TESIS DE LA UNIVERSIDAD
i 1 2021
DE ZARAGOZA

Laura Comas Calmet

Aplicacion de nanomateriales al
estudio y modulacion de la
respuesta inflamatoria en
patologias inflamatorias y cancer

Pardo Jimeno, Julian
Galvez Buerba, Eva

IS5N 2254-T606




© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones

ISSN 2254-7606



«2s Universidad
A0l Zaragoza

1542

Tesis Doctoral

APLICACION DE NANOMATERIALES AL ESTUDIO
Y MODULACION DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA EN PATOLOGIAS
INFLAMATORIAS Y CANCER

Autor

Laura Comas Calmet
Director/es

Pardo Jimeno, Julian
Galvez Buerba, Eva

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA
Escuela de Doctorado

Programa de Doctorado en Bioquimica y Biologia Molecular

2020

Repositorio de la Universidad de Zaragoza — Zaguan http://zaguan.unizar.es







UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

FACULTAD DE CIENCIAS
.;E: U n iverSidad Facultad de Ciencias
A Za ragoza Universidad Zaragoza

("cb

Instituto de Investigacion
el Sanitaria Aragon !;NASF;I-B'I)%.{]?MI:EA

“CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular

Tesis Doctoral

“Aplicacion de nanomateriales al estudio y modulaciéon de la

respuesta inflamatoria en patologias inflamatorias y cancer”

Memoria presentada por:

Laura Comas Calmet

Licenciado en Bioquimica para optar al grado de
Doctor en Ciencias por la Universidad de Zaragoza

Septiembre 2020






.A:i. U n Ive rSIdad Facultad de Ciencias
i0f  Zaragoza Universidad Zaragoza
1 5 42
NEN Aragon Ccb
e Sanars Avagon INSTITUTO DE
CARBOQUIMICA

+CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Dfia. Eva M? Gdlvez Buerba, Doctora en Ciencias y Cientifica Titular en el Instituto de
Carboquimica (ICB, CSIC) y D. Julidn Pardo Jimeno, Doctor en Ciencias e Investigador ARAID en el

Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragdn (CIBA) de la Universidad de Zaragoza,

CERTIFICAN:

Que la Tesis Doctoral titulada: “Aplicacion de nanomateriales al estudio y modulacion de la
respuesta inflamatoria en patologias inflamatorias y cancer”, ha sido realizada por la Licenciada
en Bioquimica Laura Comas Calmet en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y
Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza bajo nuestra direcciéon y que
reune, a nuestro juicio, las condiciones requeridas para que su autor pueda optar al Grado de

Doctor en Ciencias por la Universidad de Zaragoza.

Zaragoza, 22 de agosto de 2020

Fdo. Eva M? Gdlvez Buerba. Fdo. Julidgn Pardo Jimeno.






Este trabajo ha sido realizado gracias a una beca de contratacion de personal investigador

predoctoral en formacién del Gobierno de Aragén (BOA 71.41.2/2014).






“La verdadera ciencia ensefia, sobre todo, a dudar y a ser ignorante.”

Miguel de Unamuno






ABREVIATURAS

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOVA: Andlisis de la varianza (del inglés, “Analysis Of Variance”)

APC: Aloficocianina (del inglés, “Allophycocyanine”)

APC: Célula presentadora de antigeno (del inglés, “Antigen Presenting Cell”)

AR: Artritis reumatoide

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato (del inglés, “Adenosine Triphosphate”)

AuNP: Nanoparticula de oro

BMDC: Célula dendritica derivada de la medula ésea (del inglés, “Bone Marrow Derived Dendritic
Cell”)

BMDM: Macrdéfago derivado de la medula ésea (del inglés, “Bone Marrow Derived Macrophage”)
BMGY: Medio tamponado rico en glicerol (del inglés, “Buffered Glycerol-complex Medium”)
BMMY: Medio tamponado rico en metanol (del inglés, “Buffered Methanol-complex Medium”)
CAM: Molécula de adhesién (del inglés, “Cell Adhesion Molecule”)

CARD: Dominio de reclutamiento de la caspasa (del inglés,” Caspase Recruitment Domain”)

CCR: Cancer colorrectal

CTL: Linfocito T citotdxico (del inglés, “Citotoxic T Lymphocyte”)

CTLA-4: Antigeno 4 del linfocito T citotdxico (del inglés, “Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”)
DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio (del inglés, “Damage Associated Molecular
Pattern molecules”)

DC: Célula dendritica (del inglés, “Dendritic Cell”)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

DR: Receptor de muerte (del inglés, “Death Receptor”)

dsARN: ARN bicatenario (del inglés, “double-stranded”)

DTT: Ditiotreitol (del inglés, “Dithiothreitol”)

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

ELISA: Ensayo porinmunoadsorcién ligado a enzimas (del inglés, “Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay”)

FDA: Administracién de alimentos y medicamentos de los EE. UU. (del inglés, “Food and Drug
Administration”)

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (del inglés, “Fluorescein Isotiocyanate”)



ABREVIATURAS

FRET: Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (del inglés, “Fluorescence
Resonance Energy Transfer”)

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (del inglés, “Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase”)

GFP: Proteina fluorescente verde (del inglés, “Green Fluorescent Protein”)

GM-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (del inglés, “Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor”)

Gzm: Granzima

HPRT: Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (del inglés, “Hypoxanthineguanine
Phosphoribosyltransferase”)

ICls: Puntos de control inmunitario (del inglés, “Immune Checkpoint Inhibitors”)

ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (del inglés, “Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry”)

IFN: Interferdn

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

ILC: Célula linfoide innata (del inglés, “Innate Lymphoid Cell”)

i.p.: Intraperitoneal

LB: Medio Luria Broth (del inglés, “Lysogeny Broth”)

LB-LS: Medio Luria Broth bajo en sal (del inglés, “Lysogeny Broth-Low Salt”)

LCMV: Virus de la linfocoriomeningitis de ratdn (del inglés, “Lymphocytic ChorioMeningitis Virus”)
LPS: Lipopolisacarido

LRRs: Repeticiones ricas en leucinas (del inglés, “Leucine-Rich Repeats”)

MACS: Separacion magnética por columnas (del inglés, “Magnetic-Activated Cell Sorting”)
M-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos (del inglés, “Macrophage Colony
Stimulating Factor”)

MFI: Intensidad media de fluorescencia (del inglés, “Median Fluorescence Intensity”)

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, “Major Histocompatibility Complex”)
NACHT/NOD: Dominio central de unién a nucledtidos (del inglés, “Nucleotide-binding and
Oligomerization Domain”)

NF-kB: Factor nuclear kappa B (del inglés, “Nuclear Factor kB”)

NK: Célula asesina natural (del inglés, “Natural Killer”)

NKT: Célula T asesina natural (del inglés, “Natural Killer T cells”)

NLR: Receptor tipo NOD (del inglés, “NOD Like Receptor”)



ABREVIATURAS

NO: Oxido nitrico (del inglés, “Nitric Oxide”)

NP: Nanoparticula

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos (del inglés, “Pathogen-Associated
Molecular Patterns”)

PBMC: Célula mononuclear de sangre periférica (del inglés, “Peripheral Blood Mononuclear Cell”)
PBS: Tampdn fosfato salino (del inglés, “Phosphate Buffered Saline”)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, “Polymerase Chain Reaction”)

PEG: Polietilenglicol

PD-1: Molécula de muerte celular programada 1 (del inglés, “Programmed Death 1”)

PD-L1: Ligando de PD-1 (del inglés, “Programmed Death-Ligand 1”)

PE: Ficoeritrina (del inglés, “Phycoeritrine”)

PerCP: Proteina de peridina-clorofila (del inglés, “Peridinin-Chlorophyll-Protein”)

Perf: Perforina

PFA: Paraformaldehido

PMN: Neutrofilo (del inglés, “Polymorphonuclear Neutrophil”)

PRR: Receptor de reconocimiento de patrones (del inglés, “Pattern Recognition Receptor”)

PS: Fosfatidilserina (del inglés, “Phosphatidilserine”)

ROS: Especies reactivas de oxigeno (del inglés, “Reactive Oxygen Species”)

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

RT: Temperatura ambiente (del inglés, “Room Temperature”)

s.c: Subcutdneo

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (del inglés, “Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis”)

SEM: Error estandar de la media (del inglés, “Standard Error of the Mean”)

SFB: Suero fetal bovino

siARN: Pequefios fragmentos de ARN de interferencia (del inglés, “small interfering”)

ssARN: ARN monocatenario (del inglés, “single-stranded”)

SOFA: Score de evaluacidén secuencial de fallo organico relacionado con sepsis (del inglés,
“Sequential Organ Failure Assessment”)

TAM: Macrofago asociado a tumor (del inglés, “Tumour Associated Macrophage”)

Tc: Linfocito T citotdxico

TCR: Receptor de antigeno de células T (del inglés, “T-Cell Receptor”)

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (del inglés, “Transforming Growth Factor B”)

Tu: Linfocito T colaborador (del inglés, “T Helper cell”)



ABREVIATURAS

TIR: Receptor para IL-1 (del inglés, “Toll/Interleukin-1 Receptor”)

TLR: Receptor tipo Toll (del inglés, “Toll Like Receptor”)

TME: Microentorno tumoral (del inglés, “Tumour Microenvironment”)

TNF: Factor de necrosis tumoral (del inglés, “Tumour Necrosis Factor”)

Treg: Linfocito T regulador

TRIS: Tris(hidroxietillaminometano

UC: Colitis ulcerosa (del inglés, “Ulcerative Colitis”)

WT: Fenotipo silvestre (del inglés, “Wild Type”)

YPD: Extracto de levadura-peptona-dextrosa (del inglés, “Yeast extract Peptone Dextrose
medium”)

YPDS: Extracto de levadura-peptona-dextrosa-sorbitol (del inglés, “Yeast extract Peptone

Dextrose Sorbitol medium”)
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Capitulo 1y 2.- INTRODUCCION

1.1. Sistemainmune

1.1.1. Generalidades del sistema inmune

Nuestro entorno contiene una amplia gama de microbios patégenos y sustancias téxicas
gue desafian al huésped mediante una seleccién muy amplia de mecanismos patogénicos. Es por
ello por lo que el sistema inmunoldgico, nuestro sistema de defensa, esta formado por una red
compleja de células, tejidos y 6rganos que funcionan en cooperacion, para el reconocimiento de
estos agentes invasores, a través de una serie de procesos bioldgicos que permiten mantener el
equilibrio interno u homeostasis. Una caracteristica general del sistema inmune, es que estos
mecanismos se basan en la deteccidn de caracteristicas estructurales del patdgeno o toxina, que

lo marcan como distinto de la célula huésped ™.

En funcién de la velocidad de respuesta y de la especificidad de reaccién, podemos
encontrar dos tipos de sistemas o componentes que colaboran sinérgicamente para proteger al
organismo: inmunidad innata e inmunidad adaptativa (Figura 1.1.). De hecho, la activacién de la
inmunidad innata no solo supone la primera linea de defensa, sino que, la forma y el contexto en
que se produce la activacion de esta respuesta, determina como va a ser la activacion posterior
de la inmunidad adaptativa 2. A pesar de esta estrecha relacién, cada una de ellas presenta

caracteristicas propias que las diferencia entre si.
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Figura 1.1.- Sistema inmune innato y adaptativo. La respuesta inmune innata funciona como primera linea
de defensa contra infecciones y esta constituida por factores solubles, como las proteinas del
complemento, y por diversos componentes celulares, incluidos granulocitos (basoéfilos, eosindfilos vy
neutrofilos), mastocitos o macréfagos entre otros. La respuesta inmunoldgica adaptativa se desarrolla mas
lentamente, pero se manifiesta como un aumento de especificidad antigénica y de memoria. Consiste en
anticuerpos, células By linfocitos T CD4* y CD8*. Tanto las células NKT como las células Ty, son linfocitos
citotdxicos que se encuentran en la interfaz de ambos sistemas. Adaptacién de 3.

1.1.2. Inmunidad innata

El sistema inmune innato es la respuesta dominante y evolutivamente mas antigua del
sistema inmunoldgico presente en plantas, hongos, insectos y organismos multicelulares *. La
diversidad y especificidad limitadas de la respuesta innata suponen que no necesite adaptarse al
microorganismo invasor, por lo que el tiempo de reaccion es rapido. Se trata de una primera linea
de defensa altamente efectiva en la que se incluyen barreras fisicas y quimicas como la piel o las

mucosas °.

A pesar de que todas las células del organismo pueden intervenir en la respuesta innata,

destacan principalmente granulocitos, monocitos, macréfagos (M@), células dendriticas (DCs; del

inglés, “Dendritic Cells”) y células linfoides innatas (ILCs; del inglés, “Innate Lymphoid Cells”), asi
como componentes del sistema del complemento, una gran variedad de citocinas y moléculas

solubles como son las proteinas de fase aguda °.

Entre las principales funciones de la respuesta innata encontramos: la identificacion y
eliminacién de sustancias extrafias, el reclutamiento de células inmunoldgicas al lugar de la
infeccién mediante la produccién de determinados mediadores, la activacion de la cascada del
complemento o la activacion del sistema inmune adaptativo; todas ellas participes en la respuesta

inflamatoria como veremos en el Apartado 1.2.".
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1.1.3. Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa, también conocida como inmunidad adquirida, es una respuesta
compleja y precisa, aunque mas lenta que la respuesta innata ya que se desarrolla varios dias o
semanas después de la infeccidn inicial. Se caracteriza por su especificidad y diversidad debido a
que los receptores de reconocimiento de antigeno estan codificados por segmentos génicos que
sufren recombinacion somatica &, asi como por presentar memoria inmunoldgica, es decir, el
reconocimiento posterior del mismo agente patdgeno conlleva a una respuesta mas rapida y
eficaz ®. Aligual que la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa esta mediada por dos tipos de
respuesta, inmunidad humoral e inmunidad celular, en este caso llevadas a cabo por linfocitos B
y T respectivamente. Ambos tipos celulares se generan en la medula ésea a partir del mismo
precursor hematopoyético CLP (del inglés, “Common Lymphoid Progenitor”) y presentan
tolerancia frente a antigenos propios. Sin embargo, las células B y T se distinguen tanto en la

diferenciacion como en sus receptores de antigeno.

La respuesta inmune humoral o de células B se centra en la produccion de anticuerpos.
Los anticuerpos son glicoproteinas que reconocen los antigenos microbianos marcandolos para
su posterior eliminacion a cargo de las células fagociticas. Cuando una célula B reconoce por
primera vez el antigeno que corresponde a su anticuerpo unido a membrana, la union antigeno-
anticuerpo hace que se produzca la diferenciacién de células B de memoria y una expansion
clonal de células B efectoras, también conocidas como células plasmaticas, con el fin de sintetizar

grandes cantidades de inmunoglobulinas (Igs) °.

La respuesta inmune celular o de células T fomenta la destruccién de microorganismos
residentes en los fagocitos, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes generados
a partir de la inmunidad humoral, asi como la eliminacién de células infectadas o transformadas.
Durante el desarrollo de las células T en el timo tienen lugar dos tipos de procesos de seleccién:
seleccion positiva que permite la conservacion de las células que reconocen moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; del inglés, “Mayor Histocompatibilty Complex”)
propias eliminando asi células hipo-reactivas °, y seleccidon negativa que detecta y elimina células
T con alta afinidad por antigenos propios evitando la auto-reactividad °. Tras esta doble
seleccidn, solo un pequefio porcentaje de linfocitos T contindan con el proceso de maduracién y

diferenciacién.
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1.1.3.1. Linfocitos T

Los linfocitos T son elementos imprescindibles de la inmunidad adaptativa y suponen
entre el 60 y 80% de los linfocitos circulantes. En funcién de su fenotipo encontramos dos
poblaciones principales: linfocitos T CD4* y T CD8" (del inglés, “Cluster of Differentiation”);
aunque existen otros tipos de linfocitos T menos frecuentes como es el caso de los linfocitos T yo
y las células NKT invariantes (iNKT; del inglés, “invariant Natural Killer T cells”), que actlan como

soporte de las células T convencionales o en situaciones donde éstas no pueden responder.

Los linfocitos T CD4" actuan como células helper o colaboradoras (Th) y son los encargados
de regular y amplificar la respuesta por medio de la secrecion de citocinas capaces de estimular
a la practica totalidad de las células del sistema inmune, asi como a células no inmunoldgicas. Los
CD4* reconocen antigenos unidos a moléculas MHC de clase Il presentes en la superficie de las
células presentadoras de antigeno (APCs; del inglés, “Antigen-Presenting Cells”). Segin sus
funciones y el patréon de expresién de citocinas y factores de transcripcion, estos linfocitos a su
vez se dividen en subgrupos: Ty1, involucrados en la inmunidad celular favorecen la proliferacion
de los linfocitos T citotdxicos (CTLs; del inglés, “Cytolytic T Lymphocytes”) mediante la produccion
de interferén-y (IFN-y), IL-2 vy factor de necrosis tumoral-a (TNF-a; del inglés “Tumour Necrosis
Factor a”) **; Tu2, inductores de la inmunidad humoral a través de IL-4, IL-5 e IL-13 %, Ty17,
encargados de controlar las respuestas autoinmunes dan lugar a la produccion de IL-17 3; y Treg,
intervienen en los procesos de autotolerancia ejerciendo funciones inmunosupresoras por medio

de TGF-B (del inglés, “Transforming Growth Factor B”) e IL-2 *.

Los linfocitos T CD8* o CTLs son capaces de reconocer antigenos asociados a moléculas MHC
de clase | presentes en casi cualquier célula del organismo. Los CTLs son los encargados de
reconocer y eliminar de forma especifica células propias alteradas, infectadas o transformadas,

que representan una amenaza para el funcionamiento normal del organismo.

Ambos linfocitos T se caracterizan por la presencia de un complejo multiprotéico en su
membrana plasmatica denominado receptor de antigeno de la célula T (TCR; del inglés, “T Cell
Receptor”). Una vez el TCR reconoce especificamente el antigeno, los heterodimeros son los
encargados de comunicar el reconocimiento de ligando a las subunidades de sefializacién CD3 a
través de sus dominios ITAM (del inglés, “Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”),

formando asi el complejo TCR-CD3 *°. Asimismo, |a interaccion de los linfocitos T con otras células
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0 su completa activacion, no solo depende de la unidon mediada por el TCR, sino que también

precisa de la participacidn de otras sefiales proporcionadas por moléculas accesorias.

Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion (CAMs; del inglés, “Cell Adhesion Molecules”) son
glicoproteinas localizadas en la superficie de la mayoria de las células que constituyen un conjunto
de receptores de membrana, entre los que encontramos integrinas como LFA (del inglés,
“Lymphocyte Function-associated Antigen”) o Igs como ICAM (del inglés, “Intercellular Adhesion
Molecule”) . El incremento de las CAMs durante la interaccion del linfocito T con la célula diana

permite un contacto mas estrecho célula-célula, también conocido como sinapsis inmunoldgica

17

Moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras

Aunque la especificidad del linfocito T estd determinada por la unién del TCR al complejo
antigeno-MHC, la sefial que se genera resulta insuficiente para inducir su activacién. Por ello,
resulta imprescindible la intervencion de una segunda sefial o sefial co-estimuladora '’ ya que, de
lo contrario, su ausencia puede dar lugar en algunos casos a células anérgicas que no responden

o acaban generando tolerancia hacia el antigeno, y en otros, incluso conlleva a la muerte celular

18,19

Entre las moléculas co-estimuladoras que juegan un papel determinante en la activacion
de los linfocitos T encontramos a CD28 y CD40L. La molécula CD28 es una glicoproteina que se
expresa constitutivamente en la superficie de la mayoria de los linfocitos T. Tras el
reconocimiento antigénico inicial, ademas de aumentar su expresion, se une a sus ligandos CD80
(B7.1) y CD86 (B7.2) presentes en la superficie de las APCs. CD28 induce la expresién de ciertas
citocinas como IL-2, imprescindible en la regulacién y homeostasis del sistema inmune %°. Por otro
lado, la molécula CD40L se expresa fundamentalmente en la superficie de linfocitos T CD4*
activados y se une a CD40 presente tanto en linfocitos B como en APCs. La interaccion entre
CD40L y CD40 provoca un aumento de moléculas co-estimuladoras y desempefia un papel
fundamental en la produccién de IL-12 por activaciéon de las APCs, que a su vez activan una

respuesta de tipo Tyl 2.

