x 1.0 mm? in plane resolution) sharing the same spatial localization. A
multi-echo spin echo sequence was used to estimate T2 values acquiring 32 echoes ranging from
14 to 231 ms (ATE = 7 ms) with a sequence TR of 2000 ms. T1 values of each tube were estimated
using a look-locker inversion recovery acquisition with 107 inversion times ranging from 6.51—
5306.51 ms, with an inversion time interval of 50 ms. A new inversion pulse was applied every
6 s to avoid signal saturation due to extremely close inversion pulses. To reduce the influence of
readout excitation pulse in the final T1 values, an excitation flip angle of 52 was applied during
the TFE shot [47]. With regards to image analysis, T2 maps were generated by nonlinear fitting
of the signal acquired at every TE to a mono-exponential model. The same procedure was
applied to every image pixel producing T2 maps. Moreover, T1 maps were generated by
nonlinear fitting of the signal acquired at every inversion time to the signal model described at
[52]. Asin the case of T2 maps, the same procedure was applied to every image pixel to generate
the final T1 map. Quantitative values were obtained in aqueous xanthan gum (0.1%)
nanoparticle suspensions by manual region of interest (ROI) analysis over T2 and T1 maps. A
circular ROl was placed for each tube, avoiding the border. In each ROI, means and standard
deviations were computed for further comparison. The resulting T1 and T2 values were
averaged and plotted as 1/Ti (s) where i = 1, 2 versus [Gd*] (mM), the slopes of these graphs

provided the specific relaxivities r; and r..
3.8. In Vivo MRI Studies Imaging

Rats were anesthetized in an induction chamber with 3%—-4% isofluorane in medical air (0.8-1
L/min) and maintained with 1%-2% isofluorane (IsoFlo) during the MRI experiment.
Anesthetized animals were taped down in a custom-made animal holder to minimize breathing-
related movement artifacts. The body temperature was kept at 37 2C using a water blanket and
animals were monitored using a MRI-compatible temperature control unit (MultiSens Signal

conditioner, OpSens, Quebec, Canada). The breathing rate was also measured using a custom
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designed device. Experiments were carried out in a horizontal 7 T scanner with a 30 cm diameter
bore (Biospec 70/30v, Bruker Medical, Ettlingen, Germany). The system had a 675 mT/m
actively-shielded gradient coil (Bruker, BGA 12-S) of 11.4 cm inner diameter. A H rat body
receive-transmitter resonator (Bruker BioSpin MRl GmbH, Germany) was employed. Data were
acquired with a Hewlett-Packard console running Paravision software (Bruker Medical GmbH,

Ettlingen, Germany) operating on a Linux platform.

Studies were performed by injecting 1 mL of the CA suspension (5 mg-mL?) into the catheterized
tail vein as a single bolus (0.04 mmol Gd/kg body weight), and acquiring images 30 min
afterwards. Acquisition was held for 1 h. T2-weighted anatomical images to position the animal
were collected in the three orthogonal orientations using a rapid acquisition relaxation
enhanced sequence (RARE), applying the following parameters: field of view (FOV) 40 x 40 mm,
15 slices, slice thickness 1 mm, matrix 256 x 256, effective echo time (TEe#) = 56 ms, repetition
time (TR) = 2 s, 1 average and a total acquisition time of 64 s [53,54]. Two types of images were
used to assess the effect of CA in the signal intensity in T1- and T2-weighted images. For the
former, FLASH images were acquired with the following parameters: 25 slices, 1.5 mm slice
thickness, TR = 197 ms; TE = 2.7 ms; FOV = 6.0 x 5.0 cm; Mtx = 128 x 108; averages = 4; total
acquisition time = 90 s. Three images were acquired before the CA administration (baseline) and
20 after it. For the T2-weighted images, RARE was used with the same geometry than the T1-
weighted images and the following parameters: TR = 2800 ms; TE = 48 ms; FOV = 6.0 x 5.0 cm;
Mtx = 256 x 214; averages = 8; total acquisition time = 600 s. One of these images was acquired
at the beginning (baseline) and one at the end of the experiment. Data were analyzed with Image

J (W. S. Rasband, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
4. Conclusions

Gd-Si oxide nanoparticles obtained by alkaline transformation of a Prussian Blue analogue are a
novel MRI contrast agent with higher longitudinal and transversal in vitro relaxivity values than
commercial Gd*" chelate solutions, excellent stability in physiological fluids, no significant
cytotoxicity, and easy surface functionalization. These properties prove their potential as a valid
alternative to the current CA systems used at the clinical stage, mostly in those cases where the
poor pharmacokinetics profile and potential toxicity of Gd** soluble forms can become an issue
(e.g., patients with renal failure). In this context, future studies will be focused on long-term in

vivo stability and potential toxicity of this novel paramagnetic nanocomposite.
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Introduction

A characteristic feature of solid tumours is their unique physiological and biological microenvironment,
which consists of multiple cell types and gradients of oxygen tension, nutrients and waste products which
vary as a function of distance from a supporting blood vessel [1-5]. This tumour microenvironment has
significant biological and therapeutic implications including the promotion of a more aggressive cancer
phenotype and increased cellular resistance to radiotherapy and chemotherapy [6—8]. In the search for
novel therapeutics, the use of more physiologically relevant experimental models that can mimic key
aspects of the tumour microenvironment in vitro is required [9—11]. One of the models that is currently
used is the three-dimensional multicellular spheroid, however, this model also has a number of key
limitations: (i) some cell lines do not form spheroids; (ii) although spheroid size can be controlled, cell
density within a spheroid cannot; (iii) controlling the extracellular matrix (ECM) within a spheroid is not
possible; and (iv) direct visualization of cells within the microenvironment created by the spheroid is

difficult in real-time due to the thickness of the viable rim of the spheroid (typically a few hundred
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microns) [10,12]. Analysis of the effects of the spheroid microenvironment on tumour cell biology and
drug response typically requires fixation and sectioning of spheroids [13] or cell disaggregation by
sequential disaggregation of the spheroid [14]. Although laser confocal microscopy can be used to
visualize spheroids in real-time, this technique has a maximum depth penetration of approximately 50
pum, which is not enough to visualize cells within the hypoxic region of spheroids [15]. Other techniques
such as light sheet microscopy could increase this visualization depth but these techniques are technically
challenging and not widely available [16]. There is therefore a need to develop and validate new

experimental models of the tumour microenvironment.

In this context, microfluidic systems have emerged as a potential way of recreating important aspects of
the tumour microenvironment in vitro and analysing cellular effects in real-time. These systems have been
used to visualize cellular processes in real-time such as tumour cell chemotaxis, angiogenesis, tumour cell
extravasation, tumour-stroma cross-talk and cellular responses to drugs [17-23]. However, the focus of
most microfluidic research remains within the engineering field, requiring highly specialist equipment and
resources for microdevice fabrication (for example clean room processing, slow manufacturing processes
and in-depth knowledge of fluid dynamics) [24]. Microdevices that are easier to fabricate and operate will
encourage the more widespread adoption of microfluidic devices in biomedical and pharmacological
research. This article presents an easy-to-operate microdevice which can mimic the three dimensional
architecture of multicellular spheroids, whilst at the same time generating a visible, live “tumour slice”
that allows easy monitoring of cells in different regions of the microenvironment in real-time as well as
their response to different drugs. This model also has the potential to assess the ability of drugs to

penetrate through several cell layers which can be a major barrier to effective drug treatment [25].

The microdevice comprises a central microchamber flanked by two lateral microchannels separated by a
series of projections. This design has been shown to be robust and versatile, since it allows for liquid
confinement in the central microchamber without invading the lateral microchannels [19,26,27]. For this
study, tumour cells were embedded within a collagen hydrogel thereby mimicking the ECM, and confining
cells to the central microchamber. The lateral microchannels were used to perfuse different media or
compounds and due to the configuration of the central chamber, normoxic, hypoxic and necrotic regions
were naturally generated. Colon and Glioblastoma tumour cell behaviour in different regions of the
microdevice were studied and analysed in conjugation with measurements of hypoxia and glucose
concentrations across the device. The potential of this technology for analyzing the impact of
microenvironmental parameters on drug response is exemplified by the differential cellular response to

several well-known drugs in different parts of the microdevice.
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Results
Microdevice operation and visualization of cells.

Polystyrene-based microdevices were fabricated by injection moulding, and attached to Petri dishes using
biocompatible adhesive (Fig. 1A). The microdevice was designed so that each of the microchambers could
be individually loaded with liquid without liquid spreading to adjoining chambers, allowing for the
development of a ‘3D cell culture’ system with injected hydrogel confined to the central chamber (Fig.
1B). The lateral microchannels remained hydrogel-free and effectively served as ‘surrogate blood vessels’
for the delivery of nutrients, oxygen, NK cells and drugs as required (Fig. 1C). For both the microdevice
and the spheroid experiments shown in Fig. 1D,E, adherent U-251 MG cells were trypsinized and after
detachment were labelled with Vybrant® Dio in suspension in order to fluorescently label the entire cell
population. Following 3 days of incubation in the microdevice, Vybrant® Dio labelled U-251 MG cells were
clearly visible throughout the central chamber of the microdevice (Fig. 1D). In contrast, for multicellular
spheroids formed from Vybrant® Dio labelled U-251 MG cells, only the cells on the periphery of the
spheroid were visible by confocal microscopy (Fig. 1E,F and Supporting Fig. 2). This indicates one of the
key limitations of the multicellular spheroid versus the microdevice, with Vybrant® Dio labelled U-251 MG
cells only being visible on the spheroid periphery despite there being fluorescent cellular labeling

throughout.
Analysis of fluid flow.

After loading the central chamber of the device with hydrogel (without cells) and allowing time for its
complete polymerization, 10 pl of cell culture media containing 0.2 um green-fluorescent polystyrene
beads was injected by manual pipetting through one of the lateral microchannel. Using fluorescence time-
lapse microscopy, the flow profile was analysed and observed to be completely parallel to the central
microchamber with no interstitial flow into or through the hydrogel located in the central microchamber
(Fig. 2A,B and Supporting movie 1). This indicates the high flow resistance generated by the collagen
hydrogel confined in the central microchamber. However, when volumes of 300 ul were injected through
one of the lateral microchannels, a clear interstitial flow was observed into the central microchamber
although the fluorescent sphere front did not reach the opposite lateral microchannel (Fig. 2C,D and
Supporting movie 2). The hydrogel exerted a high flow resistance, causing that major part of the fluid to
flow through the lateral microchannel (Fig. 2E). Given that the central microchamber has an internal
volume of 2 pl, this suggests that less than 1% of the injected volume (300 ul) was entering the hydrogel.
This suggests that in order to completely replace or replenish the medium inside the hydrogel a large
volume of medium (e.g. 1-2 ml) should be injected. These results show that by simply altering the volume
of solution manually pipetted through one of the lateral microchannels, it is possible to generate parallel

flow or interstitial flow as desired without the need for any additional equipment or pumps.
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Figure 1. Microdevice operation and modelling of the tumour microenvironment. (A) Appearance of the
microdevice. Microdevices are fabricated by injection moulding and can be attached to the bottom of a Petri
dish using biocompatible adhesive; three identical devices are shown. (B) Magnified image of a microdevice
with collagen hydrogel confined to the central microchamber and blue-coloured water perfused through the
two lateral microchannels to ease visualization. Droplets are located on top of the inlets to prevent evaporation.
Scale bar is 1 cm. (C) The principle of the live ‘tumour slice’: Culture medium perfused through the lateral
microchannels provides nutrients and oxygen creating physiological gradients across the device. Cells near the
‘surrogate’ blood vessels are viable, whereas oxygen-poor cells in the centre of device start to die creating a
‘necrotic core’ similar to the necrotic regions of tumours. (D) Cellular visualization in the microdevice. 20 million
U-251 MG cells/ml were embedded in collagen and pipetted into the central chamber of the microdevice. Image
shows appearance by confocal microscopy 24 h later. Cells were labelled before injection with the green-
fluorescent lipid dye Dio Vybrant® which stains cell membranes enabling all cells to be visualized. Scale bar is
400 e m. (E) Incomplete cell visualization within a multicellular spheroid due to its thickness. 10000 U-251 MG
cells were labelled with green-fluorescent Dio Vybrant® dye, in suspension to ensure all cells were equally
labelled and these were used to form the spheroid. Scale bar is 400 pu m. (F) Quantification of cellular
fluorescence across the yellow bordered regions in the microdevice and the spheroid as indicated in (D,E).
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Figure 2. Flow characterization. After collagen hydrogel polymerization, green fluorescent beads were
suspended in PBS and perfused through the left lateral microchannel. (A,B) When low volumes (10 u |) were
injected, the flow profile observed was completely parallel to the hydrogel and no sphere penetration into the
hydrogel was observed. (C,D) When large volumes (300 u I) were injected, an interstitial flow through the
hydrogel was observed, showing sphere penetration into the hydrogel. Scale bar is 400 u m. (E) Parallel and
interstitial flow are determined by the indicated parameters, where “Rhydrogel” is the flow resistance
generated by the hydrogel, and “Rchannel” is the flow resistance through the lateral microchannels.

Cell viability analyses.