Ademds de la regulacién positiva mediada por moléculas co-estimuladoras, también

concurre una regulacion negativa durante el reconocimiento del TCR a través de moléculas co-
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inhibidoras, impidiendo asi que se originen problemas de autoinmunidad por un exceso de
“respuesta”. Entre los principales receptores de co-inhibicién encontramos CTLA-4 (del inglés,
“Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”) y PD-1 (del inglés, “Programmed Cell Death 1”), moléculas
gue se expresan en células T previamente activadas e inhiben su proliferacion y la expresion de
determinadas citocinas ?>. Ambas moléculas presentan afinidad por diferentes ligandos, CTLA-4
compite con CD28 por la uniéon a CD80/CD86, mientras que PD-1 se une a PD-L1 (del inglés,
“Programmed Death-Ligand 1”) y PD-L2 (del inglés, “Programmed Death-Ligand 2”), moléculas
expresadas en APCs y en células tumorales 22726, Destacar que, durante los Ultimos afios, estos
mecanismos de control del sistema inmune o Immune Checkpoints han revolucionado la
inmunoterapia del cadncer convirtiéndose en potentes dianas terapéuticas capaces de revertir
situaciones de inmunotolerancia que tienen lugar en el microentorno tumoral (TME; del inglés,
“Tumour Microenvironment”). Anticuerpos bloqueantes o ICls (del inglés, “Immune Checkpoint
Inhibitors”) de CTLA-4, como lpilimumab, o de PD-1 y PD-L1, como Nivolumab y Atezolizumab
respectivamente, se estan utilizando actualmente en la clinica (Figura 1.2.). Sin embargo, la
variabilidad de efectos adversos y la aparicion de resistencias, han evidenciado la necesidad de

continuar con la busqueda de nuevas alternativas 272,

ESCAPE TUMORAL Grcies Linfocito Treg
2 ! S \
Célula tumoral

PROLIFERACION

Anti-PD-L1

Figura 1.2.- Inhibidores de /mmune Checkpoints en el tratamiento del cancer. La incapacidad de activacién
de los CTLs en el microentorno tumoral debido al efecto supresor de los Treg o de los Immune Checkpoints,
permite a las células tumorales escapar del sistema inmunoldégico y proliferar. Los ligandos B7, expresados
en las APCs, pueden unirse tanto al receptor CD28, permitiendo la amplificacion y sefializacion de células
T, como a CTLA-4, que, por el contrario, suprime su actividad. CTLA-4 ademads, es capaz de aumentar la
actividad de los Treg fomentando el efecto inmunosupresor. Por otro lado, la unién de PD-1 expresado en
células T activadas a su ligando PD-L1, potencia las sefiales inhibidoras mediante el estado de anergia de
los CTLs. La inhibicién de todos estos puntos de control mediante el uso de anticuerpos monoclonales
permite la restauracién de la actividad antitumoral de los CTLs. Adaptacién de 2°.
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1.1.3.2. Mecanismos citotéxicos mediados por células efectoras

Para una activacion completa, tras el reconocimiento antigénico via TCRy la colaboracién
de sefiales co-estimuladoras, los linfocitos TCD8" adquieren capacidades citotdxicas mediante la

participacidn de una tercera sefial en la que estan implicadas citocinas como IL-12 o IFN tipo |

30,31

Los linfocitos Tc, junto con las células NK (del inglés, “Natural Killer”), son las principales
células efectoras del sistema inmune, involucradas en la eliminacién de algunos virus o en la
respuesta antitumoral 32. Estas células son capaces de provocar la destruccion de las células diana
mediante tres mecanismos: secrecién de citocinas, apoptosis mediada por la via de los ligandos

mortales vy lisis inducida por la via de exocitosis granular (Figura 1.3.) 3334,
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Figura 1.3.- Citotoxicidad mediada por los CTLs. (a) Citotoxicidad indirecta mediada por la secrecién de IFN-
v Y TNF-a. (b) Induccién de apoptosis sobre la célula diana mediante la activacion de los receptores de
muerte. (c) Citotoxicidad directa a través de la liberacién de granzima By perforina al espacio intercelular
entre el CTLy la célula diana. Adaptacién de 3.

Secrecién de citocinas

La estimulacién del TCR puede dar lugar a la produccién y secrecion de ciertas citocinas
como IFN-y y TNF-q, las cuales ejercen sus funciones citotdxicas sobre células proximas a la célula

T efectora. El IFN-y incrementa la presentacion antigénica mediada por MHC de clase |, asi como
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la expresion de Fas en células diana, mientras que el TNF-a se une a los receptores de muerte
(DRs; del inglés, “Death Receptors”) presentes en las células diana, desencadenando la apoptosis

como veremos a continuacion a través de la via de los ligandos de muerte 3627,

Ligandos de muerte

La apoptosis es un tipo de muerte celular que transcurre con unas caracteristicas
morfoldgicas bien definidas: reduccién del volumen celular, condensacion de la cromatina y
fragmentacion nuclear 2%3°. Durante este proceso tiene lugar la traslocacién de la fosfatidilserina
(PS; del inglés, “Phosphatidylserine”) desde la cara interna a la cara externa de la bicapa lipidica,
asi como la formacion de burbujas o blebbing, provocando que la célula se acabe fragmentando

~ 7 . . 7 . 40
en pequefios cuerpos apoptdticos que posteriormente seran fagocitados *°. En respuesta a

multiples factores, la apoptosis puede iniciarse a través de dos vias de sefializacidon: via intrinseca

| 41 42,43

o0 mitocondrial ** y via extrinseca o de los receptores mortales

La via extrinseca esta mediada por la union de los ligandos de muerte como FasL,
TRAIL/Apo2Ly TNF-a, expresados por las células efectoras, a sus respectivos DRs, superfamilia de
receptores del TNF que incluyen a Fas, TRAILR1/2 (del inglés, “TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand Receptor”), también conocidos como DR4/DR5, y TNFR ***. Tras la unién ligando-
receptor, se inicia una via de transduccion en la que participan tanto caspasas ejecutoras como

moléculas adaptadoras para inducir la muerte de la célula diana por apoptosis.

Exocitosis granular

46y|a

Se trata de un proceso regulado que se inicia con la sinapsis inmunoldgica
consiguiente polarizacién del centro organizador de microtubulos (MTOC; del inglés,
“Microtubule Organizing Center”) hacia el lugar de contacto con la célula diana *’. El ensamblado
de microtubulos permite el trafico de los granulos hacia la membrana plasmatica, aunque precisa
la colaboracién de otras proteinas como AP-3 (del inglés, “Adaptor Protein 3”) *8, Rab27a *°,
Munc13-4°° 0 SNARE (del inglés, “Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein

51 Finalmente, la

Receptor”), un complejo proteico que facilita la fusidon vesicular
esfingomielinasa acida (ASM; del inglés, “Acid Sphingomyelinase”) permite la liberacion

direccional del contenido granular de la célula efectora *2.

Las vesiculas citotdxicas son organulos complejos que no solo contienen proteinas

proapoptodticas restringidas a los CTLs y células NK, sino que también contienen otra serie de
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moléculas expresadas en el interior de los lisosomas (Tabla 1.1.) °3. De entre todas ellas, debemos

destacar las proteinas perforina (perf) y granzimas (gzms) debido a que son las principales

responsables de desencadenar la lisis celular.

MOLECULA FUNCION
Perforina Formacion de poros
Granzimas Proteasas de serina
Granulisina Agente antimicrobiano
Calreticulina Inhibicién de la perforina
Catepsina C Activacién de las granzimas

Proteoglicanos

Unién a granzimas

Catepsina B

Degradacién de la perforina

Serpinas

Inhibicién de granzimas

Esfingomielinasa acida

Degradacion esfingomielina

Exocitosis granular

Catepsina D

Proteasa

Catepsina L

Proteasa

Receptor de manosa-6-fosfato

Trafico de proteinas

ATPasa-H

Acidificacion de los granulos

Arilsulfatasa

Degradacién de polisacaridos

B-Hexosamidasa

Degradacién de polisacéridos

B-Glucoronidasa

Degradacioén de polisacéridos

CD63 Marcador lisosomal
Lamp1/CD107a Marcador lisosomal
Lamp2/CD107b Marcador lisosomal

Tabla 1.1.- Contenido de los granulos citotdxicos de CTLs y células NK. Adaptacion de >*.

1.1.3.3. Perforina y granzimas

La perf es una proteina perteneciente a la superfamilia MACPF (del inglés, “Membrane

Attack Complex/Perforin”), con homologia funcional y ultraestructural con la proteina C9 del

complemento *°, cuya funcidn principal es la formacion de poros en la membrana de la célula

diana. Esta constituida por un dominio N-terminal que contiene un péptido sefial responsable de

su actividad litica, un dominio central de hélice de anclaje a la membrana y un dominio tipo EGF

(del inglés, “Epidermal Growth Factor”) y C2 de unién a Ca**en el extremo C-terminal, clave para

su activacidn 678,

11
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En el interior de los granulos citotdxicos, la perf se mantiene en su conformacion inactiva
debido a que el pH &cido impide la unién de iones Ca%* al dominio C2 por protonacién de algunos
de sus residuos °°, a la vez que la proteina calreticulina unida a la perf actia como chaperona .
Una vez en el espacio extracelular, el pH neutro vy la alta concentracion de Ca?* permiten un
cambio conformacional de la perf, que a su vez posibilita su insercion en la membrana de la célula
diana. Con la consiguiente formacién de poros, las gzms son entonces capaces de acceder al
citosol de estas células, lugar dénde ejercen sus funciones biolégicas como la induccién de
apoptosis o la estimulacién de una respuesta inflamatoria ®%. A pesar de que el mecanismo a
través del cual la perf permite la entrada de gzms al interior de la célula diana todavia no se ha
elucidado por completo, debido a la dificultad del estudio in vivo y a la falta de reproducibilidad
de las condiciones fisioldgicas in vitro (Figura 1.4.), varios estudios han demostrado que se

requiere de una accién sinérgica entre ambos elementos para conseguir finalmente la lisis celular

32,62,63

Célula efectora
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— o {g D manosa-6-fosfato (c) @)
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Célula diana Endosoma

Figura 1.4.- Mecanismos de accién de la perforina. Existen diferentes modelos propuestos para explicar la
entrada de gzms mediada por perf al interior de la célula diana. (a) Modelo clasico en el que se considera
que la perf forma poros directamente en la membrana plasmética y permite el acceso de gzms al citosol ®*.
Es el modelo mas aceptado en la actualidad. (b) Se produce la endocitosis del contenido granular mediada
por el receptor de manosa-6-fosfato al interior de la célula, lugar dénde finalmente las gzms son liberadas
en un proceso dependiente de perf %. (c) Se trata de un tipo de endocitosis “reparativa” en la que, tras la
consiguiente formacién de poros llevada a cabo por la perf, la entrada de Ca?* al citoplasma da lugar a la
reparacion de la membrana, generando endosomas que contienen gzms adheridas debido a su carga. Una
vez en el citosol, las gzms son liberadas al espacio intracelular favoreciendo la interaccion con sus sustratos
especificos para inducir la apoptosis %7
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Las gzms son una familia de proteasas de serina identificadas originalmente en el interior
de los granulos citotdxicos #°. Durante su sintesis, las gzms son procesadas a través del reticulo
endoplasmatico y el aparato de Golgi, siendo finalmente dirigidas a la via secretoria. Es alli donde
la proteasa catepsina C (dipeptidil peptidasa |) degrada la secuencia de dos aminoacidos
presentes en el extremo N-terminal de las gzms, permitiéndoles adquirir su conformacion activa,
ya que inicialmente son sintetizadas como precursores inactivos o zimdgenos °. Sin embargo, a
pesar de presentar su forma activa en el interior de las vesiculas, debido al pH acido de las mismas
y a la formacion de complejos con proteoglicanos, se mantienen inactivas hasta su liberacién al

espacio extracelular 7+72.

Segun su especificidad de corte y su actividad proteolitica, se han identificado diferentes
tipos de gzms (Tabla 1.2.): 5 gzms en humanos (A, B, H, Ky M) y 10 en ratén (A, B, C, D, E, F, G, K,
My N), siendo en ambos casos la gzmA y gzmB las mds abundantes y mejor caracterizadas 3*. A

pesar de que principalmente se encuentran en los granulos citotdxicos de linfocitos Tc y células

NK, también se han localizado en una gran diversidad de diferentes tipos celulares >77%,
GRANZIMA  ESPECIE ACTIVIDAD EXPRESION
A h, m Triptasa CTL, Treg, NK, NKT, GMC, Pne, M@Alv, Plaguetas (h)
B h, m ASPasa CTL, Treg, NK, NKT, Mas, MDSC (h), Bas (h), M@ (h),
DC, GMC, Célula B (h), Ser, Pne, Quer
C m Quimasa NK
D m Quimasa GMC
E m Quimasa GMC
F m Quimasa GMC
G m Quimasa GMC
H h Quimasa NK
K h, m Triptasa CTL, NK, NKT (h)
M h, m METasa NK, NKT, TY6
N m Desconocida Sper

Tabla 1.2.- Actividad y expresidn de las diferentes gzms. h: humano; m: murino; MDSC: Célula supresora de
origen mieloide (del inglés, “Myeloid-Derived Suppressor Cells”); Mas: Mastocito; Bas: Basdfilo; Ser: Célula
de Sertoli; Sper: Espermatocito; GMC: Célula de la glandula metrial; Pne: Neumocito; Malv: Macrdéfago
alveolar; Quer: Queratinocito. Adaptacion de 7°.

Durante afios, las gzms fueron descritas por su capacidad para eliminar células infectadas
o transformadas mediante la induccién de apoptosis. La gzmB, proteasa con especificidad por

residuos de acido aspartico, es la principal responsable de la induccion de este tipo de muerte

13
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celular 88! Sin embargo, en la actualidad se ha descrito la participacion de las gzms en otros
muchos procesos, como el control de la supervivencia de linfocitos activados y la regulacion de la
inflamacion a través de la modificacidn de la matriz extracelular o mediante su actuacién sobre
las células del propio sistema inmune innato 3*#283, De hecho, algunos estudios han demostrado
gue la gzmA tiene una mayor relevancia fisioldgica en procesos inflamatorios como veremos en
el Apartado 1.2.4. Lo mismo sucede con otras gzms menos estudiadas como son la gzmK o gzmM,
denominadas gzms huérfanas, de las que todavia no se conoce con exactitud cudles son sus

funciones bioldgicas, pero se les atribuyen propiedades proinflamatorias 8¢,

1.2. Inflamacién

1.2.1. Fisiologia y tipos de inflamacidn

En el siglo | A.C. el médico romano Aulus Cornelius Celsus describié los cuatro signos
cardinales de la inflamacién: calor, enrojecimiento, hinchazén y dolor . Mas tarde, Rudolph Carl
Virchow, un médico alemdn, afiadié la pérdida de la funcién como quinto signo (Figura 1.5.) y
postuld que la inflamacidon no puede ser representada como un solo proceso, sino como un

conjunto interconectado de varios de ellos .

Figura 1.5.- Signos cardinales del proceso inflamatorio. Esta caricatura muestra a cinco griegos que
simbolizan los cinco signos cardinales de la inflamacién: calor, enrojecimiento, hinchazdén, dolor y pérdida
de la funcién; tan apropiados hoy en dia como lo fueron al ser descritos por Celsus hace mas de 2000 afios.
Esta figura fue encargada por D.A.W. y dibujada por P. Cull para el Medical lllustration Department del St
Bartholomew's Hospital Medical College.
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La inflamacién puede definirse como un proceso bioldgico complejo que proporciona
herramientas de reparacion frente a dafios causados por agentes de distinta naturaleza:
mecanicos, infecciosos, quimicos o ambientales entre otros. Como consecuencia al dafio, se
producen sustancias nocivas o sefiales de peligro reconocidas por receptores especificos de las
células del sistema inmune y de las propias células del tejido, capaces de inducir una cascada de
eventos que constituyen la respuesta inflamatoria. Segun la naturaleza y la eficacia de la
respuesta, el proceso inflamatorio puede clasificarse como agudo o crénico, por lo que es

considerado como un arma de doble filo.

Inflamacién aguda

Considerada parte de la inmunidad innata se define como un proceso local, transitorio e
inespecifico frecuentemente beneficioso. Esta respuesta inicial se caracteriza por la liberacion de
numerosos mediadores quimicos, y conduce al exudado de liquido y de proteinas plasmaticas
(edema) y a la migracién de leucocitos, predominantemente neutroéfilos, a través de una mayor
expresion de CAMs. El balance dindmico entre infiltracién, divisién, migracién y muerte celular
permite alcanzar la resolucién del proceso inflamatorio permitiendo restaurar la homeostasis. Sin
embargo, la persistencia de la inflamacién aguda puede dar lugar a un proceso inflamatorio

croénico 89°9,

Inflamacién crénica

Tiene una mayor duracién y suele evolucionar en el curso de dias o semanas. Se
caracteriza por la presencia de células mononucleares (M@ vy linfocitos), asi como por la
proliferacién de vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular. La cronificacion de la inflamacion
presenta un caracter patofisioldgico y se asocia con muchas de las enfermedades mas prevalentes

en la actualidad, como es el caso del cancer °*.

1.2.2. Receptores de reconocimiento de patrones

El primer paso para la eliminacion de un patdgeno es su deteccién, y para ello las células de
la inmunidad innata han desarrollado una estrategia de discriminacion entre lo “propio” y lo “no
propio”, reconociendo las estructuras conservadas de los microorganismos que no estan
presentes en el huésped, los denominados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs;

92

del inglés “Pathogen-Associated Molecular Patterns”) Los PAMPs han mostrado ser

15
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importantes activadores de la respuesta inmune y entre ellos se incluyen componentes de la
membrana como el lipopolisacdrido (LPS) de bacterias Gram negativas o los peptidoglicanos
(PGNs) de bacterias Gram positivas, diversidad de &cidos nucleicos microbianos como ARN
bicatenario (dsARN; del inglés, “double-stranded”) y ARN monocatenario (ssARN; del

inglés,”single-stranded”), dinucledtidos de citosina y guanina metilados (CpG), y un largo etcétera

93

Asimismo, en 1994 se postuld la “teoria del peligro” %, la cual sugiere que las células del
sistema inmune innato ademas de reconocer patégenos, son capaces de reconocer moléculas
endogenas producidas por células dafiadas o sometidas a estrés, entre las que encontramos el
ATP (del inglés, “Adenosine Triphosphate”) o la proteina HMGB1 (del inglés, “High Mobility Group
Box 1”) entre otras ®°®. Estas sustancias se denominan patrones moleculares asociados al dafio

tisular (DAMPs; del inglés “Damage-Associated Molecular Patterns”) 7.

Los receptores a través de los cuales todas estas sefiales son reconocidas, son los
denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs; del inglés, “Pattern Recognition
Receptors”) %8. A pesar de que el sistema inmune innato es un mecanismo celular altamente
conservado, estudios filogenéticos han mostrado que los genes de los PRRs se han modificado
gradualmente a lo largo de generaciones mediante seleccién natural, y algunas de estas

99,100 Estos

variaciones se asocian con una mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades
receptores pueden expresarse tanto en superficie, como en vesiculas fagociticas o en el citosol
de las células, y podemos distinguir cinco familias tipo: Toll (TLRs; del inglés, “Toll Like
Receptors”), NOD (NLRs; del inglés, “NOD Like Receptors”) 103102 |ectina tipo C (CLRs; del inglés,
“C-type Lectin Receptors”) 1%, RIG-I (RLRs; del inglés, “RIG-I Like Receptors”) 1y RAGE (del inglés,
“Receptor for Advanced Glycation Endproducts”) 1. Cada uno de estos receptores difiere en el
reconocimiento de los ligandos, la transduccién de sefial y su localizacién subcelular 1%. En Ia

Figura 1.6. se muestra de forma simplificada como el reconocimiento de PAMPs y DAMPs da lugar

a la activacion de la respuesta inmune.
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Figura 1.6.- Participacién de PAMPs y DAMPs en la induccién de la respuesta inflamatoria en la mucosa
intestinal. Patdgenos como virus, bacterias y hongos son capaces de estimular los PRRs promoviendo la
produccién de citocinas proinflamatorias y el reclutamiento de células inmunes. El dafio tisular producido
sobre las células da lugar a la generacion de DAMPs en el medio extracelular para estimular y amplificar la
reaccién de inflamacién. P2X7R: Receptor de P2X7. Adaptacion de 197,

1.2.2.1. Receptores tipo Toll

Los TLRs fueron descritos por primera vez en Drosophila melanogaster 1%y son los PRRs
mejor caracterizados 1%. Se trata de una familia de glicoproteinas transmembranales de tipo |,
localizadas tanto a nivel extracelular (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 y 11) como intracelular (TLR3, 7, 8 y 9)
que pueden expresarse como homodimeros o heterodimeros (TLR1/TLR2 o TLR2/TLR6) **° (Figura
1.7.). Estas moléculas constan de un dominio extracelular que determina la especificidad de
ligando con repeticiones ricas en leucinas (LRRs; del inglés, “Leucine-Rich Repeats”), seguido por
una hélice transmembrana simple y un dominio intracelular homodlogo al del receptor para IL-1
denominado Toll/IL-1R (TIR; del inglés, “Toll/Interleukin-1 Receptor”). Este dominio TIR es el lugar
de unién para proteinas intracelulares que promueven la transcripcién de genes implicados en la
respuesta inmune frente al agente patdgeno ***. Hasta el momento, se han descrito 15 receptores
tipo Toll en mamiferos, de los cuales 10 son los mas frecuentes en humanos, y se clasifican en

base a sus caracteristicas genéticas y a su localizacion 12113,
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Figura 1.7.- Principales TLRs. Los miembros de la familia TLR reconocen patrones especificos de
componentes microbianos. TLR2 reconoce una variedad de lipopéptidos microbianos, como el acido
lipoteicoico o peptidoglicano. TLR1 y TLR6 cooperan con TLR2 para discriminar diferencias sutiles entre
triacil y diacil lipopéptidos, respectivamente. TLR3 esta implicado en el reconocimiento del dsARN viral,
mientras que TLR7 y TLR& son los receptores del ssARN. TLR4 es el elemento transductor de sefiales del
complejo de receptores del LPS y también estd implicado en la respuesta de sefializacion a otros estimulos
exodgenos. TLRS se une a la flagelina, proteina bacteriana implicada en la motilidad, y TLR9 reconoce los
CpG, secuencia repetitiva de acidos nucleicos no metilados. MAPK: Proteina quinasa activada por
mitégenos; JNK: Quinasa c-Jun N-terminal; IRFs: Factor regulador de IFN. Adaptacion de 114.