U-251 MG cells were embedded in collagen in the central microchamber of the device at different cell

densities and were cultured for several days. This was to determine whether a necrotic region was formed
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within the central microchamber, which is typical of the tumour microenvironment in vivo. After three
days, for cells embedded at the highest cell density (40 million U-251 MG cells/ml) a distinct central region
or ‘belt’ of cells lacking viable calcein (CAM) staining and positive for propidium iodide (Pl) was observed
(Supporting Fig. 3). Positive Pl staining indicates loss of cell membrane integrity and is routinely used to
detect cellular necrosis and cells in the late stages of apoptosis as well as several other forms of cell death.
In contrast, microdevices initially seeded with 4 or 10 million U-251 MG cells/ml showed no significant PI

staining by 3 days.

To study the kinetics of ‘necrotic core’ formation, U-251 MG and HCT-116 cell viability was evaluated at
different time points after introducing cells into the central chamber. In experiments using U-251-MG
cells, cells staining positive for Pl gradually appeared in the centre of the microchamber over the first 3
days. Inversely, the thickness of the viable region, as indicated by CAM staining, decreased as time
increased (Fig. 3A). The system stabilized after 3 days, and no further changes were observed in either the
viable or necrotic region after longer culture times of up to 6 days (Fig. 3A, graphs). The experiment was
repeated using HCT-116 cells, with fluorescence time-lapse microscopy showing a clear, central ‘necrotic
region’ appearing by 24 hours which was significantly faster than for the U-251 MG cells (Fig. 3B and
Supporting Movie 3). Additionally, the HCT-116 necrotic core generated was significantly larger in size

than that of the U-251 MG cells at 6 days (1643 = 9 microns versus 1011 + 12 microns respectively).
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Figure 3. Necrotic core generation within the microdevice. U-251 MG and HCT-116 cells were embedded in
collagen hydrogel in the central microchamber. (A) 40 million U-251 MG cells/ml were confined in the central
microchamber and cell viability was evaluated at the indicated times using calcein (CAM) to stain viable cells
green and propidium iodide (PI) to stain dead cells red. The graphs show CAM or Pl fluorescence intensity profile
along the delimited region in the images. Position of the pillars is delimited by a grey dashed line. (B) HCT-116
cells evaluated under identical experimental conditions showed faster necrotic core generation. The width of
the necrotic core after 6 days was measured as the distance between those positions in the microchamber that
reached 50% of the maximum PI fluorescence intensity (blue dashed horizontal line). Necrotic core width for
U251-MG cells was 1011 + 12 p M, and for HCT-116 cells was 1643 + 9 pu M, p-value < 0.05. Scale bar is 400 pm.
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Cell proliferation analyses.

The formation over time of a central ‘necrotic core’ furthest from the peripheral channels suggested the
development of gradients of nutrients and oxygen across the chamber. The assumption was that cells
close to the peripheral channels should be well nourished and oxygenated, whereas cells some distance
away from these ‘surrogate blood vessels’ would suffer from nutrient and oxygen deprivation. To study
possible effects this might have on cell proliferation in addition to the observed effects on cell survival,
both U-251 MG and HCT-116 cell lines were transiently transduced with FUCCI cell cycle fluorescent

reporters. These fluorescent reporters change colour depending on the position of the cell in the cell cycle
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with quiescent and G1 cells fluorescing red, cells progressing from G1 into S phase fluorescing yellow and
proliferative cells in S, G2 or M phase fluorescing green. In order to more easily visualize active cell cycling
and proliferation in real-time, only 5% of the total cells were transduced, whereas the other 95% of the
cells remained unstained. A few minutes after injecting HCT-116 cells into the microdevices, only a few
‘green’ cells were observed, whereas a higher number of ‘red’ cells were detectable, both randomly
distributed across the chamber. This was consistent with a higher proportion of the cell population being
in G1 phase (Fig. 4A,B). Time-lapse fluorescence microscopy showed that after 1 day in the microdevice,
only those cells located near to the lateral microchannels were actively proliferating and ‘green’ S phase or
G2/M phase cells could only be detected here (Fig. 4C—F). These results combined with the cell viability analysis
described earlier demonstrate that a proliferative outer layer of cells is generated followed by a slower-
proliferating or quiescent middle region and eventually a necrotic core as distance from the ‘surrogate blood
vessel’ increases. In this way, the microdevice appears to create a ‘visible’ microenvironment that is similar in
aspects to the actual tumour microenvironment. In contrast to multicellular spheroids, the microdevice
generates a visual ‘tumour slice’ through the tumour microenvironment enabling direct visualisation of cells
within the microenvironment. Interestingly, when this experiment was repeated using U-251 MG cells, no S or
G2/M phase cells staining green were observed after 24 hours, whereas G1 phase cells staining red were

randomly distributed (Supporting Fig. 4).
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Figure 4. HCT-116 Cell proliferation. 40 million HCT116 cells/ml were confined to the central microchamber; 5%
of these cells were transduced with the cell cycle sensor Premo FUCCI®, which stains Go/G1 phase cells in red
and S, G2 and M phase cells in green. (A,B) After collagen polymerization, red staining cells (G1 phase or
quiescent) were randomly distributed through the central microchamber, whereas only few cells stained green
(S, G2 or M phase cells). (C,D) After 24 hours, an increase in green staining cells was clearly observed near the
lateral microchannels indicating cell proliferation. (E,F) The central microchamber was vertically divided into
ten regions (200 u m steps) and proliferation was quantified as the number of green cells observed in each
region at 24 h compared to 0 h. Scale bar is 400 pu m.
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Oxygen and glucose gradients within the microdevices.

The existence of an oxygen gradient across the microchamber was assessed using confocal time-lapse
microscopy and a hypoxia-sensing dye (Image-iT Hypoxia Reagent, Life Technologies) that increases its
fluorescence as oxygen tension inside the cell decreases. For both U-251 MG and HCT-116 cells, hypoxia-
induced fluorescence gradually appeared during the first hours of the experiment (panels in Fig. 5A,B). A
steep gradient of increasing hypoxia was observed along the first 300 microns through the “tumour slice”
before reaching a plateau where oxygen concentrations had dropped to levels where the hypoxia sensing
dye was fully activated. By creating an interstitial flow of fresh media through the hydrogel (as explained
in Fig. 2), oxygen levels were restored to the initial values. Interestingly, just 4 hours later the hypoxia
levels again reached the values observed after 24 hours in cell culture (graphs; Fig. 5A). These results
demonstrate that hypoxia is generated within the microdevice and that this can be monitored and
quantified in real-time. Furthermore, the levels of hypoxia can be manipulated by inducing an interstitial

fluid flow through the microdevice.

The possible creation of a glucose concentration gradient across the microdevice was analysed using the
fluorescent glucose analogue 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose(NBDG).
Glucose-free media supplemented with 200 uM NBDG was perfused through one of the lateral
microchannels and confocal time-lapse images were captured to study the diffusion profile. In the
absence of cells, NBDG rapidly diffused through the hydrogel and after 90 min, the difference in
fluorescence intensity between the NBDG-perfused microchannel and the opposite channel was only
about 30% (Fig. 5C). When the experiment was repeated with 40 million cells/ml embedded in the
collagen hydrogel, a different response was observed for the HCT-116 and U-251 MG cells. In the case of
U-251 MG cells, NBDG appeared to penetrate through the hydrogel at a similar rate as in the absence of
cells with no significant difference in the NBDG gradient generated. This suggests that glucose was able
to penetrate across the ‘viable rim’ and into the ‘necrotic core’ of the U-251 MG cells. This is consistent
with glucose being able to diffuse further than oxygen and support anaerobic metabolism which is a
feature of the tumour microenvironment in vivo. It also indicates that U-251 MG glucose uptake rate was
not sufficient to significantly delay the penetration of NBDG. In contrast, a very different NBDG gradient
was generated in HCT116 cells where a higher NBDG-fluorescence intensity near the NBDG-perfused
lateral microchannel was observed. In this case the gradient increased by nearly fifty percent compared
to the control or the U-251 MG cell experiments (NBDG slope in the presence of HCT-116 = 0.035%/u m
vs 0.022%/u m).

Visualisation and characterization of ROS and apoptosis in the microdevice.

Following the demonstration that a microenvironment is generated within the microdevice characterized
by hypoxia and formation of a central ‘necrotic core’, the capability of the microdevice to study and
quantify the induction of apoptosis and reactive oxygen species (ROS) was investigated. Apoptosis was

detectable with embedded U-251 MG as well as with HCT-116 cells, but apoptosis was not confined to
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the central ‘necrotic core’ region and was visible across the entire central chamber at similar levels (Fig.
6A,B). This suggests that the Pl-positive dead cells observed in the ‘necrotic core’ are likely to be necrotic

rather than due to progression of early stage apoptotic cells into late stage apoptosis.

ROS levels across the device were also analysed. These were relatively low but highest at the “tumour
slice” edges, overlapping with the more oxygenated areas shown in Fig. 5A (Fig. 6C,D). The capability to
quantify apoptosis and ROS in real-time in different regions of the ‘tumour slice’ is likely to be extremely
useful both for basic research relating to the tumour microenvironment but also for drug response and

mechanistic studies.
Heterotypic cell interactions in the microdevice — migration of natural killer (NK) cells.

The three chambers of the microdevice offer the opportunity to study heterotypic cell interactions and
signalling as can occur in the actual tumour microenvironment. In order to demonstrate the capabilities
of the microdevice to study cross-talk between tumour cells and the immune system, activated NK cells
were perfused through one lateral microchannel, whereas GFP-expressing HC-T116 cells were confined in
the central microchamber. Fluorescence time-lapse microscopy showed NK cells migrating from the
lateral microchannel towards HCT-116 cells in the central microchamber with some NK cells penetrating
into the “tumour-slice” (Supporting movie 4 and Supporting Fig. 5). This is a key advantage of the device
compared to multicellular spheroid models, enabling real-time study of cell migration and dissection of

whether an effect is due to direct heterotypic cell interactions or via heterotypic signalling.
Drug penetration and evaluation of the impact of the microenvironment on drug responses.

There is an increasing need to study drug responses in vitro under more physiological conditions that
reflect the complexity of the tumour microenvironment. Effective targeting of typically chemoresistant
cells residing in hypoxic regions is a strategic priority. Another key consideration in evaluating drugs, for
example in a multicellular spheroid, is whether a lack if response relates to the drug being ineffective or
due to impaired drug penetration resulting in the inability of the drug to reach all cells in sufficient
quantities to induce a response. Drug penetration through collagen hydrogel in the central chamber of
the microdevice was evaluated using the cytotoxic drug doxorubicin (DOX), which is a DNA intercalating
agent that naturally fluoresces red. DOX was perfused through one of the two lateral microchannels and
confocal images were taken at different times, showing rapid penetration of the DOX (Fig. 7A). In the
absence of cells, DOX concentration was almost linearly distributed across the microchamber after 2 hours
and the concentration at the DOX-perfused channel and the opposite channel was only 30% different (Fig.
7A). When the experiment was repeated with 40 million HCT-116 cells/ml in the hydrogel and the addition
of DOX 24 h later, DOX penetrated at a similar rate (Fig. 7A), demonstrating that DOX was reaching the

hypoxic/necrotic region (as shown in Figs 3 and 5).

To study drug toxicity, DOX was perfused through both lateral microchannels and cell viability was

assessed after 3 days. DOX induced significant HCT-116 cancer cell kill in cells located near to the lateral
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microchannels but induced much less cell kill further from the microchannels (Fig. 7B). For this
experiment, DOX was found to efficiently penetrate into the hypoxic region suggesting that this difference
in cytotoxic response may be due to a difference in the proliferative rate of the cells in these different

regions (as has been shown in Fig. 4).

For Glioblastoma U-251-MG cells, the alkylating agent temozolomide (TMZ), which is in clinical use to
treat Glioblastoma, was evaluated. For U-251 MG cells cultured in 2D for 7 days, TMZ significantly reduced
viable cell number compared to controls (Supporting Fig. 6). As dead U-251 MG cells detached from the
bottom of the Petri dish most of them were removed when the culture media was changed for viability
staining, explaining the low apparent number of ‘red’ dead cells in the images. For cells seeded at the
same cell density in 3D collagen hydrogels, cell proliferation over the same period was substantially
reduced in 3D controls compared to 2D, indicating the impact of a 2D or 3D environment on cell growth.
Consistent with a reduced proliferative rate and the mechanism of action of TMZ, which is dependent on
DNA replication, TMZ had a much less dramatic effect on viable cell number for cells growing in hydrogel
(Supporting Fig. 6). Indeed, TMZ had little effect compared to controls and just slightly higher levels of cell
death were detected in the most oxygenated and more proliferative regions of the microdevice near the

lateral microchannels (Fig. 8A,B,D).