Los TLRs se localizan tanto en células del sistema inmune (DCs, M@, células NK,
monocitos, mastocitos, PMNs y linfocitos T y B) como en células no inmunoldgicas (fibroblastos,
células epiteliales y queranocitos) *°. Sin embargo, independientemente del tipo celular en el
gue se encuentra el TLR, cada receptor reconoce un PAMP especifico y adapta la respuesta al tipo
de patogeno. Tras la union del ligando, los TLRs dimerizan y experimentan cambios
conformacionales necesarios para el reclutamiento de moléculas adaptadoras, las cuales se unen
a través de sus dominios TIR. A partir de entonces, podemos diferenciar entre dos vias principales
de sefializaciéon (Figura 1.8.): dependiente e independiente de la proteina MyD88 (del inglés,

116-119

“Myeloid Differentation primary response 88”) , las cuales producen la activacion de

distintas cascadas de sefializacién como la del factor nuclear kappa B (NF-kB; del inglés, “Nuclear
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Factor-kB”), con la consecuente produccién de citocinas, quimiocinas y un aumento en la

120

expresion de CAMs y moléculas de co-estimulacion *<°, participes en la respuesta inmune

adaptativa, tal y como se describia en el Apartado 1.1.3.
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Figura 1.8.- Vias de sefializacién de los diferentes TLRs en mamiferos. TLR5, TLR11, TLR4 y los
heterodimeros TLR2-TLR1 o TLR2-TLR6 se unen a sus respectivos ligandos en la membrana de las células,
mientras TLR3, TLR7-TLR8, TLRO y TLR13 se localizan en endosomas, donde son capaces de detectar acidos
nucleicos microbianos y enddgenos. El ambiente acido y las enzimas presentes en los endosomas son
esenciales para la degradacion del material y la 6ptima activacion de dichos receptores. Podemos encontrar
TLR4 tanto en la membrana plasmatica como en endosomas. TAB: Proteina de union a TAK (del inglés,
“Transforming growth factor (TGF) -B-Activated Kinases”). Adaptacion de 2%,

1.2.2.2. Receptores tipo NOD

Se trata de una familia constituida por 23 receptores en humanos y 34 en raton,
presentes en el citoplasma de las células, actlan reconociendo componentes microbianos
intracelulares, complementando de esta forma el reconocimiento mediado por los TLRs. Los NLRs
estan formados por un dominio central de union a nucledtidos (NACHT o NOD; del inglés,

“Nucleotide-binding and Oligomerization Domain”) que permite su oligomerizacién, un dominio
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receptor LRRs en el extremo C-terminal implicado en el reconocimiento del ligando y en mantener
al NLR en estado inactivo, y un dominio efector en el extremo N-terminal responsable de

desencadenar la sefializacion intracelular 2.

El dominio N-terminal presente en los NLRs incluye a su vez la interaccién de varias
proteinas como son los CARD (del inglés,” Caspase Recruitment Domain”), PYD (del inglés, “Pyrin
Domain”) o BIR (del inglés, “Baculovirus Inhibitor Repeat”) **2, dando lugar a la clasificacion de las
diferentes subfamilias: NLRA, NLRB, NLRC, NLRP y NLRX. Los receptores NOD1 o NLRC1y NOD2 o
NLRC2 fueron los primeros NLRs identificados y forman parte de la subfamilia que contiene un
dominio CARD en su extremo N-terminal. Ambos receptores reconocen una amplia variedad de
componentes microbianos y productos enddgenos e inducen la activacién de MAPK y NF-kB, y
con ello la transcripcién de numerosos genes implicados en la respuesta inmune innata y
adaptativa. Por otro lado, algunos receptores como NLRP1 o NLRP3, caracterizados por presentar
un dominio PYD en su extremo N-terminal, participan en el ensamblaje de complejos proteicos
denominados inflamasomas, responsables de la activacion de la caspasa-1, proteasa encargada
de proteolizar las formas inmaduras de las citocinas clave en la respuesta inflamatoria IL-1B e IL-
18 122, No obstante, recalcar que existen otros mecanismos alternativos para la activacion de estas
citocinas, como el mecanismo llevado a cabo por la caspasa-8 124,

El inflamasoma NLRP3 es un complejo proteico que actla como sensor e interviene en el
desarrollo de la inflamacién, por lo que se ha vinculado con algunas patologias de caracter
inflamatorio *?°. Se trata del inflamasoma mejor caracterizado hasta la fecha y puede ser activado
en respuesta a una diversidad de factores derivados de patégenos, como LPS o dcidos nucleicos,
o frente a moléculas enddgenas liberadas en situaciones de estrés como el ATP o el acido urico
%126 | 3 activacién del inflamasoma se encuentra precedida por la formacién de un complejo
macromolecular en el que estan implicados los tres componentes candnicos: la molécula sensora
NRLP3, la proteina adaptadora ASC (del inglés, “Apoptosis-associated Speck-like protein

containing a CARD”) y la molécula efectora procaspasa-1 (Figura 1.9.).
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Figura 1.9.- Mecanismo de activacidn del inflamasoma NLRP3. En condiciones normales, el inflamasoma
NLRP3 se encuentra autoreprimido debido a la interaccién interna entre el dominio NACHT vy las LRRs. En
presencia de PAMPs o DAMPs, esta autorepresion se elimina por exposicion de NACHT y la oligomerizacion
de NLRP3, que a su vez recluta a las proteinas ASC y pro-caspasa-1, desencadenando la activacién de la

caspasa-1y la maduracion y secrecion de citocinas proinflamatorias como la IL-1B e IL-18. Adaptacion de
127

En la actualidad, se ha propuesto un modelo de dos sefiales para una activacion eficiente
del inflamasoma NLRP3, las cuales se suceden a medida que avanza el proceso de sefializacién.
La primera consiste en lo que se conoce como sefial pre-estimuladora o priming, mediada por la
activacion de NF-kB a través de los PRRs en respuesta a ciertos PAMPs o DAMPs. Esta sefial inicial
da lugar a la sobreexpresién de NLRP3, cuya concentracién en condiciones basales es insuficiente
para la activacién del inflamasoma, y a la expresién de pro-IL-1B, la cual no se expresa de forma
constitutiva en las células 1?8, La segunda sefial, especifica para el ensamblaje del inflamasoma
NLRP3, ocurre en respuesta a una gran diversidad de estimulos y durante la misma tienen lugar
una serie de eventos como la alteracién de la concentracion de iones intracelulares (K*y Ca%*) o
la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ROS; del inglés, “Reactive Oxygen Species”), todos
ellos interrelacionados para contribuir en el proceso de sefializacion. Finalmente, la caspasa-1 es
responsable de la maduracion de pro-IL-1B y pro-1L-18, obtenido asi las formas bioldgicamente

activas de ambas citocinas proinflamatorias.

1.2.3. Células y mediadores contributivos en el proceso inflamatorio

La respuesta inflamatoria implica una gran variedad de células inmunoldgicas y no
inmunoldgicas, que actlan de forma interrelacionada con una amplia variedad de mediadores

quimicos para controlar y mantener la homeostasis del individuo (Figura 1.10.).
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Figura 1.10.- Coordinacién de eventos durante la respuesta inflamatoria. (1) Activacion de las células
residentes del propio tejido que conlleva la iniciacidén de una cascada de sefializacién mediante la liberacion
de mediadores proinflamatorios solubles. (2) Junto con los cambios vasculares, también se produce un
aumento de las CAMs por parte de los leucocitos y las células endoteliales circulantes, dando lugar a la
exudacion de liquido y proteinas v a la entrada de granulocitos y monocitos/M@ desde la sangre al tejido
afectado. (3) La funcidn basica del reclutamiento de leucocitos es fagocitar y, por lo tanto, eliminar
microorganismos y debris celulares. (4/5) La resolucidon de la inflamacidn se caracteriza por la eliminacién
del infiltrado inflamatorio. La disminucion de citocinas proinflamatorias ayuda a limitar la extravasacion de
células desde la sangre. (6) Apoptosis de PMNs. (7) Reclutamiento de un mayor numero de células
fagociticas. (8) Eferocitosis. (9) Eliminacion de las células disfuncionales del tejido y reprogramacion de los
M@ tisulares. (10/11) Las células no apoptdticas abandonan el lugar de la inflamacidon por medio de la
extravasacion inversa o la migracién via linfatica. (12/13) El tejido es repoblado por diversidad de células
inmunes que recuperan el estado de homeostasis. Adaptacion de 2°.

1.2.3.1. Células inmunes innatas implicadas en la respuesta inflamatoria

La extravasacion selectiva de células al lugar de la lesidon, asi como la activacion del
sistema inmune innato y por consiguiente, del sistema inmune adaptativo, permiten la
destruccion de elementos extrafios mediante “factores de muerte” y la reparacion del tejido
dafiado a través de “factores de crecimiento” de forma simultanea, lo que se conoce como el yin

y yang de la inflamacion 1*°. Algunas de las células participes en este proceso son:

Células polimorfonucleares

Los neutréfilos o PMNs (del inglés, “Polymorphonuclear Neutrophils”) forman parte de la

familia de células polimorfonucleares junto con basoéfilos y eosindfilos, siendo estos los mas
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abundantes en sangre. Representan en torno a un 50-70% de los leucocitos circulantes en
humanosy un 10-25% en ratén 3!, desempefian un papel clave en la inmunidad innata siendo la
principal linea de defensa del organismo frente a patdgenos extracelulares, y tal y como se

describid 12, son junto a los M@, las células fagociticas por excelencia.

Durante el inicio de la inflamacién, son unas de las primeras células migrantes hacia el
lugar de la lesion, mediante un proceso denominado quimiotaxis. Una vez alli, los PMNs fagocitan
o destruyen microorganismos invasores y células aberrantes gracias principalmente al contenido
de sus granulos 133, También son capaces de llevar a cabo un tipo especial de muerte programada
con funcién defensiva, la NETosis, que elimina los patdgenos mediante la produccion de
estructuras extracelulares compuestas de ADN y proteinas antimicrobianas, conformando las
denominadas trampas extracelulares de PMNs (NETs; del inglés, “Neutrophil Extracellular Traps”)
134 Asimismo, los PMNs sintetizan y secretan una amplia variedad de citocinas proinflamatorias,
quimiocinas, factores de crecimiento y otros mediadores de una manera estimulo dependiente,
con lo que promueven la atraccion de otras células inmunes como monocitos y DCs e influyen

sobre la activacion y diferenciacion de APCs 1¥7137: asi como de células Ty B, contribuyendo a la

activacién, orientacion y expresion de la respuesta inmune adaptativa 13714,

Por otro lado, aunque los PMNs son componentes clave de la respuesta inflamatoria, tras
un periodo corto de tiempo y de actividad vigorosa, la infiltracion de PMNs cesa, permitiendo que
la inflamacién desaparezca y limitando asi el dafio generado. Algunos estudios han demostrado
gue mediante la liberacién de determinados mediadores antiinflamatorios, los PMNs también

son capaces de restaurar la lesion ocasionada contribuyendo a la homeostasis 1417143,

Monocitos

Los monocitos son leucocitos de gran tamafo equipados con multiples receptores de
reconocimiento para el desarrollo de una respuesta rapida, con capacidad de producir grandes
cantidades de moléculas efectoras que intervienen en la defensa contra patdgenos *. Se trata
de células que circulan por el torrente sanguineo y que, junto con los PMNs, penetran en el tejido
inflamado, aunque a diferencia de estos, su acumulacion es un proceso mucho mas lento puesto
gue el numero de monocitos en circulacidn es bastante mas bajo. Asimismo, también se localizan
en medula ésea, donde son producidos, y en bazo, desde donde pueden ser movilizados segun

las necesidades 1*°.
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Los monocitos son considerados como centinelas del sistema inmune innato capaces de
fagocitar y presentar antigenos contribuyendo con la respuesta adaptativa, y entre sus

caracteristicas mas relevantes destacan su heterogeneidad y plasticidad 4®

, lo que da lugar
principalmente a dos subpoblaciones con variacién en la expresiéon de moléculas de superficie:
monocitos “clasicos” con una expresion CD14"s"CD16~ en humanos y Ly6C"e" en ratdn, y

1477149 Entre ellas

monocitos “no cldsicos” CD14"°“CD16M"&" en humanos y Ly6C°" en ratdn
encontramos diferencias de tamafio, morfologia, granularidad y especialmente en su
funcionalidad %!, Ademds, también es importante destacar la disimilitud que presentan en la
expresidon de receptores de quimiocinas, los monocitos “clasicos” expresan CCR2"&"CX3CR1'%
mientras que los “no cldsicos” son CCR2'©VCX3CR1MeN 148152153 |5 que les confiere diferencias en

la migracién y una susceptibilidad diferencial frente a ciertas patologias o infecciones. 1>471%,

Durante la inflamacidn, los monocitos “clasicos” son rapidamente reclutados al lugar de
la lesion, donde después de la extravasacién, pueden diferenciarse en M@ o DCs tisulares,

contribuyendo asf a la renovacion de las mismas *771%9,

Macréfagos

Los M@ son células diferenciadas que residen en los tejidos y forman parte, junto con los
monocitos, del sistema fagocitario mononuclear, componente clave de lainmunidad innata 16961,
Aunque la mayoria de los M@ derivan de los monocitos circulantes, se ha descrito que también
son capaces de proliferar localmente en estado basal o en respuesta a dafios especificos del

tejido, siendo por lo tanto capaces de autorrenovarse 1461627164

En condiciones normales, estas células mantienen la homeostasis y la integridad de los
tejidos gracias a su gran capacidad para fagocitar y degradar microorganismos o toxinas, asi como
células muertas y restos celulares que reconocen debido a la expresion de una gran variedad de
receptores de superficie 1¢>1% Ademads de esta funcién, los M@ presentan un metabolismo muy
activo, por lo que, durante la respuesta inflamatoria son capaces de secretar gran cantidad de
moléculas como enzimas proteoliticas y/o bactericidas, quimiocinas, citocinas o factores de
crecimiento entre otras, para atraer a otras células y actuar como APCs frente a linfocitos T

previamente activados, controlando de esta forma la respuesta inmune adaptativa 4.

La activacion de los M@ se produce de dos maneras distintas. La activacién “clasica” que

conduce a un fenotipo proinflamatorio o M1, y la activacién “alternativa” con un fenotipo
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antiinflamatorio o M2 (Figura 1.11.). Destacar que esta clasificacion de la activacion M1/M2 es
guizas demasiado dicotémica, es decir se trata de una forma simplificada de denotar la elevada
plasticidad de estas células, ya que la polarizacion de los M@ se trata de un “continuo” en

respuesta a una variedad de estimulos en el entorno en el que se localizan *461%’

Fenotipo M1 Ny Fenotipo M2

iNOS, TNF-a, IL-1B, IL-6,
1L-12, IL-23, MCP-1, IFN-y

Arginasal, IL-10,
CD206, TGF-B, VEGF

il

Respuesta T, 1 ROLMRLN . Respuesta T2
» . Seames’, B o
Actividad bactericida T Reparacion/Remodelacion tisular
. s, TGRB o
Inflamacion TS Eferocitosis

Inmunoestimulacion Inmunosupresion

l l

| ANTI-TUMORAL | PRO-TUMORAL |

Figura 1.11.- Polarizacidn de macréfagos M1y M2. LPS, TNF-a e IFN-y son los mayores estimulantes de la
polarizacién M1 o proinflamatoria, mientras IL-4, IL-13, IL-10 y TGF-f son inductores de la polarizacién M2
o antiinflamatoria. Dependiendo del fenotipo adquirido, los M@ producen diversidad de citocinas,
quimiocinas y otras moléculas especificas que les permiten ejercer diferentes funciones. Adaptacion de 68,

Los M@M1 se activan cuando se exponen a moléculas relacionadas con microorganismos
infecciosos y/o citocinas relacionadas con inflamacion como TNF-a y/o IFN-y. Este tipo de M@ se
caracteriza por la expresion de iNOS (del inglés, “inducible Nitric Oxide Synthase”) y la produccién
de moléculas como ROS y dxido nitrico (NO; del inglés, “Nitric Oxide”), ademas de una gran
variedad de citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1p e IL-6, promoviendo una respuesta Ty1.

De esta manera, los M@M1 participan en respuestas microbicidas y en inmunidad antitumoral

146,169-172

Mientras, los M@M?2 responden ante citocinas relacionadas con una respuesta Tu2 (IL-4

e IL-13) y moléculas antiinflamatorias como IL-10, TGF-B o glucocorticoides. De hecho, en funcién
del estimulo con que estos M@ se activan, junto con otras diferencias funcionales, se pueden
dividir en subpoblaciones. Los M@M?2 estdn implicados en la contencién de parasitos, regulacién

de la inflamacién, reparacion del tejido y proliferacion tumoral, mediante la expresion de
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arginasa-1 (Arg-1), antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra; del inglés, “Interleukin-1 Receptor

antagonist”), y la produccién de grandes cantidades de mediadores como IL-10 o TGF-B 1737178,

Células dendriticas

Las DCs, cuyo nombre se debe a sus abundantes ramificaciones, son células
especializadas en la captacion, procesamiento, transporte y presentacién antigénica en el
contexto de moléculas MHC de clase Il, siendo consideradas como las APCs mas efectivas,

encargadas tanto del inicio de la respuesta inmune como de la tolerancia central y periférica

179,180

Se trata de una poblacién celular con alta heterogeneidad en cuanto a fenotipo,
localizacion y funcionalidad, pudiendo clasificarse como DCs plasmoides (pDCs) y DCs mieloides
o convencionales (cDCs). Las pDCs, presentes en la medula ésea y en los tejidos periféricos, se
encargan de producir grandes cantidades de IFN tipo | en respuesta a infecciones virales 1817183,
mientras que las cDCs, presentes en casi todos los tejidos, se encargan de activar linfocitos T naive

constituyendo un nexo de unién fundamental entre inmunidad innata y adaptativa 8.

En su etapa inmadura, las DCs tienen gran capacidad fagocitica y residen en los tejidos
periféricos, donde actian como centinelas. Seguidamente a la captacién de antigenos via PRRs,
las DCs son activadas y migran hacia los érganos linfoides secundarios, donde se convierten en
DCs maduras. Durante el proceso de maduracion, estas células experimentan un incremento en
la expresion de moléculas MHC y moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 y CD86,
implicadas en la interaccion y activacion de linfocitos T, asi como en la secrecion de citocinas

proinflamatorias 18187,

Células NK

Las células NK son células de estirpe linfoide, pertenecientes a la familia de ILCs &8

, que
se encuadran dentro de la inmunidad innata ya que carecen de receptores especificos de
antigeno '®. Fueron descritas por primera vez en 1970 por su capacidad citotdxica frente a varios
tipos de células tumorales %1% Sin embargo, en la actualidad se conoce que estas células no
solo destruyen células neoplasicas o malignas, sino que contribuyen en el control de patdgenos

intracelulares y mantienen la homeostasis mediante la destruccién de una gran diversidad de

células inmunes 2.
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Asimismo, algunos estudios han demostrado como las células NK, en respuesta a diversos
estimulos, son capaces de producir diferentes citocinas como IFN-y, TNF-a o IL-10 entre otras, y
quimiocinas como CCL-4 o CXCLS; ejerciendo asi actividad reguladora 3. Mediante la secrecién
de estos factores solubles y la interaccion con otras células inmunes como M@, DCs o linfocitos
T, estas células pueden intervenir en la respuesta inflamatoria y afectar al desarrollo de la

inmunidad adaptativa 19471%,

1.2.3.2. Mediadores de la inflamacidn

Los mediadores de inflamacion representan la principal estrategia de comunicacion
célula a célula. Se trata de moléculas solubles liberadas de manera local por los diferentes tipos
celulares que los contienen, o bien como moléculas preformadas dentro de los granulos
secretores (por ejemplo, la histamina), o sintetizadas rapidamente cuando estas son requeridas
(por ejemplo, los mediadores lipidicos como son la prostaglandina o los leucotrienos). A este tipo
de mediadores se les conoce como enddgenos (Tabla 1.3.), mientras que a los productos

bacterianos o toxinas se les denomina mediadores exdgenos.

CELULARES
Histamina n
Preformados PLASMATICOS
Serotonina «—— en granulos
. . secretores C3a
Enzimas lisosomales Csa Activacion del
Prostaglandinas C3b I complementa
Leucotrienos
C5b-9
Factor de activacion plaquetaria Sintetizados - —
“—  denovo Sistema de coagulacion
ROS . ] n )
i Sistema fibrinolitico
Oxido nitrico ) N o
Sistema quinina - Bradiquinina
Citocinas

Tabla 1.3.- Principales mediadores en inflamacidn. Diferentes mediadores enddgenos son liberados
durante la inflamacién aguda y crénica, derivados de células o del plasma. Adaptacién de *¥7.

Citocinas pro-y antiinflamatorias

Las citocinas son proteinas “mensajeras” de bajo peso molecular, por lo general menos
de 30 kDa, secretadas como mediadores celulares en respuesta a patdgenos, a sus productos u
otras sefiales relacionadas. Tanto las células inmunes (granulocitos, M@, ILCs, DCs, linfocitos, etc.)
como las células no inmunes (células epiteliales, endoteliales, estromales, fibroblastos,

adipocitos, etc.) son capaces de producirlas.
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Una vez sintetizadas, las citocinas son secretadas al medio extracelular donde se
involucran en los procesos de inmunidad innata y adaptativa, regulando la amplitud y duracion
de la respuesta, por lo que representan una posible solucion terapéutica en el tratamiento de
ciertas enfermedades . Entre su amplia variedad de funciones encontramos: activaciéon o
inhibiciéon, proliferacién, diferenciacion, maduracién, o incluso en algunos casos ejercen
funciones efectoras °°. Las citocinas son moléculas pleiotrépicas, es decir, la misma citocina
puede ejercer multiples efectos en diferentes tipos celulares, y redundantes, es decir, diversas
citocinas pueden producir el mismo efecto. Ademds, pueden ser sinérgicas o antagodnicas, de
modo que dos citocinas distintas en ocasiones pueden potenciarse mutuamente o bien la accidon

de una citocina puede bloquear la accion de la otra.

Su unién a los receptores especificos de membrana presenta elevada afinidad, por lo que
hacen falta cantidades muy pequefias de citocinas para desencadenar una cascada de sefiales de
transduccién que dé lugar a una alteracion del patréon de expresion génica sobre la célula diana,
produciendo de este modo una respuesta bioldgica, la cual puede ser autocrina, paracrina o

endocrina.

A pesar de que hasta el momento se han descrito multitud de citocinas, en la Tabla 1.4.
se muestran Unicamente aquellas que representan una mayor implicacién durante la respuesta
inflamatoria, pudiendo clasificarlas en dos grupos bien diferenciados en base a su funcionalidad:

citocinas pro- y antiinflamatorias 2%.

CITOCINA PRINCIPALES CELULAS SECRETORAS FUNCIONES MAYORITARIAS

PROINFLAMATORIAS

Induccién de proteinas
Mon, M@, PMNs, proinflamatorias
IL-1a / IL-1B
Hematopoyesis
Linf, Quer, Fibr oy
Diferenciacion de células Tpl7
Induccidén de proteinas de fase aguda
en hepatocitos
IL-6 Mon, M@, Gran, Eos, Mas, Células T Trafico y activaciéon de leucocitos
y B, End, Quer, Fibr,
Diferenciacion, activacion y
supervivencia de células T
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Diferenciacion de células By
produccién de IgG, IgM e IgA

Hematopoyesis

Neoangiogénesis

IL-8

Quemotaxis para PMNs, células NK,

Mon, M@, PMNs, Linf, End, Epit, células T, basofilos y eosinofilos

Quer, Fibr
Angiogénesis

IL-17A

Induccion de citocinas

proinflamatorias, quimiocinas y
PMNs, NK, NKT, T C8+, T y8, Tul7 metaloproteasas

Reclutamiento y activacién de PMNs

TNF-a

Defensa del huésped

Mediador proinflamatorio de inicio de
. respuesta
Mon, M@ activados, NK, Mas, T P
CD4+, B, End, Fibr Mediador inmunosupresor por
limitacion del alcance y duracién del
proceso inflamatorio, y por inhibicién
del desarrollo de enfermedades
autoinmunes y carcinogénesis

IFN-y

Propiedades antivirales

Promocion de la actividad citotdxica y
diferenciacion Tyl

M@, NK, NKT, Sobrerregulacién de moléculas MHC
declase I y I
CTLs, B Inhibicidn del crecimiento celular

Efectos pro-apoptoéticos y control de la
muerte celular inducida por activacién

Induccién de la apoptosis epitelial en
piel y mucosa

ANTIINFLAMATORIAS

IL-4

Induccion de la diferenciacién Ty2

Bas, Eos, Mas, NKT Tu2, T y6 Sobrerregulacion de la expresién de
moléculas MHC de clase Il en células B

Aumento de moléculas de adhesion

29



30

INTRODUCCION

Efecto inmunosupresor a través de
) APCs o efectos directos sobre las
IL-10 Mon, M@, DCs, Células Ty B subpoblaciones de células T
Supresion de IgE e induccion de IgG

Células necrdticas, Nuo y Fibr en L,
IL-33 Y Induccién de respuesta Ty2 en

respuesta a estrés, Epit mucosas

Balance de efectos pro-vy
antiinflamatorios, por disminucién del
crecimiento celular de practicamente

la totalidad de los precursores de

Diversidad de células: M@, Eos, células inmunes
TGF-B

Treg, Epit, Fibr... Regulacion de la diferenciacién de las

subpoblaciones Ty e induccion de
células Treg

Inmunotolerancia

Tabla 1.4.- Principales citocinas pro- y antiinflamatorias implicadas en el proceso inflamatorio. Mon:
Monocitos; Linf: Linfocitos; Quer: Queranocitos; Fibr: Fibroblastos; Gran: Granulocito; Eos: Eosindfilo; Mas:
Mastocito; End: Célula endotelial; Epit: Célula epitelial; Bas: Baséfilo; Nuo: Nuocito. Adaptacién de 201,

Quimiocinas

Las citocinas con actividad quimiotactica se denominan quimiocinas y juegan un papel
fundamental en la migracién y en el trafico de células inmunoldgicas durante la respuesta
inflamatoria, mediante la creacidon de gradientes quimicos que proporcionan sefiales a las células
a medida que avanzan hacia el tejido. Ademas de esta funcidn, también estan implicadas en otros
muchos procesos como el desarrollo de érganos linfoides, diferenciacion de células inmunes,

embriogénesis o angiogénesis entre otros 202203,

La estructura del mondmero de quimiocina estd compuesta por varias regiones, siendo
el extremo N-terminal el responsable de la activacion de los receptores, y es estabilizada a través
de puentes disulfuro. Segun la posicion de los dos primeros residuos de cisteina (C) préximos al
N-terminal, adyacentes o separados por alglin aminoacido (X), las quimiocinas pueden clasificarse
en cuatro subfamilias: CC, CXC, CX3C y XC; siendo las dos primeras las mas estudiadas hasta la
fecha 2%, Las quimiocinas CC actlan en varios subconjuntos de leucocitos, incluyendo monocitos,
eosinodfilos, DCs, linfocitos y células NK, pero no en PMNs, mientras que las quimiocinas CXC estan

implicadas en el reclutamiento de PMNs y otros leucocitos, asi como en angiogénesis 20°7297,
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Para que las células respondan frente a una quimiocina, deben de expresar el receptor
especifico complementario a la misma 2%. La existencia de una gran diversidad de receptores de
quimiocinas, los cuales forman una gran subfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR;
del inglés, “G Protein-Coupled Receptors), indica un alto grado de especificidad, tal y como se

muestra en la Tabla 1.5.

FAMILIA RECEPTOR LIGANDO

CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13%,

CCR1
CCL14*1, CCL15*?, CCL16*Y, CCL23*
CCR2 CCL2, CCL7, CCL8, CCL13*, CCL16* !
CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13¥,
CCR3
CCL15*2, CCL24, CCL26, CCL283
CI - CCR4 CCL172, CCL22>
_C| D CCR5 CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL11, CCL14*1, CCL16*
c CCR6 CCL20?
CCR7 CCL19Y, CCL212
CCR8 ccLl
CCR9 ccL2st
CCR10 CCL27%, CCL283
CXCR1 CXCL1, CXCL6*, CXCL8*
CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3*, CXCL5, CXCL6*, CXCLS*¥,
Cl — CXCR3 CXCL43, CXCL9, CXCL10, CXCL11
GXC CXCR4 CXCL12!
C| _D CXCR5 CXCL13!
CXCR6 CXCL16
CXCR7 CXCL11, CXCL12

XCR1 XCL12, XCL2*2
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ANNANY

77774

_jxixc)

CX3CR1 CX3CL1

Tabla 1.5.- Superfamilia de las quimiocinas. *En ratdn, el ligando adquiere otro nombre o se desconoce su
existencia hasta la fecha. Aunque la funcién principal de la mayoria de las quimiocinas es inflamatoria,
encontramos algunas excepciones:*Homeostatica; 2Dual; 3Desconocida. Adaptacion de 2%.

1.2.4. Granzima A

La gzmA es la proteasa de serina mds abundante de los granulos citotéxicos, cuya
especificidad de sustrato viene definida por la estructura de su centro activo (Figura 1.12.),
determinando asi el corte de las secuencias peptidicas tras residuos de lisina (Lys) y arginina (Arg),

por lo que la gzmA presenta actividad triptasa. A diferencia del resto de gzms, actlia como

homodimero con un peso molecular de aproximadamente unos 60 kDa 21°.
SUSTRATO
N-terminal C-terminal

PROTEASA

Figura 1.12.- Representacién esquematica de la interaccidon proteasa-sustrato. La figura muestra los
subsitios o bolsillos de especificidad del centro activo de la proteasa (S1...Sny S1°...5n") acomodando la
cadena lateral de los correspondientes residuos del sustrato (P1...Pny P1"..Pn’). El enlace peptidico entre
las posiciones P1-P1°del sustrato corresponde al punto de escisidon por accion de la proteasa y se utiliza
para establecer la numeracion de los residuos tanto de la proteasa como del sustrato. Adaptacion de 2.

A pesar de que algunos estudios han demostrado la capacidad citotdxica de la gzmA

212213 sy capacidad para inducir muerte celular continua

utilizando modelos heterdlogos in vitro
siendo motivo de controversia. Sin embargo, durante los Ultimos afios se ha evidenciado la gran
relevancia de esta proteasa en los procesos inflamatorios. Se ha visto que tanto la gzmA purificada
como las células citotéxicas que expresan gzmA, son capaces de inducir la liberacion de IL-18,
TNF-a e IL-6 en M@ humanos y de ratén 2, la produccién de IL-6 e IL-8 en fibroblastos o la

secrecion de IL-8 en células epiteliales 2%°.
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En pacientes con determinadas patologias inflamatorias crénicas como la artritis
reumatoide (AR), se observd que los niveles de la gzmA tanto en plasma como en los fluidos
sinoviales estaban aumentados?®. Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha
demostrado que la gzmA es capaz de inducir osteoclastogénesis por un mecanismo dependiente
de TNF-a y, ademas, utilizando un modelo de artritis inducida por colageno, se observd que los
ratones gzmA” mostraban una menor severidad de la enfermedad ?'’. De igual forma, utilizando
un modelo murino de artritis inducida por Chikungunya, otro grupo observd un incremento de la
expresion de la gzmA en las articulaciones y ganglios linfaticos, demostrando asi, que los ratones

gzmA” presentaban una menor severidad en la artritis inducida por el virus 8.

En pacientes con enfermedades infecciosas provocadas por el virus de Epstein-Barr, el
VIH y en pacientes con infecciones parasitarias por Plasmodium falciparum, también se detectd
un incremento de los niveles de la gzmA en plasma 2%22°. En el caso de la infeccidon por VIH, la
alta concentracion de la gzmA podria contribuir a la inhibicion de la replicacidn viral, puesto que
se ha descrito que la gzmA es capaz de inactivar retrotranscriptasas virales %, Asimismo, pacientes
con sepsis bacteriana y con endotoxemia experimental, afeccidon caracterizada por la
hipersecrecién de citocinas proinflamatorias, presentaron niveles superiores de la gzmA en
comparacion con pacientes sanos 22, En nuestro grupo de investigacion, se demostré que la
ausencia de la gzmA protegia a los ratones frente a la sepsis bacteriana in vivo, sin comprometer
el control del patdgeno. Esta proteccidon estuvo acompafiada por una disminucién de la
produccion de IL-10/B, TNF-a e IL-6 en ratones gzmA” 222, Aunque ya previamente se habifa
observado una mayor resistencia de estos ratones a la endotoxemia inducida por LPS 8214,

Finalmente, existen evidencias que sugieren que la gzmA podria tener un papel
fundamental en la carcinogénesis mediada por inflamacién. Pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), los cuales presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal
(CCR), presentan un incremento de linfocitos infiltrantes con expresion de gzmA 223, Ademas, se
demostré que el mARN de la gzmA estaba regulado positivamente en biopsias intestinales de

224y su expresion en

pacientes con colitis ulcerosa (UC; del inglés, “Ulcerative Colitis”)
subconjuntos especificos de células T CD4* se correlacionaba con la eficacia del anticuerpo

monoclonal anti-B7 integrina Etrolizumab en humanos 22°.
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1.2.4.1. Otras granzimas con propiedades proinflamatorias

Aunqgue hasta el momento existen poco estudios al respecto, se ha demostrado la

implicacion de otras gzms en la respuesta inflamatoria tanto in vitro como in vivo.

Granzima B

Ademas de su funcién citotdxica, la gzmB se ha relacionado con procesos inflamatorios,

reparacion tisular, coagulacion e incluso con funciones antivirales e inmunosupresoras ’>8%22¢,

La deteccidn de su expresion en células no citotdxicas como M@, baséfilos, mastocitos o

B 75227228 ' 3si como los niveles aumentados de gzmB en sueros de pacientes con AR ?1® o

células
en el lavado broncoalveolar de los pacientes con asma 2%, sugiere que esta proteasa podria
desempefiar un papel fundamental en la respuesta inflamatoria. Otro estudio realizado en
pacientes con endotoxemia inducida por la administracién de LPS, demostrd la relevancia

bioldgica de la gzmB en la infeccién al detectar un aumento en los niveles plasmaticos 2.

Granzima K

La gzmK, al igual que la gzmA, es una proteasa de serina con actividad triptasa que ha
demostrado tener propiedades proinflamatorias, siendo capaz de inducir la produccion de
citocinas como IL-1B, IL-6 y TNF-a en diversidad de tipos celulares 8231, Los niveles elevados de
gzmK en el plasma de pacientes con sepsis %*? o la potenciacién de la respuesta frente a LPS en
monocitos humanos 2%, asi como su aumento en el fluido broncoalveolar de pacientes con asma

| 234,235

0 neumonia vira , involucran a la gzmK en la respuesta inflamatoria.

Granzima M

La gzmM, proteasa que se expresa fundamentalmente en células NK, NKT y linfocitos Ty&

236 se ha demostrado que ejerce funciones reguladoras sobre la liberacion de determinadas
. . . . . ey . . 86
citocinas durante infecciones causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas °°.
Utilizando modelos de ratén gzmM” en comparacidn con cepas salvajes, se demostré una mayor
resistencia a la endotoxemia inducida por LPS, asi como un descenso de los niveles de citocinas

proinflamatorias, y una mayor supervivencia frente a Listeria monocytogenes, lo que sefiala que

la gzmM juega un papel importante en la respuesta inflamatoria frente a infecciones bacterianas
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86,237,238 Ademds, pacientes con UC mostraron altos niveles de expresion de mARN de gzmM en

el colon inflamado °.

1.2.4.2. Inhibidores de granzimas: Serpinas

Si bien la protedlisis mediada por las gzms desempefia un papel clave en la respuesta
inmunoldgica, un exceso de su actividad podria derivar en diversos estados fisiopatoldgicos. Es
por ello, por lo que resulta fundamental la existencia de un sistema de regulacién de dicha
actividad proteolitica. El término SERPIN (del inglés, “Serine Protease Inhibitors”), propuesto por
Carrell y Travis en 1985, describe a la superfamilia de proteinas inhibidoras de las proteasas de
serina 249241 Aunque su nombre deriva de su funcién principal, la mayoria de las serpinas
participan en una amplia gama de procesos fisioldgicos como la activacién del complemento, la
cascada de coagulacion, la apoptosis o incluso la carcinogénesis, siendo este ultimo uno de los
mecanismos utilizados por las células tumorales para escapar a la inmunovigilancia 24272, Se
demostrd que los CTLs sintetizan sus propias serpinas, las cuales actian en el citosol para

neutralizar a las gzms y protegerse de sus efectos 24224,

Las serpinas son glicoproteinas constituidas por una cadena central de aminodcidos y
varias cadenas laterales de carbohidratos, que se agrupan en ldminas y hélices sosteniendo un
bucle de unos 20 residuos de aminoacidos, en el que se sitla su centro activo. La inhibicién
comienza cuando la gzm reconoce el centro activo o RCL (del inglés, “Reactive Center Loop”) de
la serpina, la cual experimenta un cambio conformacional que provoca la formacion de un
complejo estable covalente con estequiometria 1:1 y bloquea el centro activo de la proteasa, de
forma que la inactiva 2*72%. La combinacion del RCL junto con el exositio, lugar de unién
secundario alejado del centro activo que aumenta la tasa de asociacién en varios ordenes de

magnitud, determinan la especificidad de interaccion de las diferentes serpinas.

Las serpinas inhibidoras de gzms identificadas hasta el momento son:

- SerpinaCl (antitrombina Ill) %%, serpinaE2 (PN-1) 2122 serpinaB12 >3 y serpinab6b 2°*
inhiben a la gzmA.

- SerpinaB9 (PI-9) 242255 y serpina3n (a-antiquimiotripsina) 4% se han identificado como
inhibidores de la gzmB.

- SerpinaB4 suprime la muerte celular mediada por la gzmM 2%,
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2.1. Nanotecnologia

A pesar de que no existe una Unica definicién internacionalmente aceptada, segun la
National Nanotechnology Initiative (NNI), la nanotecnologia se define como la parte de la ciencia
que comprende las técnicas y herramientas para la creacién y utilizacion de sistemas, estructuras
y materiales que tengan al menos una de sus dimensiones en el rango entre 1y 100 nm. En 2011,
la European Comission Recomendation sugirid la introduccidén en la definicién de materiales
naturales o sintéticos, que contuvieran particulas dispersas, agregados o aglomerados, en el que

al menos el 50% de las mismas estuvieran en el rango de tamafio establecido por el NNI 2°°.

2.1.1. Antecedentes histéricos de la nanotecnologia

En 1959, el fisico Richard Feynman introdujo la posibilidad de trabajar a escala
nanométrica en su famoso discurso “There’s plenty of room at the bottom” en la reunién anual
de la American Physical Society 2°°. No obstante, no fue hasta la década de los 80, cuando Norio
Taniguchi, profesor de la Universidad de Tokio, utilizé por primera vez el término
“nanotecnologia” 2%. Con el descubrimiento de técnicas como la microscopia de efecto tunel

4

(STM) 262283 y materiales como los quantum dots 2% o el fullereno %%°, la nanotecnologia se

convirtié en una verdadera revolucion.

Sin embargo, los nanomateriales existen desde hace décadas y la humanidad los ha

estado utilizando durante siglos sin ser conscientes de ello (Figura 2.1.).
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Erwin Miller

de campo, que permite obtener imag; de
materiales de resolucion casi atdmica.

inventa el microscopio de efecto

Cientificos reciben el Premio Nobel de Quimica por su
descubrimiento del Buckybail, una molécula de carbono
en forma de balon de fltbol de aproximadamente un

nanémetro de diametro.

Nanoparticulas metalicas presentes en la copa
de Licurgo o en los intensos colores de las
vidrieras de las catedrales medievales de Europa

El profeser Norio Taniguchi
atribuye el término
"nanotecnologia".

Aparecen empresas nanotecnologicas y
productos de consumo en el mercado que

1974

(1936 |

hacen uso de la nanotecnologia

[71996 |

1999-2000

Siglo IX - XVIII |

| 1875

Nanotubos de carbono y cementita

1959

en las espadas de acero de Damasco

Richard Feynman da la primera conferencia
sobre tecnologia e ingenieria a escala atémica,
"There’s Plenty of Room at the Bottom".

Michael Faraday descubre el oro coloidal,
demostrando que el oro nanoestructurado
bajo ciertas condiciones produce
soluciones de diferentes colores.

(1981 ]

{ 2000 |

Siglo XXI

‘ EN CONTINUO DESARROLLO... ‘

EI NNI promueve proyectos 4D y la
comercializacion de las aplicaciones de la
nanotecnoclogia.

Gerd Binnig y Heinrich Rohrer inventan el microscopio de efecto tinel,
permitiendo tomar imagenes de superficies a nivel atémico.
Premio Nobel por este descubrimiento en 1986.

Figura 2.1.- Representacidn grafica de los principales avances de la nanotecnologia en escala cronoldgica.
Adaptacién de la American Chemistry Council (ACC).

2.1.2. Propiedades de los nanomateriales

En la actualidad, y como veremos en apartados posteriores, el tipo de nanomaterial mas

estudiado y empleado son las nanoparticulas (NPs) debido a su gran variabilidad, por lo que de

aqui en adelante ambos términos se utilizaran indistintamente.

Las NPs se comportan de manera muy distinta a sus homdlogos a nivel macroscépico

debido a que sus reducidas dimensiones permiten interacciones entre particulas altamente

especificas, conllevando la aparicién de nuevas o mejoradas propiedades fisicas (&pticas,

magnéticas, eléctricas, estructurales, mecanicas, etc) y/o quimicas 2027, Tal y como se muestra

en la Figura 2.2., los parametros mas influyentes sobre estas propiedades caracteristicas de cada

una de las NPs son el tamafio, la superficie, la forma y la composicién quimica del ndcleo.
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Figura 2.2.- Principales parametros que influyen sobre las propiedades fisicoquimicas de los
nanomateriales. Se muestran las NPs que han sido utilizadas como portadoras para la administracién de
farmacos en la terapia frente al cancer, junto con las propiedades fisicoquimicas de las mismas. Adaptacién
de 268.

Tamafio. Tal y como se ha descrito anteriormente, con una dimension, al menos, en el rango

entre 1y 100 nm.

Superficie. Permite la funcionalizacién de las NPs con una amplia variedad de ligandos de
naturaleza muy diversa, los cuales pueden ejercer como estabilizantes, modificar la solubilidad
en distintos medios o variar la carga neta entre otras 2%, siendo esta ultima el mayor
determinante del comportamiento coloidal de las NPs, capaz de modificar forma y tamafio a
través de la formacién de agregados o aglomerados 2’2’1, En general, las estrategias seguidas
para la funcionalizacién de ligandos de superficie son similares independientemente del material
con que se trabaja, llevdndose a cabo mediante la formacién de enlaces covalentes, de

coordinacidén o interacciones electrostaticas 272.