A declining gradient of oxygen across the chamber provides the opportunity to evaluate potential
hypoxiatargeting drugs or hypoxia-activated pro-drugs (HAPs). This is exemplified here using the HAP
tirapazamine (TPZ). First, TPZ cytotoxicity was evaluated on cells embedded in 3D collagen hydrogels in
Petri dishes that were cultured under normoxic (20% 02) or hypoxic (1% 02) conditions. Under normoxic
conditions, 100 u M TPZ mildly reduced cell viability by less than 20% after 3 days, whereas 1 and 10 u M
TPZ had no effect (Supporting Fig. 7). When cultured under homogenous hypoxic conditions, TPZ
displayed a much more dramatic effect with cell viability reduced by = 80% at 100 . M (Supporting Fig. 7).
However, in the actual tumour microenvironment, cancer cells are exposed to a gradient of hypoxia with
increasing distance from a blood vessel, which can be modelled in the microdevice (as has been shown in
Fig. 5). U-251-MG cells were embedded within the microdevice and 24 h later, medium with 100 p M TPZ
was perfused through the lateral microchannels and cell viability was measured 3 days later. TPZ
cytotoxicity closely correlated with levels of hypoxia with cell mortality highest in the innermost most
hypoxic regions and with increasing distance from the lateral microchannels (Fig. 8C,D). In contrast,
consistent with the activation of TPZ by hypoxia, those cells located near to the lateral microchannels,

which are well oxygenated, remained viable (Fig. 8D).
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Figure 5. Oxygen and glucose profile. HCT-116 and U-251 MG cells were embedded within collagen hydrogel
and cultured in the central microchamber. (A) A hypoxia-sensing dye was added to the hydrogel/cell mixture
prior to injection within the microdevice to monitor and quantify the formation of the hypoxia gradient through
the experiment in real-time. After collagen polymerization, culture medium containing the dye was added to
the lateral channels to keep the dye concentration constant through the experiment. The left panels show
hypoxia-induced fluorescence intensity in the central microchamber increased during the experiment as well
as how the hypoxia signal disappeared when medium inside the hydrogel was ‘refreshed’ by interstitial flow.
The graph shows the hypoxia-induced fluorescence profile across the central microchamber. The levels of
hypoxia rapidly increased across the first 300 u m and reached a plateau in the centre of the microchamber. 1

167



ml of fresh media perfused through one of the lateral microchannels, reduced hypoxia-induced fluorescence to
initial ‘normoxic’ values. 4 hours post-refresh, the hypoxia-induced fluorescence reached again the values
observed before. Scale bar is 200 u m. Position of the pillars is delimited by a grey dashed line. (B) The same
experiment was repeated for U-251 MG cells with similar effects observed. (C) Green fluorescent glucose
analogue (NBDG, 200 u M) was perfused through the left lateral microchannel and the diffusion profile was
studied in the absence or presence of cells. The graph shows the NBDG diffusion profile across the central
microchamber after 90 min, demonstrating that NBDG was able to penetrate through the collagen hydrogel.
The diffusion profile slope was calculated in the absence of cells or in the presence of HCT-116 or U-251 MG
cells. Scale bar is 400 u m.
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Figure 6. Apoptosis and ROS characterization. HCT-116 (A) and U-251 MG cells (B) were confined to the central
microchamber of the device in hydrogel. An apoptosis sensing dye was perfused into the device via the lateral
microchannels. For both cell lines, apoptotic levels were found to increase with time. The graphs show the
apoptotic profiles across the delimited region. Position of the pillars is delimited by a grey dashed line. (C,D)
For detection and monitoring of ROS production, a commercially available agent that is oxidised by ROS to a
fluorescent product was perfused through the system. The graphs show quantification of ROS along the

delimited region. Scale bar is 200 um.

Apoptosis

30 min
4 —4 hours
| B ™ 1 day \//\
0 500 1000 1500 2000 2500
Position across the central microchamber (um)
30 min
5 —4 hours
] —1day
0 500 1000 1500 2000 2500
Position across the central microchamber (um)

500 1000 1500 2000

Position across the central microchamber (um)

2500

0

T
500 1000 1500 2000 2500

169



A Hydrogel w/o cells
\ 5 g 3.500

N

5 min

3.000

5 min

- —30min

—120 min

| ~--120 min with cells

30 min
Doxorubicin fluorescence intensity (a.u.)
— N N
w o (%
[=] o o
IS IS 1S
L

=
€
8 1.000 -+
—
500 -
£
E 0 + T T T
Q 0 1000 2000 3000
N
=2 Position across the microchamber (um)
B CTL Dox

Viable HCT-]

Dead HCT-13¢

2.000

—CTL=—DoxX
s 1.500

1.000

500

Necrosis-induced fluorescence
intensity (a.u.)

0 T T T

0 200 400 600 800 1000 1200
Position across the microchamber (um)

Figure 7. DOX effect on HCT-116 cells. The antiproliferative chemotherapy agent DOX was tested within the
microdevice. (A) 100 u M DOX was perfused through one lateral microchannel to assess its penetration capacity
through the hydrogel. The graph shows the DOX diffusion profile across the device with the time. Position of
the pillars is delimited by a grey dashed line. (B) 30 p M DOX was perfused through both of the lateral
microchannels to study the effects on cell viability. After 3 days in the presence of DOX, NucBlue® and
NucGreen® dyes were perfused through the lateral microchannels. NucBlue® stains all cells blue whereas
NucGreen® selectively stains dead cells green. The graph shows the strong effect of doxorubicin on HCT-116
cell mortality. The green fluorescence intensity was analysed along the delimited region. Scale bar is 200 um.
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Figure 8. Drug effect on U-251 MG cells. U-251 MG cells were cultured within the central microchamber for 24
hours before drug addition in order to allow time for formation of a hypoxic region first. Growth medium (A),
100 u M TMZ (B), 1.6 p g/ml CPT-5Ala or 100 u M TPZ (C) were perfused through both lateral microchannels
and after 3 days cell viability was assessed using by PI/CAM staining. (E) The graphs show the PI fluorescence
intensity along the delimited region, demonstrating that TMZ had a mild effect on U-251 MG cell viability. TPZ
exerted a strong effect in the hypoxic areas. Position of the pillars is delimited by a grey dashed line. Scale bar
is 200 pm.
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Discussion

In the last few decades our knowledge and understanding of cancer cell biology has improved
considerably. However, the clinical approval of new drugs has not kept pace with this increased
understanding of cancer biology. Many of the new drug candidates that show promise in initial testing fail
when they are tested in more advanced models and the clinic [28,29]. One key strategy to reduce the high
attrition rate and cost associated with the discovery of anti-cancer drugs is to develop new in vitro
preclinical models that are better predictors of success in advanced preclinical and clinical testing [28].
Conventional two-dimensional cell cultures are unable to mimic many critical aspects of tumour biology
(i.e. nutrient and waste gradients, hypoxia, gradients of cellular proliferative status), leading to drug
failure in more advanced stages of the drug development process. New experimental in vitro models that
can mimic key aspects of the tumour microenvironment and allow early assessment of effects of the

tumour microenvironment on cellular drug response are urgently needed.

Technical complexity has hindered microfluidic-based models being widely adopted by the biomedical
community. Here we present a very simple and easy-to-operate model that closely mimics important
aspects of the tumour microenvironment and enables monitoring in real-time. Using this model, the two
different cancer cell lines we analysed, HCT-116 and U-251 MG, generated quite different tumour
microenvironments: (1) differing in the size of their ‘necrotic core’; (2) cellular rates of glucose uptake and
oxygen consumption; and (3) their proliferative rates in different parts of the ‘tumour slice’ over time,
particularly in the viable region nearest the ‘surrogate blood vessels’ (the lateral microchannels) (Figs 3, 4
and 5, Supporting Fig. 4). Due to their faster metabolism and proliferative rate, the HCT116 cells rapidly
exhausted glucose and oxygen resulting in the formation of a necrotic region more quickly than the U-251
MG cells (Fig. 3). Formation of gradients of glucose and oxygen across the device were quantified in real-
time (Fig. 5, Supporting Fig. 4). The ability to have a live visual ‘window’ through the ‘tumour slice’ as
exemplified here by real-time monitoring of nutrients, viability and proliferation gradients highlights one

of the key advantages of this model compared to the multicellular spheroids.