Forma. Esferas, prismas, cubos, estrellas o cilindros entre otros 273274,

Composicién guimica del nucleo. Es uno de los parametros mas influyente sobre las propiedades

de las NPs. Podemos encontrar NPs orgdnicas compuestas principalmente por dtomos de carbono
(NPs poliméricas, liposomas, dendrimeros, fullerenos, etc.), NPs inorgénicas (quantum dots, NPs
metalicas y/o magnéticas, etc.) o sistemas hibridos, es decir, NPs complejas constituidas por

combinacién de varios materiales 27°.
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2.1.3. Aplicaciones de las nanoparticulas

Durante los ultimos afios, gracias a los avances en las técnicas de caracterizacién a escala
nanomeétrica, un numero creciente de productos que contienen o utilizan nanomateriales han
sido desarrollados, tanto es asi, que se le ha denominado la “Revolucién Industrial del siglo XXI”
comparable con el impacto de la Revolucion Industrial que tuvo lugar entre los afios 1760-1840.
Por ello, la nanotecnologia se ha convertido en un area estratégica altamente competitiva y con

un considerable potencial econdmico en campos tan variados como la biomedicina, la cosmética,
276

los textiles, la informatica o la comunicacion entre otros (Figura 2.3.)
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Figura 2.3.- Principales aplicaciones de las NPs. Esta gran variedad de aplicaciones es debida en parte a que,

segun el método de sintesis utilizado, se pueden llegar a conseguir unas propiedades especificas para una
277

aplicacion determinada de las diferentes NPs. Adaptacion de

2.2. Nanomedicina

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia para prevenir, monitorizar,

diagnosticar, tratar y/o curar determinadas enfermedades como el cancer, la diabetes o

enfermedades neurodegenerativas entre otras 2%, Dado su importancia en la actualidad, el
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desarrollo de nuevos nanomateriales con el objetivo de crear, modificar y/o mejorar los sistemas

de diagnosis y los tratamientos terapéuticos ya existentes, se ha establecido como linea

prioritaria en los paises miembros de la Organization for Economic Cooperation and Development

(OCDE).

2.2.1.

Principales ventajas del uso de bio-nanomateriales

De todas las aplicaciones mencionadas en el Apartado 2.1.3., el mayor porcentaje de

productos o aplicaciones que incorporan nanotecnologia se agrupan dentro del campo de la salud

y el bienestar 27928 dadas las multiples ventajas que presentan las NPs.

- Debido al aumento del ratio superficie/volumen, las NPs poseen una mayor
superficie de contacto con el entorno, provocando una mayor reactividad %!, Este
aumento de superficie permite la unidon de multiples ligandos, convirtiendo a estos
sistemas en plataformas multifuncionales capaces de detectar de forma temprana
determinadas enfermedades 282

- La obtencién de imagenes de contraste de las estructuras anatdomicas de los
diferentes tejidos, asi como su marcaje, permiten diagnosticar, monitorizar la eficacia
terapéutica o incluso tratar de manera simultdnea 283284,

- Asimismo, las NPs pueden utilizarse para la encapsulacién de diferentes
compuestos, pudiendo adaptar su composicion, tamafio, forma y propiedades de la
superficie, lo que suele dar lugar a una mejora de la solubilidad y una modificacién de su
farmacocinética y biodistribucién en comparacion con sus homalogos tradicionales 285286,
De esta forma, también se consigue la vehiculizacién dirigida de genes o farmacos a
tejidos o células especificas, obteniendo una mayor facilidad en la administracion y una
mejor eficiencia a dosis mas bajas, lo cual se traduce directamente en un menor coste y
en una disminucion de los posibles efectos secundarios nocivos de las biomoléculas
administradas.

- Ademds, las NPs pueden utilizarse como recubrimientos para mejorar la
biocompatibilidad de implantes o prétesis 27, como materiales para ingenieria tisular,

288,289

medicina regenerativa y/o biomiméticos , como adyuvantes para vacunas o terapias

antitumorales 2292%,
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2.2.2. Tipos de nanoparticulas aplicadas en biomedicina

Hasta la fecha, se han disefiado y estudiado numerosos tipos de NPs tanto organicas

como inorganicas para su uso en biomedicina (Figura 2.4.).

Glucosa Proteina ADN  Virus Célula Sal Pelota

108 108 107 108

Nanémetros

[ Liposoma | {O.uantum Dot] Nanoparticulas Nanoparticula Nanotubo
poliméricas metalica de carbono
[ Micela ][ Dendrimero }

Figura 2.4.- Esquema comparativo de los diferentes tipos de NPs dentro de su rango de escala nanométrica
de 1 a 100 nm. El rango de dimensiones en el que se encuadran todas estas NPs hace que sean sistemas
ideales para su uso a nivel celular, ya que son capaces de interactuar con casi cualquier biomolécula
presente en el organismo. Adaptacién de http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-
nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/.

2.2.2.1. Liposomas

Los liposomas o vesiculas fosfolipidicas, son estructuras esféricas compuestas por una
bicapa lipidica que rodea un espacio central acuoso ?°2. Estos nanomateriales se han utilizado
para estudiar el comportamiento de las membranas bioldgicas debido a sus similitudes en cuanto
a estructura, composicion y permeabilidad selectiva 2%, Ademas, su naturaleza anfifilica, junto
con su biocompatibilidad, permiten encapsular en su cavidad interna moléculas hidrofilicas con
diferentes propiedades fisicoquimicas, convirtiéndose en buenos transportadores de farmacos;
asi como también permiten la union de especies hidrofobas a su superficie consiguiendo el
direccionamiento activo de los mismos 2429 Sin embargo, el uso de liposomas presenta ciertas

297
, la

limitaciones debido a su baja estabilidad y reproducibilidad entre los distintos lotes
dificultad para su esterilizacion, los bajos niveles de carga permitidos o su tamafio relativamente

grande 2%,
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2.2.2.2. Quantum Dots

Los Quantum Dots (QD) son particulas esféricas cristalinas semiconductoras cuyo
didmetro es de aproximadamente 1-20 nm. Generalmente estdn compuestos por azufre (S),
selenio (Se) y telurio (Te) de zinc (Zn), cadmio (Cd), plomo (Pb) o mercurio (Hg), aunque los mas
utilizados son los QD de sulfuro de cadmio y seleniuro de cadmio 2242, Sus propiedades implican
unaamplia banda de absorcién desde el UV hasta el visible, alta fotoestabilidad, fuerte resistencia
a la degradacion por la luz o a diferentes agentes quimicos y elevado rendimiento cuantico. Por
ello, se han convertido en excelentes agentes de contraste para imagen y notables marcadores
en bioensayos tanto in vitro como in vivo, pudiendo mejorar la sefial hasta 100 veces comparada
con proteinas o sondas orgénicas tradicionales marcadas fluorescentemente 3°93%1 Ademds, si
combinamos su capacidad para emitir luz en el espectro IR con la capacidad de dirigirse
especificamente a determinadas dianas a través de materiales de recubrimiento, los QD
presentan una ventaja para el diagndstico no invasivo (Wu et al. 2003, Gao et al. 2004, Kim et al.

2004, Michael et al. 2005).

2.2.2.3. Nanoparticulas poliméricas

Dependiendo de su composicion, dentro de las NPs poliméricas podemos distinguir entre
varios tipos de estructuras como por ejemplo, nanoesferas o nanocapsulas (NCs) 39273% | os
polimeros que conforman este tipo de NPs pueden ser de diferente naturaleza: sintéticos
biodegradables como el acido poli-(lactico-co-glicdlico) (PGLA) 2% o no biodegradables tales como
polietilenglicol (PEG) 3°; semisintéticos, como los derivados de la celulosa 3%’; naturales, como
son los polisacaridos de acido hialurdnico o quitosano, tal y como se describe a continuacion en
el Apartado 2.2.4. 3% o una combinacién de ellos. Independientemente del polimero

seleccionado, estos siempre deben de ser quimicamente inertes, no téxicos y libres de impurezas

lixiviables con el fin de ser utilizados en el campo de la nanomedicina.

A diferencia de los liposomas, las NPs poliméricas presentan mejor control de la liberacion
de farmacos de diferente naturaleza quimica, ademas de ser altamente biocompatibles y poco
inmunogénicas. Otra caracteristica importante es que sus productos de degradacion pueden ser
eliminados por el metabolismo celular, evitando asi su acumulacion en el organismo y, por lo
tanto, posibles efectos adversos. 3°31°, Sin embargo, una de sus principales desventajas radica

en su estabilidad durante su almacenamiento 3.
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2.2.2.4. Nanoparticulas metalicas

Las NPs metalicas son sintetizadas principalmente a base de metal y en funcion de la
composicién de su nucleo podemos distinguir entre NPs de oro (Au), plata (Ag), cobre (Cu) o
platino (Pt). Dentro de este tipo de NPs también se engloban las NPs de éxidos metdlicos, como
el Cu, Zn o titanio (Ti), o las NPs magnéticas, como el hierro (Fe), niquel (Ni), cobalto (Co) o

manganeso (Mn). De entre todas ellas, podemos destacar:

Nanoparticulas metalicas de oro

Las AuNPs presentan importantes propiedades térmicas, eléctricas y dpticas, asi como
resistencia a la corrosion. Su naturaleza bioinerte y aparente baja toxicidad comparada con otros

312,313

nanomateriales , las convierte en un candidato excelente para aplicaciones biomédicas

como veremos con mas detalle en el Aparatado 2.2.3.

Nanoparticulas magnéticas

Las NPs magnéticas (MNPs) resultan de especial interés al poder ser manipuladas por un
campo magnético externo. Debido a su menor toxicidad, las mas utilizadas en aplicaciones
biomédicas son aquellas cuyo nucleo se compone de magnetita (Fes04) o maghemita (y-Fe;0s3).
Sin embargo, tras su sintesis es necesaria una segunda etapa en la que se afiade una cubierta
sobre la NP que evita la corrosion de su nicleo magnético, ademas de aumentar su estabilidad
314 Este tipo de NPs pueden utilizarse para el transporte de farmacos guiados por un iman

315

(magnetofeccion) °*, para generar calor tanto en tratamientos de hipertermia como para la

liberacion de farmacos de manera controlada, o como agentes de contraste 3.

2.2.2.5. Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono son moléculas cilindricas constituidas por una o mas laminas
de carbono enrolladas sobre si mismas, pertenecientes a la familia de los fullerenos 3. Sus
didmetrosy longitudes pueden ser muy variables y su geometria hace que presenten propiedades
Unicas: alta conductividad eléctrica y térmica, asi como elevados valores de resistencia entre otras
318 Estas estructuras se han utilizado como sensores para detectar ADN y proteinas, como
dispositivos de diagndstico o nanosistemas de transporte de moléculas 31329 Sin embargo, los

nanotubos de carbono muestran limitaciones tales como su alta hidrofobicidad e inercia quimica,
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requiriendo su modificacién quimica previa a su uso, o la heterogeneidad incluso dentro del

mismo lote en cuanto a su tamafio, y por lo tanto en el nimero de capas que los conforman.
2.2.3. Nanoparticulas metalicas de oro

2.2.3.1. Propiedades épticas de las AuNPs

Las AuNPs presentan unas excelentes propiedades Opticas influenciadas por un
fendmeno comunmente conocido como resonancia de plasmoén superficial (SPR; del inglés,
“Surface Plasmon Resonance”). Basicamente, las particulas tienen la capacidad de absorber
determinadas frecuencias de luz incidente y transmitir frecuencias no absorbidas debido a una
excitacion colectiva de electrones libres de la banda de conduccidn, produciéndose una vibracién
de la nube electrénica para disipar dicha energia 32*. Este fendmeno se origina cuando el tamafio
de las NPs es mucho menor que la longitud de onda de la radiacion incidente d<<A, y puede
ocurrir en cualquier nanomaterial con una densidad adecuadamente alta de electrones libres. En
el caso de las AuNPs, en las que la resonancia es maxima, este efecto es el responsable de la
variacion de la posicion de banda del plasmon superficial respecto al tamafio, lo que se traduce
en un cambio de color de las NPs en solucién, descrito por primera vez en 1857 por Michael

322,323

Faraday

Otros pardmetros como forma, estructura y morfologia, asi como cambios en el entorno
que rodea a las NPs (indice de refraccidén en la disolucidn, etc.), también influyen sobre el

comportamiento de las mismas 3%

2.2.3.2. Sintesis, funcionalizacién y caracterizacion de las AuNPs

Ademas de describir las propiedades del oro coloidal, Michael Faraday publicd un estudio
acerca de la preparacién de “particulas finas”. Sin embargo, no fue hasta 1951 cuando Turkevich
describio la reduccion de una sal de oro utilizando 4cido tetraclorodurico (H[AuCls]) como
precursor, y citrato trisddico (NasCt) como agente reductor en solucién acuosa, un método

relativamente sencillo de obtener AuNPs, donde el Au®* se reduce a Au® y forma el nucleo para el

325 326

crecimiento de las mismas Posteriormente, este método fue mejorado por Frens <,
proporcionando alta reproducibilidad y monodispersidad hasta diametros de 50 nm
aproximadamente, y en él, el NasCt se utiliza tanto como reductor de la sal de oro, como agente

estabilizante de las propias NPs impidiendo asi su aglomeracién.
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En la actualidad, existen una gran variedad de métodos de sintesis de AuNPs que pueden
agruparse en métodos fisicos o quimicos, siendo estos uUltimos los mas utilizados. A su vez, la
sintesis puede efectuarse a través de dos mecanismos conocidos como “top-down — técnica
descendente” o “bottom-up — técnica ascendente”. El primer procedimiento se inicia a partir de
un material macroscopico para ir reduciéndolo hasta niveles nanométricos, mientras el segundo
consiste en la unién de dtomos y moléculas para la generacion de un conglomerado de tamafio
nanométrico. Mientras la estrategia “top-down” da lugar a una mayor cantidad de impurezas y
un menor control de las caracteristicas de las NPs generadas, la estrategia “bottom-up” (Figura
2.5.) permite una mayor monodispersidad y mayor variedad de tamafios y formas de modo

controlado, resultando asi las mas comun y efectiva 327328,
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Figura 2.5.- Esquema de sintesis de las AuNPs mediante reduccién quimica por estrategia “bottom-up”. La
formacién de las AuNPs por reduccion de sal de oro puede dar lugar a diferentes tamafios y formas.
Adaptacion de 32°.
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Tras la sintesis, las AuNPs se purifican mediante centrifugacién o didlisis y se recubren o
PEGilan con el objetivo de aumentar su estabilidad en solucién acuosa. Para ello, es frecuente el
uso de cadenas de PEG debidamente derivatizadas con un grupo tiol para su unién covalente al
nucleo de oro, y con grupos funcionales de diferente naturaleza (grupos amonio cuaternario,
amino primario o carboxilo) para modular su carga superficial y facilitar su posterior
funcionalizacion con otros ligandos de interés que introduzcan diversas funcionalidades vy
propiedades al sistema. Asimismo, el PEG tiene la capacidad de aumentar la biocompatibilidad
de las NPs 230331 impidiendo la opsonizaciéon de las mismas por proteinas del suero o su
fagocitosis mediada por células fagociticas (Figura 2.6.), reduciendo la respuesta inmunitaria v,

consecuentemente, aumentando su tiempo de vida media en el torrente sanguineo 33332,

ﬂ Higado con

nanoparticulas
internalizadas

Nanoparticula Macrofago —

-G

Opsoninas

La presencia de PEG

reduce la opsonizacion 0

=  Aumento del tiempo de circulacion

Nanoparticulas
PEGiladas

= Reduccién de la toxicidad

Figura 2.6.- El PEG previene la absorcidn de las NPs por el sistema reticuloendotelial. En ausencia de PEG,
se observa como las NPs son recubiertas por opsoninas, las cuales facilitan la fagocitosis mediada por los
M@ vy su posterior eliminacion a través del higado. Mientras, las NPs recubiertas con PEG evitan esta
opsonizacion, disminuyendo su acumulacion en el higado vy, por lo tanto, aumentando su tiempo de vida
media en el torrente sanguineo. Adaptacion de 333,

Finalmente, la caracterizacion de las AuNPs se realiza mediante diferentes técnicas en
base a sus propiedades fisicoquimicas, siendo algunas de ellas: microscopia electrénica de
transmisién (TEM), microscopia electrénica de barrido (SEM) o microscopia de fuerza atémica
(AFM) para analizar el tamafio y la morfologia; dispersion de luz dinamica (DLS) para estimar su
diametro hidrodinamico; potencial Zeta ({) para la estabilidad de su dispersién; espectroscopia
infrarroja (FTIR) o Raman para el analisis estructural; o espectroscopia ultravioleta-visible (UV-

Vis) para sus propiedades dpticas 334,
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2.2.3.3. Aplicaciones de las AuNPs en biomedicina

El oro elemental y los compuestos de oro fueron venerados y utilizados por los médicos
de diversidad de civilizaciones para tratar variedad de patologias. Ya en el siglo XX, Jacques
Forestier propuso la utilizacion de compuestos de oro inyectables para el tratamiento de la AR
335 E| experimento clinico inicial y aparentemente exitoso fue el que llevd a los investigadores
durante los siguientes afios a investigar los efectos tanto beneficiosos como toxicos de los
antiartriticos complejos de oro 3%. Asimismo, se utilizaron otros farmacos cuyas formulaciones
contenian oro para el tratamiento o la deteccién de algunos trastornos mentales o enfermedades
infecciosas entre otros 33”33, Desde entonces, y con los avances realizados dentro del campo de

la nanomedicina, se han desarrollado AuNPs para su aplicacion en terapia fototérmica 3%,

343,344

diagndstico 349342 |iberacion de farmacos , imagen molecular 3*°, transferencia génica 3*® o

desarrollo de biosensores 32134 (Figura 2.7.).

TERAPIA
FOTOTERMICA
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TOXINAS O
AGENTES MICROBIANOS

Figura 2.7.- Aplicaciones de las AuNPs en diagndstico y terapia. Este tipo de NPs son utilizadas en una amplia
variedad de contextos como son: terapia fototérmica, targeting, liberacién de farmacos, imagen, liberacion
de 4cidos nucleicos, eliminacién de toxinas y agentes microbianos y como adyuvante. Adaptacién de 348,
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2.2.4. Nanocapsulas de quitosano

2.2.4.1. Propiedades del quitosano

El quitosano es un biopolimero catidnico hidrosoluble derivado de la desacetilacién
parcial de la quitina, procedente del exoesqueleto de crustdceos, insectos, hongos, levaduras y
moluscos *°. Su grado de desacetilacidn, junto con su peso molecular, son dos factores clave en

la determinacion de sus propiedades 3593°1

entre las que destacan su baja toxicidad e
inmunogenicidad, asi como su alta biocompatibilidad, mucoadhesividad y afinidad para asociar
diversidad de macromoléculas terapéuticas, cémo ADN y siARN (del inglés, “small interfering”), y

antigénicas, protegiéndolas de la posible degradacién enzimatica e hidrolitica 349352353,

2.2.4.2. Sintesis de las nanocdpsulas poliméricas

Las NCs poliméricas son sistemas vesiculares compuestos por un nucleo interno acuoso
u oleoso hidrofébico, considerado como un “depdsito” capaz de encapsular farmacos poco

solubles en agua, rodeado por una cubierta polimérica. El ndcleo tiene la funcion de favorecer la

encapsulacion del farmaco y protegerlo del entorno fisioldgico, mientras, la cubierta polimérica
ademads de aportar estabilidad al sistema dentro y fuera del organismo, favorece el transporte
del farmaco y/o controla su liberacién 3°#%%5 En la actualidad, debido al auge de estos
nanomateriales, se han desarrollado numerosos métodos de sintesis entre los que encontramos:

métodos basados en polimerizacién interfacial 3¢, desplazamiento del solvente **’ o adsorcién

de un polimero en una nanoemulsion (Figura 2.8.) preformada 3°%3>°, entre otros.
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Figura 2.8.- Estructura de una nanoemulsién oil-in-water(O/W) o water-in-oi/(W/0). Se trata de un sistema
bifasico en el que una fase organica oleosa que contiene un compuesto surfactante hidrdéfilo se mezcla con
una fase acuosa o viceversa, dando como resultado particulas que varian entre los 20 y 600 nm. Adaptacion
de 3¢

Con el fin de mejorar la estabilidad de sus propiedades fisicoquimicas y de
almacenamiento, asi como para modificar su superficie dependiendo de su aplicacién posterior,

las NCs se recubren, durante o tras su sintesis, utilizando polimeros de distinta naturaleza

359,361,362

2.2.4.3. Aplicaciones de las NCs de quitosano en biomedicina

Como ya se ha descrito anteriormente, la administracion convencional de farmacos suele
presentar un gran numero de limitaciones relacionadas con la necesidad de traspasar multiples
barreras fisioldgicas, o la posible exposicion al farmaco de los tejidos no afectados, lo que se
traduce en una menor efectividad y un aumento de la toxicidad. El uso de nanotransportadores
0 nanocarriers (Figura 2.9.), permite solventar en gran medida estos problemas mejorando la

especificidad, seguridad y eficiencia de los tratamientos 3.
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Figura 2.9.- Aplicaciones de las NCs y posibles vias de administracién. Adaptacidn de 364,

Durante los ultimos afios, diversos estudios han demostrado la alta efectividad de las NCs
de guitosano como nanotransportadores de diferentes moléculas en el campo de la biomedicina
365367 destacando por su uso en terapia génica 34370, Algunos ejemplos de ello son la descripcion
del silenciamiento in vitro de la proteina que codifica para el receptor SR-B1 (del inglés,
“Scavenger Receptor- class B type 1”), evitando asi la internalizacién del virus de la Hepatitis C en
células HepG2 37%; o la utilizacidn de estos nanotransportadores in vitro para inhibir el factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF; del inglés, “Vascular Endothelial Growth Factor”) en un

modelo de melanoma de ratén, evitando la angiogénesis tumoral 2.

2.2.5. Nanoparticulas aprobadas actualmente para su uso en clinica

La Food and Drug Administration (FDA) en EE. UU. y la Agencia Europea del Medicamento
(EMA) en Europa, son las entidades encargadas de regular y legislar las fases de investigacion,

desarrollo y aplicacion de los nuevos nanofarmacos en humanos y otras especies (Figura 2.10.).

ENSAYOS CLINICOS
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Figura 2.10.- Gréafico representativo de los diversos ensayos clinicos en sus diferentes fases de aprobacién
por la FDA desde el afio 2001 hasta 2015. La flecha hace referencia al inicio de la legislacion en EE. UU.
(FDAAA801) por la cual, es de obligatorio cumplimiento la elaboracion y presentacion de informes
respectivos a nuevos nanomateriales. Adaptacion de clinicaltrials.gov.
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La primera terapia basada en NPs consistié en una formulacion de doxorrubicina
liposomal PEGilada denominada Doxil® en EE. UU. o Caelyx® en Europa, aprobada en 1995 para
el tratamiento del sarcoma de Kaposi 3’>37*. Desde entonces, una gran variedad de NPs han sido
aprobadas 3”° (Tabla 2.1.), siendo Onivyde® el farmaco liposomal mas reciente, inhibidor de la

topoisomerasa |, como tratamiento de segunda linea contra el cancer de pancreas metastasico

376

LIPOSOMAS
Margibo® (Onco TCS) Leucemia linfoblastica aguda 2012
Onivyde® (Merrimack) Cancer pancredtico 2015

NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Krystexxa®/pegloticase

Gota tofacea cronica 2010
(Horizon)
Enfermedad de Crohn
2008
Cimzia®/certolizumab pegol Artritis reumatoide
2009
(UCB) Artritis psoriasica
2013
Espondilitis anquilosante
Plegridy® (Biogen) Esclerosis multiple 2014
ADYNOVATE (Baxalta) Hemofilia 2015
NANOPARTICULAS METALICAS

Feraheme™/ferumoxytol
Anemia derivada de la enfermedad renal crénica 2009

(AMAG pharmaceuticals)
Nanotherm® (MagForce) Glioblastoma 2010

Tabla 2.1.- Farmacos basados en nanotecnologia y aprobados por la FDA durante los Gltimos afios para su
uso en biomedicina. Adaptacién de 377,
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2.3. Nanotoxicidad

La nanotecnologia presenta un gran potencial, y una definicidon univoca del término

In

“nanomaterial” resulta esencial, especialmente en lo que se refiere a la gestion de los potenciales
riesgos que estos puedan suponer para los seres humanos y el medio ambiente, ya que en la
actualidad, cada vez son mas los productos que contienen nanomateriales y, por lo tanto, la
exposicion a ellos se ha visto incrementada de forma exponencial. Es por ello por lo que surge la
nanotoxicologia, un drea de estudio emergente que analiza los posibles efectos que provocan las

NPs cuando estas entran en contacto con los sistemas bioldgicos 378,

Es importante destacar que, al tratarse de una ciencia relativamente joven, en la
actualidad todavia no se han establecido directrices o estandares para evaluar la seguridad de las
NPs, siendo las estrategias adoptadas para los estudios preclinicos, aquellas que se utilizan para
el resto de los productos farmacéuticos 393, Por consiguiente, resulta fundamental el desarrollo
de nuevas formas de evaluacidn de riesgos para los diferentes tipos de NPs #1282 teniendo en
cuenta que los posibles efectos toxicolégicos dependen principalmente de los siguientes factores
(Figura 2.11.): la via de exposicion (ingestion, inhalacidn, inyeccién o absorcién dérmica), la dosis,
la respuesta del organismo, la susceptibilidad o las propiedades fisicoquimicas especificas de cada

particula 33,

Tamafio/Forma
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Figura 2.11.- Factores determinantes de la toxicidad de las NPs. Adaptacién de 34,
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2.3.1. Toxicidad de los nanomateriales

Las primeras observaciones sobre la toxicidad de las NPs de diferente naturaleza tras la
exposicion a las mismas, fueron puestas de manifiesto a nivel pulmonar, y por consiguiente, al
ser transferidas al torrente circulatorio, se observaron dafios cardiovasculares, hepaticos o del

sistema nervioso central 38738

e incluso se demostré que podian afectar al desarrollo
embrionario 3#93%_ Esto es debido a que las NPs son capaces de traspasar las multiples barreras
fisiolégicas e interaccionar con las proteinas del organismo provocando la induccién de ROS
(Figura 2.12) 31739 En la actualidad, uno de los mecanismos de nanotoxicidad in vitro mas
estudiado, es el provocado porla induccion de estrés oxidativo en el interior de las células, debido
a que la generacion de ROS puede provocar alteraciones en el funcionamiento de érganos y/o
tejidos, toxicidad metabdlica y hematoldgica, genotoxicidad o inmunotoxicidad 3%473%,
Reconocimiento por TLRs

Activacién del complemento
Adyuvancia

KJ°U '”” /.: Nanopﬂr’ﬂ'cuhg\ / o Q mmunogemdad
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Lisosoma hematoldgica Excrecion
Dafio en el ADN Nucleo 1

Toxicidad localizada
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Figura 2.12.- Toxicidad de las NPs /n vitroe in vivo. Las NPs son capaces de generar ROS tanto en el entorno
como en el interior celular induciendo citotoxicidad relacionada con el estrés oxidativo - dafio del ADN,
muerte celular o apoptosis y detencién del ciclo celular. In vivo, la farmacocinética de las NPs influye sobre
la nanotoxicidad de las mismas, es decir, sobre la toxicidad en érganos, hematoldgica, genotoxicidad,
metabdlica y del sistema inmunoldgico. Adaptacién de 3%7.

2.3.2. Inmunogenicidad de las nanoparticulas

Una vez en el interior del organismo, las células del sistema inmune son capaces de
reconocer a las NPs como elementos extrafios, de forma semejante a como lo hacen con los

patogenos y sus derivados. De esta forma, las NPs son capaces de promover respuestas de
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inmunoestimulacién o inmunosupresion, dando lugar a trastornos inflamatorios o autoinmunes,
0 a un aumento de la susceptibilidad del huésped frente a infecciones y cdncer 3% Ppor ello,
comprender los mecanismos de interaccién de los nanomateriales con el sistema inmunolégico

es tan importante como analizar sus posibles efectos tdxicos 3.

Algunos estudios han demostrado los efectos de las NPs sobre la inmunidad innata via

400,401.
7

TLR, a pesar de que los mecanismos de interaccién entre ambos todavia se desconocen o)

mediante la activacién del inflamasoma NLRP3 4027404

, revelando que las particulas catidnicas
(cargadas positivamente) son mas propensas a inducir reacciones inflamatorias que las especies
anidnicas (cargadas negativamente) y neutras. Un ejemplo de ello son las AuNPs, las cuales han
demostrado tanto in vitro como in vivo ser capaces de inducir la expresiéon de citocinas

4057407 " 3sf como presentar

proinflamatorias en funcion de su tamafio y la dosis administrada
efectos inhibitorios sobre la maduracion y la funcién antitumoral de las DCs %8, Sin embargo, en
contraposicidén, encontramos otra serie de estudios que describen como las AuNPs poseen
propiedades antiinflamatorias ****'1 |o que nos lleva a pensar que todavia se debe de continuar
investigando sobre la influencia de los distintos nanomateriales sobre el sistema inmunoldgico en

funcién de sus propiedades fisicoquimicas.
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Capitulo 3.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La inflamacion es un mecanismo clave en la regulacion del sistema inmune, que permite
la destruccién de agentes patogenos o la eliminacion de células tumorales en condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria no se regula de forma adecuada es la
principal causa de enfermedades tipo inflamatorio y/o autoinmune de dificil tratamiento *!2,
Algunos miembros de la familia de las proteasas de serina gzms, como la gzmA o la gzmK, que
ejercen funciones proinflamatorias regulando la produccién de citocinas como IL-1B, IL-6 o TNF-

34413414 ‘modulan el balance entre inmunidad protectora o patoldgica 3¥*1°. Recientemente en

a
nuestro grupo de investigacién se caracterizd que la gzmA juega un papel fundamental in vivo en
algunos procesos inflamatorios como la sepsis bacteriana 2?2, la AR %7 o el CCR *°.
Conjuntamente, se han detectado niveles elevados de la gzmA, gzmB y/o gzmK solubles en fluidos

221232 Gin embargo, se

de pacientes con diversas patologias inflamatorias/autoinmunes
desconoce la relevancia fisiopatoldgica de estas gzms extracelulares y, ain mdas importante, si
son funcionalmente activas en dichos fluidos y por lo tanto capaces de contribuir a la progresién
de la enfermedad, pudiendo tratarse asi tanto de posibles biomarcadores de prondéstico como de

dianas terapéuticas.

Durante los ultimos afios, la nanotecnologia se ha convertido en una de las principales
promesas en el campo del desarrollo de nuevos fadrmacos mas selectivos y con menos efectos
secundarios, ya que multitud de nanomateriales han mostrado ser soportes dptimos para la
conjugacion o vehiculizacidon de moléculas a utilizar en aplicaciones biomédicas. En particular, las
AuNPs presentan ventajas adicionales con respecto a otros tipos de nanomateriales, exhibiendo
excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su tamafio nanométrico #/,
ademas de ser facilmente sintetizadas y funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos. Sin

418 se ha demostrado que

embargo, y aunque el oro se define como un metal seguro y estable
las propiedades fisicoquimicas de las AuNPs influyen directamente sobre su toxicidad **°. Por ello,
la nanotoxicologia, un drea multidisciplinar recientemente emergida, plantea la realizacién, junto
con los estudios mas convencionales de citotoxicidad, como la generacidon de ROS #%°, de un
analisis mas amplio y detallado de cada uno de los diferentes tipos de NPs, entre los que se

incluyen los estudios de inmunogenicidad, ya que se ha demostrado que las NPs son capaces de

interaccionar con los sistemas bioldgicos pudiendo llegar a causar multitud de efectos adversos

421

57



58

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Considerando todos los antecedentes expuestos con anterioridad, los cuales sugieren,
por un lado, la participacion de la gzmA extracelular en determinadas patologias de caracter
inflamatorio, y por otro, la ventaja del uso de nanomateriales para el diagndstico y la terapia de
las mismas, nos planteamos en el presente trabajo la siguiente hipétesis: la deteccién de la gzmA
extracelular podria utilizarse como marcador de diagndstico en sepsis, mientras que su inhibicidon
selectiva haciendo uso de nanomateriales podria servir como posible diana terapéutica para
reducir la inflamacion evitando posibles reacciones adversas. Asimismo, el estudio mas
exhaustivo de la influencia de estos nanomateriales sobre la respuesta inmune podria ser clave

para confirmar su seguridad e impulsar su uso responsable y sostenible.

Para ello, este proyecto de tesis se dividio en tres grandes blogues, ambos encaminados
al estudio y la modulacion de la respuesta inflamatoria. Cada uno de ellos con un objetivo

principal y con una serie de objetivos intermedios.

1. Deteccion de la actividad enzimatica de la gzmA mediante el uso de un biosensor basado en la
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET; del inglés, “Fluorescence

Resonance Energy Transfer”):

e Disefar el biosensor, seleccionar los péptidos y los fluordforos, y determinar su eficiencia
de FRET previa funcionalizacidn a la secuencia peptidica.

e Estudiar la sensibilidad y la especificidad del biosensor mediante el uso de la gzmA
recombinante de origen murino y humano, y otras proteasas analogas con diferente o
similar especificidad de corte.

e Validar el biosensor de la gzmA utilizando lisados de tejidos y fluidos bioldgicos
procedentes de ratones wild-type (WT), ratones gzmA”"y ratones gzmK~”".

e Validar el biosensor de la gzmA utilizando muestras de suero correspondientes a varias
tomas realizadas a lo largo de la hospitalizacion de diferentes pacientes con sepsis.

e Establecer si existe correlacién entre la actividad enzimatica de la gzmA extracelular de
los pacientes con sepsis determinada mediante el uso del biosensor, con su

concentracion y con el prondstico de la enfermedad.
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2. Bloqueo especifico de la expresion génica de la mGzmA:

Generar una linea celular estable que exprese la proteina mGzmA unida a GFP (del inglés,
“Green Fluorescent Protein”), partiendo de la linea celular humana de cancer de cérvix
uterino, Hela.

Estudiar el silenciamiento génico in vitro de la mGzmA mediante lipofeccién con
Lipofectamina o mediante el uso de NCs de quitosano cémo sistemas de vehiculizacién
selectiva.

Estudiar el grado de internalizacion in vitro de las NCs de quitosano en células que
expresen gzmA de modo nativo de origen murino y humano.

Estudiar la biodistribucién in vivo de las NCs y MCs de quitosano funcionalizadas con

sondas fluorescentes para su visualizacién en el tracto gastrointestinal de ratones WT.

3. Analisis del efecto de las nanoparticulas de oro sobre el sistema inmune:

Estudiar el efecto in vitro de varias AuNPs con diferencias en su superficie sobre la
expresién de las citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a en M@ derivados de
médula dsea de ratén.

Estudiar el efecto in vitro de las AuNPs preseleccionadas sobre la maduraciéon de DCs
derivadas de médula ésea de ratén.

Estudiar el efecto in vivo de las AuNPs preseleccionadas en el modelo de melanoma
murino B16: crecimiento tumoral, expresion de mediadores pro- y antiinflamatorios, y
andlisis de las diferentes poblaciones inmunoldégicas que conforman el TME.

Estudiar el efecto in vivo de la combinacion de las AuNPs con el tratamiento

inmunoterapeutico anti-PD-1 en el modelo de melanoma murino B16.
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Capitulo 4.- MATERIALES Y METODOS

4.1. Técnicas de biologia molecular

4.1.1. Preparacién de células competentes de £. colf

El método utilizado para la preparacion de células competentes se basa en la apertura de
poros en la membrana con CaCl, a baja temperatura. Previamente a la realizacion de cualquiera
de los pasos a seguir en este protocolo, todos los medios y materiales utilizados fueron
esterilizados. Se prepard un precultivo mediante la inoculacion de 10 ul de bacterias Escherichia
coli en 10 ml de LB (del inglés, “Lysogeny Broth”) (Anexo I) y se mantuvo a 37°C durante 16-24
horas a 200-250 rpm. A este precultivo se le afiadieron 100 ml de LB fresco y se incubé de nuevo
a 37°C, en este caso durante 2 horas, con el objetivo de alcanzar una densidad 6ptica adecuada
de ODgoonm=0,4. Una vez alcanzada dicha absorbancia, el cultivo se transfirié a 2 tubos de fondo
conico estériles de 50 ml, se mantuvo durante 30 minutos en hielo para detener su crecimiento
y finalmente, se centrifugd durante 5 minutos a 1500 xg a 4°C. Se descarto el sobrenadante y las
células se resuspendieron con cuidado en 1 ml de tampdn de trituracion frio (Anexo [) hasta su
homogeneizacién. Se adicionaron 30 ml del mismo tampdn y se mezclaron de nuevo con cuidado.
Se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 xg a 4°C y se elimind el sobrenadante. El pellet se
resuspendidé en 4 ml de tampdn de conservacion frio (Anexo 1) y se prepararon alicuotas de unos

400 pl en tubos de Eppendorf, listos para su transformacion o congelacion a -80 °C.

4.1.2. Transformacién de células competentes de £. coli

Durante este trabajo, los constructos de ADN empleados fueron transformados en cepas
de E. coli BL21-CodonPlus o DH5a, dado que el objetivo de la transformacion era la obtencién de
ADN plasmidico en cantidad suficiente. Para la transformacion de las bacterias competentes se

empled el método de choque térmico.

Partiendo de ADN reconstituido con H,O MilliQ a una concentracién de 200 ng/ul, se
adicionaron 100 ng sobre una alicuota de células competentes (Apartado 4.1.1.). Se incubaron en
hielo durante 20-30 minutos, se realizd un choque térmico a 42°C durante 60 segundos, y a

continuacién, se dejaron en reposo durante 2 minutos en hielo para que las membranas celulares
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volvieran a sellarse y el ADN quedase confinado en su interior. Se adiciond 1 ml de SOC (del inglés,
“Super Optimal Broth”) frio (Anexo |), y se recuperaron las células durante un periodo de 1-3
horas a 37°C a 200-250 rpm. Finalmente, se procedid a la seleccion de aquellas bacterias que
habian incorporado el plasmido. Para ello, se centrifugaron a 1300 xg durante 5 minutos, se
descarto el sobrenadante dejando un volumen minimo y se sembraron unos 150 ul en placas de
LB agar o LB-LS (del inglés, “Lysogeny Broth-Low Salt”) agar (Anexo |), dependiendo de si
trabajamos con BL21-CodonPlus o DH5a respectivamente, que contenian el correspondiente
antibiotico de seleccién (100 pg/ml de ampicilina - Roche o 25 ug/ml de zeocina - InvivoGen), y
se incubaron durante toda la noche a 37°C. Durante este procedimiento, se sembré también un
control negativo con células competentes sometidas a todos los pasos descritos anteriormente
en ausencia de plasmido, es decir, bacterias no transformadas. Transcurrido este tiempo, se
seleccionaron varias colonias de la placa, transfiriendo cada una a un tubo de fondo cdnico estéril
con 10 ml de LB o LB-LS suplementado con el antibidtico de seleccién. La suspensién bacteriana

se incubo a 37°C con agitacion durante toda la noche.

4.1.3. Extraccion del ADN plasmidico

Para obtener pequefias cantidades de ADN plasmidico se utilizé GFX™ Micro Plasmid Prep
Kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. El volumen de cultivo de partida
fue 1,5-3 ml y la elucidn final se realizé con 50 pl de H,0 milliQ estéril. Para obtener cantidades
mavyores de plasmido, se necesitaron cultivos de 50-100 ml, utilizando Quantum Prep Plasmid
Midiprep Kit (BioRad) para extraer el ADN. En este caso, las eluciones se realizaron en 500 pul de
H20 milliQ estéril. Las concentraciones de los plasmidos se midieron en alicuotas de 2 ul con el

espectrofotdmetro Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher).

4.1.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para evaluar el ADN plasmidico, se realizd una electroforesis en gel de agarosa en la que
la movilidad de los fragmentos es inversamente proporcional a su tamafio, por lo que, a menor

tamafio, mayor sera el desplazamiento.

Se realizd el gel a una concentracion del 1% de agarosa en tampdn Tris-Borato-EDTA (TBE;
Invitrogen) 1X para los geles de analisis o tampdn Tris-Acetato-EDTA (TAE; Invitrogen) 1X para los

geles destinados a purificacién, con SYBR Safe (1:10000, Invitrogen) para la visualizacion posterior
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de las muestras bajo luz UV. Previamente a su adicion a los pocillos, el ADN se combind con el
tampodn de carga 10X (Takara) para conocer en todo momento la posicion del frente en el gel. Los
marcadores de pesos moleculares empleados fueron 1kb y 100bp DNA Ladder (Invitrogen) para
la estimacion del peso de los fragmentos de ADN mediante comparativa. La electroforesis se
realizd mediante una diferencia de potencial de 90V y 400mA durante 30-40 minutos y su

visualizacion se realizd en un transiluminador Gel Doc 2000 (BioRad).

4.1.5. Purificacion de fragmentos de ADN en gel de agarosa

La purificacién de los fragmentos de ADN de interés, bien tras una PCR (del inglés,
“Polymerase Chain Reaction”) o tras la digestidon con enzimas de restriccion, se llevé a cabo a
partir de un gel de agarosa al 1% en TAE con Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
kit (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. En los dos casos, se separaron los
fragmentos de ADN mediante electroforesis y se procedio al corte de la banda de peso molecular
deseado empleando un bisturi estéril. Para evitar exponer la banda de interés a la luz UV del
GelDoc, se usd como sefial una pequefia cantidad del ADN en otro pocillo de modo que se podia
comprobar la amplificacién o digestion, y asi aislar la banda. La concentracion del ADN se midié

en alicuotas de 2 pl con el espectrofotdometro Nanodrop™ 2000.

4.1.6. Secuenciacion del ADN

Una vez purificado el fragmento de ADN, se mandd a secuenciar en el Servicio de

secuenciacion del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO, Madrid).

4.1.7. Digestion del ADN

Una vez obtenido el cADN de las proteinas para su clonaje en el vector retroviral pBABE,
se procedié a su digestién con las correspondientes enzimas de restriccion segun las indicaciones
del fabricante. Para ello, se afiadid 1 ul de cada una de las enzimas de restriccion (Takara)
necesarias con el tampdn de reaccidn correspondiente (10X), 50 ng inserto/100 ng plasmido, y
se completé con H,0 milliQ estéril y libre de ARNasas hasta 10 pl. La mezcla se incubd en bafio

seco a 37°C durante 3 horas.
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4.1.8. Ligacién del ADN

El Ultimo paso para la obtencidn del vector con su correspondiente inserto es la ligacién
del plasmido linearizado con los fragmentos previamente digeridos. La proporcidn vector/inserto
dependid de las concentraciones de partida de ambos, pero como minimo el inserto estuvo al
doble de concentracién molar del vector. La mezcla de ligacién también contenia 1 ul de T4 DNA
ligasa (ThermoFisher) con el tampdn de la enzima (10X) y H,O milliQ estéril y libre de ARNasas
hasta completar los 10 pl. Las muestras se dejaron durante 2 horas a temperatura ambiente (RT;
del inglés, “Room Temperature”) y transcurrido este tiempo, se procedid a la transformacién de

las bacterias competentes (Apartado 4.1.2.).

4.1.9. Disefio de oligonucledtidos y amplificacion de secuencias

El disefio de los oligonucledtidos y la determinacion de las condiciones dptimas para la
amplificacion de las diferentes secuencias a clonar se llevaron a cabo con la ayuda del programa
OLIGO Primer Analysis Software Version 7 (Molecular Biology Insights). Los oligonucledtidos
fueron sintetizados por Invitrogen y fueron disefiados para la incorporacion de los sitios de
restriccion EcoRl en el extremo 5’ terminal y Sall en el extremo 3’ terminal para la posterior

ligacion en el vector entre estos dos sitios de corte.