We also show that the microdevice can be used to measure other important factors such as levels of ROS
and apoptosis in different parts of the ‘tumour slice’ in real-time. ROS are a product of cellular oxidative
stress and a major cause of DNA damage and can, depending on circumstances, either promote cancer
cell growth or be harmful to cancer cells [30,31]. In this context, the presented model could be used to
study this phenomenon and the role of ROS in the mechanism of action of drugs that are being tested and
their activity against cells in different parts of the microenvironment. In this study, in the absence of any
drug treatment, ROS levels increased with culture time in the microdevice but were only detected near

the “tumour-slice” edges, where oxygen was available.

Evasion of cell death by apoptosis is a major mechanism by which cancer cells survive and evolve and is a
major target in the development of new drugs. We foresee a major potential application of the

microdevice will be in the screening of new drug candidates and whether they are able to induce apoptosis
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as part of their mechanism of action and, importantly, in which cells within the modelled tumour
microenvironment. Here, we demonstrate that apoptosis can be quantified in real-time through the
microdevice, our results showing that basal apoptotic levels increased through the ‘tumour slice” with
culture time. Interestingly, there was little variation in different regions of the ‘tumour slice’ indicating

that generation of the ‘necrotic core” was not associated with apoptosis.

As a preliminary evaluation of the potential of the microdevice for in vitro drug testing that assesses the
effects of different aspects of the tumour microenvironment upon drug response, three well-established
drugs were tested. DOX is a naturally red fluorescing compound in clinical use against colon cancer and
other cancers that intercalates DNA and is cytotoxic towards actively proliferating cells. Our results
showed that DOX was most cytotoxic against cells located at the hydrogel edges near the lateral
microchannels, where nutrients were available allowing rapid cell proliferation. As DOX fluoresces red,
we were also able to analyse the ability of doxorubicin to penetrate through the ‘tumour slice’ at the cell
density used. Here, we show that at the cell density used, DOX was able to efficiently penetrate across
the device indicating that the preferential cytotoxicity observed was due to the mechanism of action of
DOX as opposed to issues of DOX reaching all cells. Drug penetration barriers for doxorubicin have been
described in spheroids and other 3D models [32]. However, in our model the inclusion of the ECM implied
a reduction of the cell density compared to multicellular spheroids; explaining the enhanced drug
penetration. Interestingly, this barrier effect could be mimicked in our model by increasing the cell density
injected. Furthermore, the possibility of creating interstitial fluid flow could be used to explore new
alternatives to increase the drug penetration into the tumours [33]. In contrast TPZ, which is activated to
a toxic radical by low oxygen, was most cytotoxic towards those cells in the innermost hypoxic regions
furthest from the lateral microchannels. This indicates the suitability of the microdevice to assess drugs
and their activity towards cells in parts of the tumour microenvironment (e.g. well-oxygenated, nourished
vs hypoxic). Although TPZ caused an increased in cell mortality in hypoxic regions, it was unable to destroy
the tumour cells located in the “normoxic” areas within the “tumour-slice” model. Combinatorial
therapies based on the use of different drugs could be good alternatives to kill cells in different parts of

the tumour microenvironment and could also be easily assessed using the microdevice.

In conclusion, we have described the development of a microfluidic-based assay that mimics different of
the key features of the solid tumour microenvironment. This is a complex microenvironment that has a
profound effect on the outcome of chemotherapy and incorporating models of this nature into drug
discovery procedures may help reduce the high attrition rate. This model is technically simple and in
contrast to other three-dimensional models such as multicellular spheroids, it provides a ‘window’
through which the effects of the microenvironment of tumour biology, heterotypic cell interactions, drug
delivery and response to therapy can be observed and recorded in real-time. The model is inherently
flexible and it offers the distinct advantage of being able to create microenvironmental conditions in cell
lines that do not readily form three dimensional structures in vitro. Additionally, culture medium could be

retrieved from the microdevices in order to perform a more quantitative analysis of the chemotactic

173



factors secreted by the cells. Finally, the microfluidic device described in this manuscript could reduce the
number of animals required for in vivo testing as it could be positioned between traditional cell culture
based evaluation and in vivo testing in preclinical drug development with only those compounds showing

promising activity in the microfluidic model progressing onto in vivo testing.
Methods
Microdevice fabrication.

Polystyrene-based microdevices were designed in order to allow user-friendly operation, avoiding the
need for specialized clean-room processing equipment. The microdevice geometry included a 2000 u m
wide central microchamber flanked by two 700 u m wide lateral microchambers with the depths of the
chambers being 250 u m. The central microchamber was delimited by parallelogram-shaped pillars that
allowed liquid and cell confinement within hydrogels as described elsewhere23. Lateral microchannels
remained hydrogel-free and were perfused with media or drug-containing media. Dedicated inlets and
outlets were also integrated to allow liquid or hydrogel injection by manual pipetting. The configuration
of the microdevice is illustrated in Fig. 1A. Prior to their use in cell culture, microdevices were sterilized

by submerging in 70% ethanol. After air-drying and 2 hours UV exposure, microdevices were ready for use
Reagents.

Temozolomide (TMZ) (Sigma, T2577), Doxorubicin (DOX) (Selleckchem, S1208), Tirapazime (TPZ) (Sigma,
SML0552) and Image-iT Hypoxia Reagent (Life Technologies, H10498) were dissolved in DMSO at 100,
100, 50 and 1 mM respectively. Image-iT Hypoxia Reagent was used in cell culture at 10 pM, whereas
DOX, TPZ and TMZ were used at varying concentrations (the final DMSO concentration used was < 0.1%).
The CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Thermo, R37111) and the CellROX® Orange
Reagent (Thermo, C10443) were used to detect apoptosis and ROS production respectively following

supplier instructions.
Prodrug synthesis.

A commercial camptothecin (CPT) novel derivative was prepared by esterification of 5-aminolevulinic acid
(5-Ala). For this purpose, N-tert-butyloxycarbonyl-5-aminolevulinic acid (N-boc-5-Ala) was synthesized by
reaction of di-tert-butyl dicarbonate with 5-Ala. Then, this product was esterified on 20(S)-hydroxyl 20
position of CPT, followed by deprotection of the amine group with trifluoroacetic acid, obtaining
camptothecin-20(S)-5-aminolevulinate (CPT-5-Ala) of 90% purity according to HPLC-MS/MS, 1H-NMR and
13C-NMR analysis (Supporting Fig. 1). The Camptothecin prodrug (CPT-5-ALA) was dissolved in DMSO and

perfused through the microdevices at 1.6 p g/ml.
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Characterisation of flow.