Directo = 5’- GACTCGGAATTCATGAAAATTATTGGGGGGGATACCGTC - 3’
Reverso 2 5- GACTCGGTCGACTCATTTATACAGCTCGTCCATCCCG - 3’

El vector empleado en este trabajo fue pBABE-puro (Figura 4.1.), cedido por el Dr. Reinhard

Wallich de la Universidad de Heidelberg en Alemania.
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Pstl (6)
Scal (4735) Xbal (184)
Puul (4625) J = 5'LTR
_ P 4
Fspl (4477) :\\. rd Kpnl (371)
AmpR Mutant splice donor
Notl (4134) Pst1 (878)
pBABEpuro Pstl (1054)
5160 bp ™=
Truncated gag
ORI BamHI (1356)
Kpnl (2935) " SnaBI (1375)
LR 7 EcoRI (1380)
Xbal (2748) Sall (1398)
MCS
SV40 IEP
Puro

Figura 4.1.- Vector pBABE-puro.

La amplificacion a partir del cADN molde se realizd empleando la polimerasa de alta

fidelidad AccuPrime™ Pfx SuperMix (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La mezcla de reaccién contenia:

COMPONENTE CONCENTRACION FINAL ~ VOLUMEN (L)
ADN 10 pg-200 ng -
Oligonucledtido Directo 10 uM 1
Oligonucledtido Reverso 10 uM 1
AccuPrime™ Pfx SuperMix. 1X 22,5
H,O MilliQ

- Hasta V=25 ul
Tabla 4.1.- Componentes de la mezcla de reaccién.

Las reacciones de amplificacién del ADN se llevaron a cabo en un termociclador bajo las
siguientes condiciones:

Un ciclo inicial de 5 minutos a 95°C.

35 ciclos de 15 segundos a 95°C para provocar la desnaturalizacion de las hebras, 30

segundos a 57°C para permitir la hibridacién de los oligonucleétidos y 1 minutos y 45

segundos a 68°C para la extension de la cadena.

Un ciclo final de 5 minutos a 68°C.
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4.1.10. Extraccidon de ARN y determinacidn de la expresién génica mediante

RT-qPCR

La extraccidon de ARN total se llevd a cabo mediante el RNeasy Mini Kit (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de ARN se midieron en alicuotas de 2 pl con
el espectrofotémetro Nanodrop™ 2000. Posteriormente, a partir del ARN total (100-500 ng), se
generd cADN con la transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies).
Finalmente, se realizé la PCR semicuantitativa en tiempo real usando SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) en el equipo de PCR a Tiempo Real ViiA7 (Applied Biosystems). Se utilizaron
tanto los cebadores como las condiciones descritas en el Apartado 4.1.9. Para la normalizacién
de los niveles relativos de expresién del mARN de la gzmA, se testaron los cebadores especificos
de HPRT (del inglés, “Hypoxanthineguanine Phosphoribosyltransferase”) y GAPDH (del inglés,

“Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase”) y se utilizd el método comparativo (2-act).

HPRT-Directo = 5 - CTGACCTGCTGGATTACA - 3’
HPRT-Reverso = 5- GCGACCTTGACCATCTTT — 3’
GAPDH-Directo = 5’- ATCAGCAATGCCTCCTGCAC - 3’
GAPDH-Reverso = 5- TGGCATGGACTGTGGTCATG — 3’

4.2. Expresioén y purificacion de la granzima A

Todos los protocolos descritos en este apartado se realizaron en colaboracién con el
grupo de investigacion dirigido por el Dr. Ramén Hurtado Guerrero del Instituto de

Biocomputacion y Fisica de Sistemas Complejos (BIFI).

Durante este trabajo se utilizaron las proteinas recombinantes gzmA de ratéon (mGmzA)
y gzmA humana (hGzmA), ambas disefiadas y producidas en nuestro grupo de investigacion.
Mientras que para la mGzmA se siguid todo el procedimiento que se describe a continuacion,
para la hGzmA se inicié directamente su produccién y purificacién, puesto que previamente en el
grupo se habian realizado y seleccionado los transfectantes de Pichia pastoris X33 y se habian

realizado sus correspondientes pruebas de expresion.
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4.2.1. Plasmido codificante para la gzmA

La secuencia de ADN codificante para los residuos de aminoacidos de la proteasa mGzmaA,
fue optimizada y sintetizada por la empresa GenScript para la expresion en P. pastoris en el vector
de expresidon pPICZaA (Figura 4.2.). Mientras, la secuencia de la hGzmA fue sintetizada en el
vector pUC57 (GenScript), siendo posteriormente subclonada en pPICZaA para su expresion en
P. pastoris tras el corte con las enzimas de restriccion Xhol-extremo 5° terminal y -Sacll extremo
3" terminal. Ambas secuencias de ADN contenian una secuencia de dos residuos en el extremo 5

terminal que codifica la expresiéon del zimdgeno de la gzmA.

EcoR |
alpha-facor Pmii

Kpnl
Sacll
Not |

Xba |

-M
el
" His tag
pPICZalpha A -
3.6kb

EM7 promoter

Figura 4.2.- Vector pPICZaA. Fuente: https://www.genscript.com/gsfiles/vectormap/yeast/pPICZalpha-
A.pdf

4.2.2. Digestion/linearizacion y purificacién del ADN plasmidico

Una vez comprobada la extraccién del ADN plasmidico segun el protocolo descrito en el
Apartado 4.1.3., se realizd la digestion del pldasmido con la enzima de restriccion Sacl-HF (New
England Biolab) a 37°C durante toda la noche. A continuacién, mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1% (Apartado 4.1.4.), se comprobd la correcta linearizacion del plasmido y se
purific6 haciendo uso del kit comercial Accuprep Gel Purification (Bionner), obteniendo
finalmente 26 pl/muestra purificada eluida con H,O MilliQ a 65°C, lo cual se ha comprobado que
aumenta el rendimiento de recuperacién del ADN. Una vez realizada la extraccion, la muestra se

almacend a -20°C hasta su posterior incorporacién en Pichia mediante electroporacion.
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COMPONENTE CONCENTRACION INICIAL  CONCENTRACION FINAL  VOLUMEN (L)

ADN 140 pg/ml 0,1 pg/ml 180
Sacl-HF 20000 U/ml 560 U/ml 7
Tampdn de Sacl-HF 10X 1X 25
H.0 MilliQ - - 38

Tabla 4.2.- Componentes de la linearizaciéon del ADN plasmidico.

4.2.3. Preparacion de células electrocompetentes de la cepa de AP. pastoris

X33

Se selecciond la cepa silvestre X33 de la levadura P. pastoris, una cepa con fenotipo mut*
ampliamente utilizada para la expresion de proteinas y muy Util para la seleccion de clones
recombinantes resistentes a zeocina, asi como para crecimiento a gran escala. Para la preparaciéon
de células electrocompetentes se siguié la metodologia descrita en el manual EasySelect™ Pichia

Expression Kit (Invitrogen).

Se sembraron 60 pl de células X33 en una placa de YPDS (del inglés, “Yeast extract-Peptone-
Dextrose-Sorbitol medium”) (Anexo ) y se dejaron crecer a 30°C durante aproximadamente 72
horas. Una vez crecida la placa, se seleccionaron varias colonias de manera independiente para
iniciar un precultivo de cada una de ellas en 5 ml de YPD (del inglés, “Yeast extract-Peptone-
Dextrose medium”) (Anexo ), permaneciendo a 30°C durante aproximadamente 8 horas a 200-
250 rpm. Transcurrido este tiempo, 500 pl de cada precultivo fueron afiadidos sobre 100 ml de
YPD fresco en un matraz de Erlenmeyer de 500 ml para su incubacién a 30°C en agitacién 200-
250 rpm durante toda la noche, con el objetivo de alcanzar una ODsoonm=1,5, momento en el que
las células se encuentran en su fase exponencial de crecimiento. A continuacién, las células
obtenidas se centrifugaron durante 5 minutos a 1500-2000 xg a 4°Cy se utilizd la relacion descrita
segun *?2, es decir, 10® células se resuspendieron en 1 ml de una disolucidn compuesta por 10mM
de acetato de litio, 0,6 M de sorbitol, 10mM de TRIS-HCl y 10mM de DTT (del inglés,
“Dithiothreitol”) pH1.5, considerando que una ODego = 1 corresponde a 3x107 células. Una vez
resuspendidas y transcurridos 30 minutos a RT, se centrifugaron de nuevo durante 5 minutos a

2000 xg y 4°C para ser lavadas mediante la adicion de 1,5 ml de una solucion estéril y fria de 1 M
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sorbitol, durante 3 veces consecutivas. Finalmente, afiadiendo 1 ml de 1 M sorbitol por cada 10*°
células, se conservaron en hielo hasta su posterior uso. Es importante tener en cuenta la pérdida
de competencia de Pichia, en el caso de no realizar este procedimiento seguido de su

transformacion.

4.2.4. Transformacion de la cepa de P. pastoris X33

Para llevar a cabo la transfeccion por electroporaciéon, se mezclaron 80 ul de células
electrocompetentes de P. pastoris con 5-10 pg del vector pPICZa linearizado vy purificado
(Apartado 4.2.2.) y se transfirieron a una cubeta de electroporacién (Gene Pulser/Micropulser
Electroporation Cuvettes, Bio-Rad) de 0,2 cm de grosor previamente enfriada. Una vez
transferidas las células y el vector a la celda, esta se incubd en hielo durante 5 minutos y se llevd
a cabo la electroporacion por medio de un electroporador Micropulser (BioRad) con el pardmetro
preestablecido para Pichia de V=2,0 kV. Mediante la aplicacién del pulso eléctrico, se abren los
poros en la célula a través de los que entra el ADN cargado negativamente. Después del pulso,
las células fueron rapidamente recuperadas de la celda mediante la adiciéon de 1 ml de 1 M
sorbitol estéril frio y transferidas a un tubo de fondo cénico de 15 ml en el que se dejaron

incubando a 30°C sin agitacién durante 1-3 horas.

A continuacién, se plaguearon 100 pl de la mezcla sobre una placa de YPDS suplementada
con zeocina (200 ug/ml) para la seleccion de los transfectantes, y se mantuvo en incubacion
durante 72-96 horas a 30°C hasta la aparicion de colonias. Como control negativo, se sembraron
células sometidas al mismo procedimiento de electroporacién en ausencia de ADN. Siete de las
colonias crecidas fueron resembradas sobre una nueva placa de YPD con zeocina (200 pg/ml)

para comprobar la presencia del inserto mediante la realizacion de pruebas de expresion.

4.2.5. Conservacion en glicerol de las colonias de P. pastoris X33

Previo a la seleccion de la colonia que mejor expresa el constructo deseado, cada una de
las siete colonias crecidas, se sembro de forma individual sobre una placa de YPD con 200 pg/ml
de zeocina y se dejo crecer durante 48 horas a 30°C. Una vez crecidas y siempre en esterilidad,
se recogieron % partes de las células y se resuspendieron en un tubo cénico de 15 ml con 3 ml de
una solucién compuesta por un 70% de YPD y un 30% de glicerol. A continuacién, se realizaron

alicuotas de las mismas para su congelacién a -80°C hasta su posterior seleccion en funcion de
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los resultados obtenidos a través de las pruebas de expresién, momento en el que se desecharon

todas aquellas colonias no seleccionadas.

4.2.6. Expresion de la gzmA en P. pastoris X33

Antes de comenzar con la expresién a gran escala, debemos de comprobar que las
levaduras realmente sobreexpresan la proteina mediante la realizacién de pruebas de expresién
siguiendo el protocolo recomendado por *%3. Para ello, se inicid el crecimiento de aquellas
colonias que fueron seleccionadas tras su electroporacion con el plasmido de interés, utilizando
tubos de fondo cénico de 50 ml que contenian 1 ml de BMGY (del inglés, “Buffered Glycerol-
complex Medium”) (Anexo I). Tras su incubacion a 30°C y 200-250 rpm durante 24 horas, se
centrifugaron las células 10 minutos a 3800 xg y 4°Cy se resuspendio el pellet asi obtenidoen 1
ml de BMMY (del inglés, “Buffered Methanol-complex Medium”) (Anexo |), para su incubacién a
18°Cy 200-250 rpm durante 72 horas. Durante la induccidn de la expresidn, se fue afiadiendo un
1% de metanol puro cada 24 horas sobre cada uno de los tubos de fondo cénico de 50 ml,
obteniendo asi una mayor expresion de la proteina deseada. Transcurrido este periodo, se
centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 3800 xg para recuperar los sobrenadantes, ya que la
expresion de la gzmA es extracelular, que posteriormente se analizaron por electroforesis
desnaturalizante en SDS-PAGE (del inglés, “Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”) (Apartado 4.3.2.2.).

Una vez seleccionada la colonia con mayor expresion, se llevd a cabo el mismo
procedimiento anteriormente descrito pero esta vez a gran escala, es decir, variando los
volumenes hasta 1-2L para la produccién final de la gzmA recombinante. Se sembraron 60 pl del
glicerol en una placa de YPD con 200 ug/ml de zeocina y se dejé crecer durante 48 horas a 30°C.
Se recogieron % partes de las células y se resuspendieron en 250 ml de BMGY en un matraz de
Erlenmeyer de 2L durante 16-20 horas a 30°C y 200-250 rpm. La relacién entre el volumen del
matraz y el volumen del cultivo es importante dado que, para un crecimiento adecuado de las
levaduras, estas requieren de un maximo de aireacién. A continuacidn, se centrifugaron a 6000
xg durante 10 minutos para descartar el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en otros
250 ml de BMMY durante 72-96 horas a 18°Cy 200-250 rpm, afiadiendo de nuevo metanol puro
al 1% cada 24 horas. Transcurrido este tiempo, se recogio el sobrenadante de cada uno de los
matraces por centrifugacion a 6000 xg durante 20 minutos a 4°C y se purificd, tal y como se

describe en el Apartado 4.2.8.
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4.2.7. Concentracion y didlisis de la gzmA

Con anterioridad a realizar la purificacion de la gzmA, el sobrenadante obtenido debe de
ser filtrado por 0,45 pm y 0,22 um (Merck-Millipore) mediante un equipo de filtracién a vacio,
para eliminar los restos celulares que hayan podido quedar en suspension. Una vez centrifugado
y filtrado, el sobrenadante se concentrd con la ayuda de un concentrador Pellicon XL Biomax 10
kDa (Merck-Millipore) acoplado a una bomba peristéltica MasterFlex (Cole-Parmer™) hasta
obtener un volumen final de aproximadamente 40 ml. Finalmente, se realizaron 3 didlisis con 100

volumenes del tampdn 25mM MES pH6 a 4°C durante un minimo de 2 horas cada una de ellas.

4.2.8. Purificacidn por cromatografia de intercambio idnico

La cromatografia de intercambio idnico se basa en la separacion de las proteinas en
funciéon de su carga neta superficial, a través de interacciones electrostdticas con la fase
estacionaria que conforma la columna, y se trata de una de las técnicas mas cominmente

empleadas para la purificacién de proteinas.

La purificacién de la gzmA se realizd utilizando una columna Hi-Trap SP XL de 5ml (GE
Healthcare) acoplada a un sistema de cromatografia AKTA start (GE Healthcare), previamente
equilibrada con 5 volimenes del tampdn 25mM MES pH6. Una vez preparada la columna, el
sobrenadante de Pichia concentrado, filtrado y dializado, fue cargado en la misma. A
continuacion, se lavo la columna con 5 voliumenes del tampdén 25mM MES pH6, 150mM NaCl
para eluir todas aquellas inespecificidades adheridas a la columna. Finalmente, mediante un
gradiente de NaCl de hasta 1M, la gzmA fue eluida en alicuotas de 1-2 ml para ser analizada
posteriormente mediante electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE (Apartado 4.3.2.2.) y

Western-Blot (Apartado 4.3.2.4.).

Las fracciones con mayor concentracidén de proteina fueron unidas y dializadas con el
tampdn MT-PBS (del inglés, “Phosphate Buffered Saline”) (Anexo |) pH5.5, 0,2 M acetato de sodio,
utilizando columnas de desalinizacién desechables PD-10 (GE Healthcare). Se recogieron de
nuevo alicuotas de 1-2ml, se midi6 su concentracion con el espectrofotdmetro Nanodrop™ 2000
utilizando su coeficiente de extincién tedrico y se mantuvieron a -80°C hasta su posterior uso. De
esta forma, al conservar la gzmA en forma inactiva se evita que en el proceso de descongelacion

se produzca una pérdida de actividad.
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4.2.9. Activacién de la gzmA

Una vez purificada la forma inactiva de la gzmA, se procedid a su activacion utilizando la
enzima catepsina C (Sigma), capaz de escindir el dipéptido MK presente en el extremo N-terminal
del constructo de la gzmA, responsable de su inactividad. Para ello, previamente se activé la
catepsina C con 2mM de DTT a 37°C durante 30 minutos. Una vez activa, se elimind el DTT
mediante dialisis con el tampdn MT-PBS pH5.5, 0,2 M acetato de sodio y se reservé una alicuota
de la misma para llevar a cabo un ensayo de actividad (Apartado 4.2.10.) frente a un sustrato
colorimétrico especifico, H-Gly-Phe-pNA (Bachem). Una vez activada la catepsina C, se utilizé una
relacion de 5U por cada 10 mg de la pro-gzmA vy se incubaron durante toda la noche a RT.
Transcurrido este tiempo, se llevé a cabo una dialisis de la gzmA con 100 volimenes de su tampdn
de actividad 100mM TRIS-HCI pH8.5, se realizaron alicuotas de aproximadamente 100 pul y se

congelaron a -80°C para uso dentro de un periodo de tiempo relativamente corto.

Como control negativo, se usd catepsina C sin activar, tampon de actividad solo vy el
sustrato de la catepsina C disuelto en tampdn de actividad. Se incubd a 37°C y se realizaron
mediciones a 405/490 nm cada hora en un lector de placas Synergy™ HT Multi-Mode Microplate

Reader (BioTek).

4.2.10. Determinacion de la actividad enzimatica de la gzmA mediante

absorbancia

Se determind la actividad enzimatica de la gzmA mediante su sustrato especifico
colorimétrico, Bz-Pro-Phe-Arg-pNA-HCI (Bachem) para la mGzmA y Z-Gly-Pro-Arg-pNA acetate
salt (Bachem) parala hGzmA, en sutampdn de actividad 100mM TRIS-HCI pH&.5. Sobre una placa
de 96 pocillos se afiadieron 50 pl del sustrato a una concentracion final de 150 uM y 50 ul de la
proteasa activa a diferentes concentraciones. Las muestras se incubaron a 37°C durante distintos
tiempos (0, 60, 120 y 240 minutos) y las medidas se llevaron a cabo por triplicado a 405/490 nm
en un lector de placas. Como control positivo se utilizd la linea murina de CTLs 1.3E6SN #**y como

control negativo la linea tumoral murina EL4.F15 &,
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4.2.11. Determinacion de la actividad enzimatica de la gzmA mediante

fluorescencia

Para la determinacién de la actividad enzimdtica de la gzmA se utilizé la espectroscopia
de fluorescencia, también denominada fluorimetria, basada en la emision de la energia absorbida
en forma de luz a partir de un fluordforo excitado. Cuando dos fluoréforos compatibles se
encuentran a una determinada distancia, esta energia puede ser transferida de un fluordforo
donor a un fluordéforo aceptor. Como resultado de esta transferencia de energia, la fluorescencia
del donor se apaga y se inicia la emision de la fluorescencia del aceptor, proceso denominado
como FRET #?°. Sin embargo, no todas las combinaciones de fluoréforos emiten luz, sino que
algunos fluoroforos aceptores, conocidos como quenchers, disipan esta energia absorbida en

forma de calor a través de vibraciones moleculares #%°.

Basandonos en este Ultimo concepto, la cuantificacién de la actividad de la gzmA se llevd
a cabo empleando dos sustratos especificos fluorescentes, VANRSAS y EDMAKSDKAR, en su
tampodn de actividad 100mM TRIS-HCI pH8.5. Sobre una placa de 96 pocillos se afiadieron 50 ul
del sustrato a una concentracion final de 1 uM y 50 ul de la proteasa activa a diferentes
concentraciones. Las muestras se incubaron a 37°C durante distintos tiempos (1, 4 y 24 horas) y
las mediciones se llevaron a cabo con una longitud de onda de excitacién de 475 nm en un
espectrofluorimetro FluoroMax-P de Yobin Ivon (Horiba) completamente controlado por el
software para espectroscopia DataMax. En todas las medidas de espectroscopia se utilizaron

cubetas de cuarzo limpias y completamente secas.

4.3. Andlisis e identificacion de proteinas

4.3.1. Cuantificacion mediante el método de Bradford

Se cuantificd la concentracion de proteinas recombinantes y de proteinas totales
extraidas de lisados celulares o de tejidos, mediante el ensayo Bradford. Para ello se utilizo el kit
Quick Start™ Bradford Protein Assay (BioRad). Brevemente, se prepard la curva patron de
albumina de suero bovino (BSA; del inglés, “Bovine Serum Albumin”) como se indica en el manual

de procedimiento del Kit. Se utilizd como diluyente el mismo tampdn en el que se disolvieron las
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muestras a analizar. Se cargaron 5 pl de las diferentes concentraciones de la curva patrén y de
las muestras, por triplicado, en una placa de 96 pocillos y, a continuacién, se afiadieron 245 ul del
reactivo. Se incubd a RT durante 5 minutos y finalmente, se midiod la absorbancia a 595 nm en un
lector de placas. Se determind la concentracion mediante la interpolacion de los resultados en la

recta de calibrado.
4.3.2. Analisis de proteinas por Western-Blot

4.3.2.1. Extraccién de proteinas totales a partir de lisados celulares

Para realizar los lisados celulares, en el caso de partir de un tejido, inicialmente fue
necesario realizar el disgregado utilizando un émbolo de una jeringuilla estéril sobre una placa de
Petri hasta obtener una suspension celular, y seguidamente realizar un filtrado mediante un filtro
de nylon de 70 um (Falcon). A continuacidn, se recogieron las células a analizar, se lavaron con
PBS estéril y se resuspendieron con tampdn de lisis RIPA (ThermoFisher) con una relacién 5x10°
células/ml de tampdn de lisis, segun las indicaciones del fabricante. Se incubaron durante 5-10
minutos en hielo y seguidamente se centrifugaron durante 10 minutos a 14000 xg a 4°C para
descartar los restos celulares. Se recogieron los sobrenadantes, se tomd una alicuota para
analizar y se almacenaron a -20°C. La concentracién de proteinas totales se determind tal y como

se indica en el Apartado 4.3.1.