In order to study fluid flow through the microdevice, 0.2 um-diameter green-fluorescent microsphere
beads (Life Technologies, F8811) were diluted 1/100 in growth medium and perfused through the

microdevice by manual pipetting.
Cell culture.

Human cancer cell lines HCT-116 (colon carcinoma), U-251 MG (Glioblastoma) and Jurkat (leukaemia)
were purchased from the American Type Culture Collection and routinely cultured in high glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Lonza, BE12-614F) supplemented with 10% v/v foetal
bovine serum (FBS) (Sigma, F7524, non-USA origin), 2 mM L-glutamine (Lonza, 17-605C) and
penicillin/streptomycin (Lonza, DE 17-602E) within a TEB-1000 humidified 5% CO2 incubator (EBERS
Medical Technology) at 37 °C. The R69 lymphoblastoid B cell line was kindly provided by Dr Lépez de
Castro, from the “Severo Ochoa” Molecular Biology Centre (CBMSO) and were cultured in RPMI1640
(Sigma, R0883) supplemented with 10% FBS and L-glutamine.

Isolation and activation of human NK cells.

Human NK cells were derived from the blood of healthy donors provided by the Blood and Tissue Bank of
Aragon. After Ficoll gradient centrifugation of whole blood, freshly isolated peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were activated in vitro for 21 days. PBMC cultures were maintained in RPMI-1640 medium
(Lonza) supplemented with 10% FBS (HyCloneTM); 100 U/ml IL-2 (Miltenyi) and 5 ng/ml IL-15 (Miltenyi),
mitomycin C-inactivated R69 cells at a 10:1 ratio (PBMC:stimulator cells); penicillin/streptomycin and
glutamine. Culture medium was renewed on the 7th day followed by successive reactivation every 3 days
to establish a cellular density of 1 x 106 PBMCs/ml. Magnetic immune-separation using anti-CD56
antibodies (MACS, Miltenyi) was used to enrich for activated NK cells. The quality of NK cell activation was
assessed by testing their cytotoxic potential against Jurkat cells as described previously34. Activated NK
cells were fluorescently labelled with 3 u M eFluor670 (eBioscience; 65-0840) for 15 min to enable their
discrimination from the tumour cells during the experiments. All protocols related with human samples
were approved by the Ethical Committee of Clinical Research of Aragon (number: C.I.PI.11/006) and
informed consent was obtained from all patients. Experiments were performed in accordance with the

Spanish research regulations.
Fluorescent cell labelling.

Dio and Dil Vybrant® lipophilic cell membrane dyes (Life technologies, V-22886 and V-22885) were used
to fluorescently label cells green or red respectively as per the manufacturer’s instructions. Briefly, after
cell trypsinization, 5 p | of Vybrant® solution was added to 1 ml of cell suspension (106 cells/ml) and

incubated for 5 min. Cell suspensions were then centrifuged and washed twice with growth medium.
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Stable cell transfection with EGFP.

U-251 MG and HCT-116 were stably transfected with EGFP using lentiviral vectors, kindly provided by Dr
Prats, University Paul Sabatier, Toulouse, France [35]. Briefly, 5 x 104 cells/well were seeded in 24-well
plates and incubated for 24 hours at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Growth
medium was then removed and cells were washed twice with PBS (Lonza, BE17-516F). Protamine
supplemented-OptiMEM (5 p g/ml, Sigma-Aldritch, P4020) was mixed with the lentivirus suspension in a
1:1 ratio and this mixture was added to the cells. After 24 hours, transfection medium was replaced with
growth medium and the cells were routinely cultured for two weeks in order to remove the viral particles.
Transfection efficiency was checked by fluorescence microscopy and flow cytometry (BD, FACSAria) with

more than 90% of the cells found to be EGFP-positive.
Spheroid generation.

U-251 MG and HCT-116 multicellular spheroids were generated by the hanging drop method,
supplementing the culture medium with methylcellulose [22]. Briefly, 6g of high viscosity methylcellulose
(Sigma, M0512) was dissolved in 500 ml of high glucose DMEM to make a stock solution. Cells were
trypsinized, counted and cell suspensions were generated at 5 x 104, 5 x 105, 5 x 106 cells/ml. These
different cell suspensions were then mixed with the methylcellulose stock solution in a 4:1 ratio. Finally,
25 pl droplets (1 x 103, 1 x 104 or 1 x 105 cells/droplet) were placed onto the lid of Petri dishes with
sterile water added to the bottom in order to reduce droplet evaporation and incubated at 37 °C and 5%
CO2 for 24 h. Using this methodology a single well-defined spheroid of a particular size was generated per

droplet.
3D cell culture within the microdevices.

For preparation of three-dimensional cell cultures in collagen hydrogel, all reagents and microdevices
were placed on ice. Cells were trypsinized and re-suspended in a calculated volume of growth medium to
reach the desired cell concentration (4 x 106, 10 x 106 or 40 x 106 cells/ml) in the final hydrogel solution.
Using a chilled tip, a mixture of 24.9 u | collagen type | (4.01 mg/ml, Corning 354236); 0.62 p | NaOH 1N
(Sigma 655104), 10 I DMEM 5X (Sigma D5523), 50 w1 cell solution and 14.5 u | sterile water was prepared.
Hydrogel mixture was injected into the microfluidic device using a micropipette and a 10 u | droplet was
placed on top of the inlet to prevent hydrogel evaporation. Afterwards, the microfluidic device was placed
into an incubator (37 °C and 5% CO2) for 15 minutes to allow collagen polymerization. 5 ml of culture
medium was added to cover all the microdevices attached to the Petri dish. Culture medium was perfused
through the lateral microchannels to allow oxygen and nutrient diffusion. In all experiments, culture
medium in the lateral microchannels was refreshed once a day by pipetting 10 p | through each lateral
microchannel (unless otherwise stated). U-251 MG and HCT-116 cells were viable within the microdevice
for all the different cell densities assessed after 6 days in cell culture. When a different culture medium

(e.g. medium supplemented with drugs) was desired, culture medium was removed from the Petri dish
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by aspiration, 5 ml of the new medium was added and 10 p | were perfused through the lateral

microchannels by manual pipetting.
Cell proliferation measurement.

Cell proliferation was observed in live cells using the Premo™ FUCCI Cell Cycle Sensor (Thermo, P36237).
Briefly, cells were transduced using a 50 virus particle/cell ratio for 48 hours. Transduced cells were
trypsinized and cultured in 3D within the microdevice as described above. This cell cycle sensor was
transduced into the cells using two different reporters coupled to TagRFP or emGFP that are expressed

alternatively during the G1 phase or the S/G2/M phases respectively.
Cell viability analysis.

Stock solutions of 5 mg/ml Calcein (CAM) (Life Technologies, C1430) and 2 mg/ml propidium iodide (PI)
(Sigma P4170) were dissolved in DMSO and distilled water respectively. To test cell viability within
microfluidic devices and in Petri dishes, stock solutions of CAM and Pl were diluted to 5 and 4 pg/ml,
respectively, in phosphate-buffered saline (PBS) (Lonza BE17-516F). CAM/PI solution was perfused
through the lateral microchannels. Cells were visualized by confocal microscopy (Nikon Ti-E coupled to a
C1 modular confocal microscope), with viable cells (CAM-positive) staining green and dead cells (PI-

positive) staining red.

Cell viability profiles were evaluated by analysing the fluorescence intensity of the viable/dead cells across
the central microchamber. All confocal images were taken at different focal planes with subsequent image
analysis performed using FlJI software. DOX and PI naturally fluoresce red; therefore an alternative cell
viability staining solution was used during DOX experiments: 50 i | of NucGreen® Dead 488 ReadyProbes®
Reagent (Life technologies, R37109) and 50 pl of NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Life technologies,
R37605) were added to 900 pl of growth medium. This solution was perfused through the lateral channels,

labelling all the cells in blue and dead cells in green.
Drug penetration assays.

In order to study the penetration of soluble drugs through the microdevice, a 1.2 mg/ml collagen hydrogel
was confined in the central microchamber. After collagen polymerization, 100 uM DOX, dissolved in
culture medium, was injected through one lateral microchannel. Given the red fluorescence of DOX,
confocal images were taken at different times to monitor the DOX penetration. Next, to determine
whether the cells hinder the drug penetration, the experiment was repeated confining a collagen hydrogel

with 40 million HCT-116 cells/ml embedded.
Drug toxicity assays.

HCT-116 cells were confined at 40 million cells/ml in a 1.2 mg/ml collagen hydrogel. After six hours in
culture, 30 u M DOX, dissolved in culture medium, was injected through both lateral microchannels. Cell

viability was evaluated after 3 days in culture.
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Prior to any study within the microdevices, the effect of TMZ and TPZ was evaluated on conventional Petri
dishes. 50 u M, 100 p M and 200 p M TMZ was assessed on U-251 MG cells cultured in 2D, as well as in
3D collagen hydrogels in Petri dishes. U-251 MG cells were incubated in the presence of TMZ and the total
number of viable cells was determined after 1, 3 and 7 days. The effect of 1, 10 and 100 p M TPZ on cell
viability was evaluated in 3D collagen hydrogels in Petri dishes cultured under 20% or 1% 02. Cell viability
was evaluated after 3 days.

U-251 MG cells were cultured at 40 million cells/ml embedded in a 1.2 mg/ml collagen hydrogel confined
in the central microchamber. After six hours in culture, 100 u M TMZ, 1.6 ug/ml CPT-5-Ala or 100 u M TPZ
(all of them dissolved in culture medium) was injected through both lateral microchannels and cell viability

was evaluated after 3 days.
Image analysis.

Laser confocal and fluorescence images were acquired using a Nikon Eclipse Ti-E C1 confocal microscope.
The microscope has a temperature and CO2 controlled environmental chamber, enabling live cell and
time-lapse imaging. Temperature and CO2 were set at 37 °C and 5% respectively. Images were analyzed
using Fiji® software (http://fiji.sc/Fiji). Fluorescence intensity across the central microchamber of the
microdevice was quantified in the different experiments by selecting a rectangular region across the
central microchamber. The fluorescence intensity across that section was then determined using the Fiji®
software in accordance with the software instructions. In order to quantify cell proliferation, proliferating
cell were manually counted in the different vertical regions of the central microchamber. In TMZ and TPZ
experiments in Petri dishes, cell viability was determined by manual counting of viable and dead cells and

calculating the percentage of viable cells relative to the total number of cells.
Statistical analysis.

All the experiments were repeated at least three times as independent biological repeats. Drug toxicity
study results are presented as the mean + standard error. The normal distribution was tested by the
Kolmogorov-Smirnov test. Statistical significance was set at p < 0.05. For nonparametric comparisons, a

Kruskal-Wallis test was performed followed by the Mann-Whitney U-test.
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Los procedimientos experimentales que conllevan una severidad media o alta deben
incluir un Protocolo de Supervisidn de los Animales que permita cuantificar su dolor y bienestar.
De esta manera se podran aplicar a los animales medidas paliativas del dolor o considerar la
eutanasia por motivos éticos si fuera necesario de una forma controlada y objetiva. Uno de los
Protocolos mas extendidos es el de Morton y Griffiths [85] cuyas puntuaciones y variables se
encuentran en la Figura A3.1.

PROTOCOLO DE SUPERVISION

Variables y puntuacion
Sin pérdida de peso 0
Pérdida de peso 1-10% 1
Pérdida de Peso Pérdida de peso entre 10-20%. Diarrea o alteracidn en las 2
(0-3) heces
Pérdida de peso >20%. El animal no consume agua o 3
alimento.
Sin alteraciones 0
Pelo mal estado 1
Aige?’c)to Pelo en mal estado y/o presencia de secreciones oculares
y nasales
Posicion anormal 3
Sin alteraciones 0
Comportamiento Cambios leves en el comportamiento 1
espontaneo Inactividad del animal 2
(0-3) Automutilacion, vocalizaciones anormales, animales muy
inquietos o inmdviles 3
Comportamiento en Sin alteraciones 0
respuesta a la Cambios leves en el comportamiento 1
manipulacion Cambios moderados en el comportamiento 2
(0-3) Comportamiento agresivo o animal comatoso 3
Sin alteraciones 0
Pequeios cambios en Temperatura o frecuencia cardiaca 1
) Variaciones en la Temperatura corporal de 1-22C, aumento 2
Constantes vitales del 30% en la frecuencia cardiaca o respiratoria
(0-3) Variaciones en la Temperatura corporal de >22C, aumento 3
del 50% en la frecuencia cardiaca o respiratoria
Puntuacion total: ____ (puntuacién de 0 a 20).

Nota: Cuando un animal obtiene una puntuacidon de 3 en mds de un parametro, los 3 pasan a
puntuar 4.

Las medidas correctoras sugeridas en funcion de la puntuacién obtenida para cada animal son
las siguientes:

De 0-4: Animal Normal en buen estado

De 5-9: Supervisar cuidadosamente al animal. Valorar la administracion de analgésicos

De 10-14: Sufrimiento intenso del animal. Administrar analgésicos y valorar la eutanasia del
animal.

De 15-20: Eutanasia del animal. Suprimir el procedimiento experimental.
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