4.3.2.2. Separacién de proteinas mediante SDS-PAGE

La separacidon de proteinas en funcion de su peso molecular se llevd a cabo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con 0,1% de SDS, detergente anidnico que se une
especificamente a las proteinas y les confiere una relacién tamafio/carga constante. Se trata de
una técnica empleada para la separacion y visualizacién de proteinas durantey tras la purificaciéon
de las mismas, y tras su extraccién a partir de lisados celulares como se describia en el Apartado
4.3.2.1. La composicion, tanto del gel concentrador o “stacking” (Anexo 1), como del gel separador

o “resolving” (Anexo 1), se muestran en la Tabla 4.3.
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Stacking 4% Resolving 12%

dH-0 3ml 3,4 ml
30% Acrilamida 670 ul 4 ml
Resolving - 2,5 ml
Stacking 1,3 ml -
10% SDS 50 pl 50 pl
10% APS 50 ul 50 pl
TEMED 5 ul 5 ul

Tabla 4.3.- Composicion de los geles de electroforesis al 12%.

Previamente a realizar la electroforesis, se afiadieron 5 pl de tampdn de carga lisis 3X
(Anexo 1) sobre 10 ul de cada una de las muestras y se incubaron en un bafio seco durante 5
minutos a 100°C. Se utilizé un marcador de pesos moleculares Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder (ThermoFisher) y la electroforesis se realizd en tampdn “running” (Anexo ) a un
amperaje constante de 20 mA/gel y un voltaje de 180 V durante 60-90 min. Finalmente, para la
visualizacidon de las bandas se llevd a cabo una tincion con azul de Coomassie y posterior

decoloracion con una solucién decolorante (Anexo |).

4.3.2.3. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (del
inglés, “Polyvinylidene Fluoride”) (GE Healthcare), pre-incubadas durante 30 segundos en
metanol. El proceso se llevd a cabo en un equipo de transferencia semi-seca de BioRad utilizando

un tampon de transferencia (Anexo |) bajo las condiciones de 20 V y 400 mA durante 55 minutos.

4.3.2.4. Anilisis de proteinas por inmunoblot (Western Blotting)

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de PVDF se analizaron con sus
anticuerpos especificos (Tabla 4.4.). Previamente, y una vez terminada la transferencia, la
membrana se bloqued con el tampdn SEA BLOCK Blocking Buffer (ThermoFisher) durante 60
minutos. Seguidamente, la membrana se incubo durante toda la noche a 4°C con agitacion suave
en presencia del anticuerpo especifico para detectar la proteina deseada. Finalizada la
incubacion, se deseché la solucion con el anticuerpo y la membrana se lavé 3 veces durante 10

minutos con agitacién moderada utilizando SEA BLOCK Blocking Buffer al 10%. Seguidamente, las
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membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora a RTy
con agitacion suave. Transcurrido este tiempo, la solucion del anticuerpo secundario se eliminé
y de nuevo se lavd la membrana 3 veces durante 10 minutos en agitacion moderada con SEA
BLOCK Blocking Buffer al 10%. La deteccion de los inmunocomplejos se realizé mediante
captacion de la sefial infrarroja. Las membranas se escanearon en el equipo ODYSSEY CLx (LI-
COR). Para la dilucién de los anticuerpos primarios y secundarios se utilizé el tampdn SEA BLOCK

Blocking Buffer.

ANTICUERPO CONCENTRACION  CASA COMERCIAL
Anti-GzmA 1/100 _
(policlonal de ratén hecho en rata)
Anti-GFP 1/1000 Sigma
IRDYE® 680RD 1/20000 LI-COR
IRDYE® 800CW 1/20000 LI-COR

Tabla 4.4.- Anticuerpos primarios y secundarios empleados para Western-Blot.

4.3.3. Analisis de proteinas mediante citometria de flujo

4.3.3.1. Analisis de proteinas extracelulares

El andlisis de la presencia de determinadas proteinas de membrana mediante citometria
de flujo se realizd con anticuerpos conjugados con fluorocromos (Anexo |l). Para ello, 10°-10°
células se incubaron en una placa de 96 pocillos en 50-100 ul de PBS suplementado con 5% de
suero fetal bovino (SFB, Sigma) durante 15 minutos a 4°C en oscuridad, con la cantidad de
anticuerpo indicada por la casa comercial o la combinacion de algunos de ellos. Trascurrido este
tiempo, se centrifugaron a 3000 xg durante 2 minutos para retirar la solucion de marcaje y se
lavaron con PBS suplementado con 5% de SFB para su posteior andlisis por citometria de flujo
(Beckman Coulter Gallios™). En los casos en los que no se hizo el anélisis inmediatamente, las

células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 1% a 4°C hasta 24 h después.

4.3.3.2. Analisis de proteinas intracelulares

La gzmA es una proteina intracelular contenida en los granulos citotdxicos. Para analizar
su expresion, 10° células se fijaron durante 15 min a 4°C con 200 pl de PFA al 1% en PBS. A

continuacion, se lavaron 2 veces con PBS suplementado con 5% de SFB y se resuspendieron en
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100 ul de una solucion de permeabilizacion que contiene el anticuerpo que reconoce a la gzmA
(anti-GzmA PE; delinglés, “Phycoerythrin”; dilucién 1/1000; Miltenyi Biotec). Como control se usé
el isotipo IgG1 de raton hecho en cabra conjugado con PE (dilucion 1/1000). Se incubaron las
células con el anticuerpo y el isotipo durante 1 hora a RT. Para finalizar, las células se lavaron 2
veces con el tampdn de permeabilizacidén y se resuspendieron en PFA al 2% para su posterior

analisis por citometria de flujo.

4.3.3.3. Analisis de los parametros de muerte celular

La determinacién de la permeabilidad de la membrana en las células, sefial caracteristica
de muerte celular, se realizé a través del marcaje con 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD), molécula
fluorescente que se une al ADN intercaldndose en la doble cadena. Para ello, las células se
sembraron a una densidad de 10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos, se centrifugaron a
3000 xg durante 2 minutos y se resuspendieron en 100 ul de PBS que contenian 1,5 ulL de 7-AAD
(BD; Aabs= 540 nm, Aem= 654 nm). Transcurridos 15 minutos en oscuridad a RT, se centrifugaron
de nuevo a 3000 xg durante 2 minutos para retirar la solucion de marcaje y se lavaron con PBS
para realizar su posterior analisis por citometria de flujo. En los casos en los que no se hizo el

analisis inmediatamente, las células fueron fijadas con PFA al 1% a 4°C hasta 24 h después.

4.3.4. Anadlisis de proteinas por ELISA

4.3.4.1. Cuantificacion de citocinas por ELISA

Para cuantificar los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivos o en
los explantes de tejido, se utilizaron los correspondientes Kits "Ready-Set-Go" de Affymetrix

(eBioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante.

De forma general, se adicionaron 100 ul del anticuerpo de captura a la concentracion
recomendada, en tampodn de revestimiento, a la placa de ELISA (del inglés, “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”) de 96 pocillos (NUNC Maxisorp) y se incubo toda la noche a 4°C. Se lavo
la placa 3 veces con 200 ul de solucién de lavado (Anexo 1) y seguidamente se bloqued con 200
ul de tampdn de ensayo durante 1 hora a RT. Se adicionaron el patron y el blanco como
recomienda el fabricante, ademas de las muestras diluidas en tampdn de ensayo, y se incubaron
durante 2 horas a RT. Tras lavar la placa 3 veces con solucién de lavado, se adicionaron 100 pl del

anticuerpo de deteccion conjugado con biotina a la concentracion recomendada y se incubd 1
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hora a RT. Se lavé la placa 3 veces con solucidn de lavado, se adicionaron 100 ul de enzima avidina-
HRP (1:4000 en tampdn de ensayo) y se incubd durante 30 minutos. Seguidamente, se lavé la
placa 5 veces y se adicionaron 100 ul de TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina), tras 15 minutos se
detuvo la reaccion adicionando 50 pl de 1M H2SOa4. Finalmente, se determiné la absorbancia en

un lector de placas a 450/570 nm (Abs 450-Abs 570).

4.3.4.2. Cuantificacién de granzima A por ELISA

Para cuantificar la mGzmA a partir de proteinas totales o en suero, se realizd un ELISA
tipo sandwich indirecto usando anticuerpos contra la mGzmA hechos en rata y conejo. Estos
anticuerpos fueron previamente producidos inmunizando ratas o conejos, siguiendo protocolos
convencionales. Como anticuerpo de captura se utilizd 1gG de conejo purificado a 2 pg/ml, en
NaHCO3 pH9.6. Como anticuerpo de deteccidn se utilizd el inmunosuero policlonal de rata diluido
en PBS (1: 1000). Como anticuerpo secundario se utilizo el anticuerpo contra IgG de rata hecho
en cabra (Sigma) conjugado con HRP y diluido en PBS (1: 20000). Finalmente, se determind la

absorbancia en el lector de placas a 450/570 nm (Abs 450-Abs 570).

Para cuantificar la hGzmA en las muestras de pacientes, se utilizé el Human Granzyme A
DuoSet ELISA kit (R&D Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante, procedimiento similar

al descrito en el Apartado 4.3.4.1.

4.3.4.3. Cuantificacion de proteinas mediante tecnologia multiplex

Para la cuantificacién de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 y de las quimiocinas
CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CCL2, se utilizo la tecnologia Luminex® utilizando el kit ProcartaPlex™
Multiplex Immunoassay (ThermoFisher) siguiendo las indicaciones del fabricante. Esta tecnologia
se basa en un conjunto de bolitas con un cédigo de color diferente asignado a cada una de ellas.
Cada tipo de bolita a su vez se conjuga con un reactivo especifico para cada analito de interés,

permitiendo cuantificar de manera simultanea varios de ellos.

Inicialmente, tras la adiciéon de las bolitas magnéticas a la placa de 96 pocillos y la
realizacion de los correspondientes lavados, utilizando Wash Buffer y una base imantada, se
afiadieron las muestras diluidas ¥ en medio RPMI 1640 (PAN Biotech GmbH) en un volumen final
de 50 ul y se dejaron incubar durante toda la noche a 4°C siempre en agitacién suave. Pasado

este tiempo, se afiadieron 25 pl del anticuerpo de deteccidn y se incubd durante 30 minutos a
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RT. A continuacidn, tras varios lavados, se afiadieron 50 ul de estreptavidina-PE y de nuevo se
incubd durante 30 minutos a RT. Finalmente, tras lavar la placa, las bolitas se resuspendieron en
120 ul de Reading Buffer y pasados 5 minutos a RT se procedid a su lectura utilizando el equipo

LABSCAN 200™ del Servicio de Separacion Celular y Citometria del CIBA.

4.4. Cultivos celulares

4.4.1. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas a lo largo de este trabajo fueron:

LINEA CELULAR DESCRIPCION
Hela Cancer de cérvix uterino humano.
B16 Melanoma de origen murino de la cepa C57BL/6 (H-2b).

Mieloma murino transfectado con un plasmido que produce el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF; del inglés,
X-63Ag8653 “Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor”) #?7. Esta linea fue
cedida por el Dr. G. Stockinger del National Institute for Medical Research

de Londres.

Fibroblastoma de raton de estirpe C3H (H-2k) que secreta factor
estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF; del inglés, “Macrophage
Colony Stimulating Factor”), responsable de la proliferaciény
o2 diferenciacion de progenitores mieloides en células del linaje macréfagos

y monocitos (Health Protection Agency, cat. 85011425). Esta linea fue

cedida por el Dr. José Antonio Enriquez de la Universidad de Zaragoza.

Tabla 4.5.- Lineas celulares.

4.4.2. Mantenimiento de los cultivos celulares

Para la manipulacion en condiciones de esterilidad de las lineas celulares se utilizé una
campana de flujo laminar vertical. Todo el material utilizado fue esterilizado en un autoclave y las
disoluciones afiadidas a los cultivos fueron filtradas, usando filtros con un tamafio de poro de

0,22 pm.
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Para las lineas B16 y Hela se empleé medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% (v/v)
de SFB, 2mM GlutaMAX (Gibco) y antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml,
Sigma) referido como “DMEM completo”; la linea L929 se cultivd con DMEM suplementado con
10% de suero inactivado por calor y 2mM GlutaMAX; la linea X63Ag8653 se mantuvo en medio
RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero inactivado por calor, 2mM GlutaMAX y

antibidticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/mly geneticina 1 mg/ml, Sigma).

Para el cultivo rutinario de las diferentes lineas celulares, se utilizaron frascos de cultivo
de 25y 75 cm? (Nunc) con tapén con filtro, en un volumen maximo aproximado de unos 5-15 ml
y 20-40 ml respectivamente, y un incubador termostatizado a 37°C, en aire saturado de humedad
y con un 5% de CO,. Una vez alcanzadas las densidades de saturacién en estas condiciones, se

establecieron subcultivos derivados de los iniciales.

Para las lineas adherentes, las células se despegaron mediante incubaciéon con una
solucién de tripsina-EDTA 1X (Sigma) a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, con el
fin de inactivar la tripsina, se afiadieron 5 ml de medio fresco suplementado con SFB, y las células
se transfirieron a tubos de fondo cénico para determinar asi el nUmero de células y su viabilidad
mediante la tincion por exclusion con azul de tripan. A continuacion, el volumen obtenido se
centrifugd durante 5 minutos a 335 xg, se eliminé el sobrenadante y las células se resembraron

en medio fresco o bien se utilizaron para llevar a cabo los diferentes experimentos.

Para las lineas en suspension, se recogié el sobrenadante con el objetivo de realizar el
recuento y determinar su viabilidad y posteriormente se centrifugd siguiendo el mismo

procedimiento descrito anteriormente para las células adherentes.

4.4.3. Determinacién de la densidad y viabilidad celular

La determinacion de la densidad y la viabilidad celular se realizé mediante tincién con
azul de tripan, colorante capaz de penetrar en las células muertas, las cuales tienen la membrana
plasmatica dafiada, tifiéndolas de color azul. Mientras, las células vivas que mantienen la
integridad de la membrana plasmatica no incorporan el colorante.

Para el recuento se mezclaron 50 pl de una determinada suspension celular
homogeneizada y 50 pl de solucién estéril azul de tripan (al 0,4% en 0,15M NacCl), la mezcla se
colocé sobre un hemocitometro o cdmara de Neubauer y se realizé el recuento celular en un

microscopio éptico (Nikon Eclipse E100).
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La densidad celular se determind contando un nimero de cuadrantes completos de la
camara hasta alcanzar como minimo 100 células totales (viables y no viables) y se calculé como
el nimero de células viables dividido entre el nimero de cuadrantes y multiplicado por la dilucién
de la suspension celular y por 10, derivado del ajuste al tamafio de la cdmara.

La viabilidad celular se determind considerando el porcentaje de células viables respecto
al nimero total de células. Todos los experimentos se realizaron con una viabilidad celular inicial

> 90%.

4.4.4. Determinacion de la proliferacién celular

Se utilizé el test colorimétrico disefiado por Mosmann #?8 para determinar la proliferacion
celular tras el tratamiento con nanomateriales. Este método relaciona el nimero de células
viables con la cantidad de cristales de azul formazan insolubles en medio acuoso, producidos por
la oxidacién del colorante soluble MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol,
Sigma) llevada a cabo por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Los resultados de
este método permiten determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, dando
unaidea deladisminucion de la supervivencia y proliferacion celular, ya que la cantidad de células

vivas es proporcional a la cantidad de azul de formazan producido.

Para ello, las células se cultivaron a una densidad de 10* células/pocillo en una placa de
96 pocillos, con un volumen final de 100ul/pocillo y al menos por triplicado, en ausencia o
presencia de nanomateriales. El cultivo se incubd aproximadamente 4 horas, y a continuacion se
afiadio a cada pocillo 10 ul de la disolucion de MTT (5 mg/ml en PBS) con una pipeta de repeticion.
La placa se incubd durante aproximadamente 2 horas a 37°C y posteriormente se centrifugd
durante 20-30 minutos a 524 xg. Se elimind el sobrenadante de los pocillos por inversion rapida
y enérgica de la placa sobre papel. Los cristales de formazan formados se disolvieron afiadiendo
a cada pocillo 100 pl de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). Se midio la absorbancia de los pocillos a
540 nm en un lector de placas frente a los blancos apropiados (medio de cultivo sometido al
mismo procedimiento que los cultivos celulares). Los resultados se presentan como porcentaje
de viabilidad de las células expuestas a las distintas concentraciones de nanomateriales, frente al

control de células sin tratar.
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4.4.5. Separacién de células en gradiente de densidad

La separacién de células en gradiente de densidad con el fin de eliminar las células
muertas se realizé en aquellos cultivos celulares donde tras la determinacion de la viabilidad
celular esta era < 90%. Para ello, un determinado volumen de células fue afiadido sobre un
volumen equivalente de la solucién de extraccién Histopaque® 1077 (Sigma), con cuidado de no
mezclar ambas fases. A continuacion, se centrifugd a 524 xg durante 20 minutos sin freno y
posteriormente se recupero el anillo formado en la interfase correspondiente a las células vivas,

el cual fue puesto de nuevo en cultivo adicionando medio de cultivo fresco.

La separacion de células en gradiente de densidad con el fin de obtener células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs; del inglés, “Peripheral Blood Mononuclear Cells”)
se realizd utilizando la sangre procedente de buffy coats diluida 1/5 en PBS estéril. Esta misma
dilucidon se afiadid, con cuidado de no mezclar las fases, sobre un volumen de la solucion de
extraccion Histopaque® 1077 en proporcién 1:1, se centrifugd a 524 xg durante 30 minutos sin
freno, y posteriormente se recuperé el anillo de PBMCs localizado en la interfase (Figura 4.3.).
Tras centrifugar a 524 xg durante 5 minutos para retirar el plasma vy los restos de la solucion de
extraccion, se lisaron los glébulos rojos con 2 ml de tampdn de lisis (Anexo |) durante 5 minutos
a RT. Finalmente, las PBMCs purificadas se lavaron 3 veces con PBS estéril y se utilizaron recién

aislados.
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Figura 4.3.- Imagen ilustrativa del resultado final obtenido a partir de la técnica de separacién de linfocitos
de sangre periférica. A través de la solucién de extraccion Histopaque® 1077 se pueden obtener distintas
capas correspondientes a cada uno de los tipos celulares presentes en sangre periférica en funcion de su
diferente densidad.
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4.4.6. Congelacidn y descongelacidn de las lineas celulares

Para la congelacion, las células fueron crecidas hasta su maxima confluencia, se tomaron
alicuotas de aproximadamente 10°-107 células que tras ser centrifugadas a 335 xg durante 5
minutos y eliminar el sobrenadante, se resuspendieron en 1 ml del medio de cultivo al 10% de
DMSO como agente crioprotector y se trasvasaron a criotubos (Nunc) de congelacion estériles.
Los viales se congelaron a -80°C durante 24-72 horas y posteriormente en nitrégeno liquido,
donde se almacenaron a largo plazo hasta su uso.

Para la descongelacion, el criotubo se dejé atemperar y a medida que se descongelaba,
se procedié a la adicion gradual de un pequefio volumen de medio de cultivo fresco en el interior
del criotubo, mientras la suspensién celular se iba trasvasando a un tubo cdénico preparado
previamente con 10 ml de este mismo medio. Las células se centrifugaron a 335 xg durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendid nuevamente en 5 ml de su medio
de cultivo para realizar el recuento y determinar su viabilidad. Finalmente, se establecio el cultivo

a la densidad celular deseada bajo las condiciones descritas anteriormente (Apartado 4.4.2.).

4.4.7. Deteccidn y eliminacién de Mycoplasma en cultivos celulares

Para la deteccidn, las posibles contaminaciones fueron analizadas de forma rutinaria
mediante el ensayo de actividad enzimatica de las 6 principales cepas de Mycoplasma que
contaminan los cultivos celulares y no se encuentran presentes en células eucariotas, basado en
una reaccién bioguimica luminiscente del ATP. Para ello, se recogié el sobrenadante de las células
de interés tras 48 horas en cultivo, se centrifugd a 524 xg durante 10 minutos para eliminar los
restos celulares y se entregd a los servicios cientifico-técnicos del Centro de Investigacion
Biomédica de Aragdn (CIBA) para su analisis mediante el Kit MycoAlert Mycoplasma (Lonza).

Para la eliminacion, se utilizé una combinacién de dos antibidticos del kit BM Cyclin
(Roche), BM-Ciclina 1 derivado de pleuromutilina (4 pl/ml, 10 ug/ml) y BM-Ciclina 2 derivado de
tetraciclina (4 pl/ml, 5 ug/ml), mediante un suministro alterno de 3 y 4 dias respectivamente,
hasta alcanzar un periodo de 3 semanas. A su vez, los dias correspondientes a la adicién de los
diferentes antibioticos, las células se resembraron en medio de cultivo fresco. Finalmente, tras
haber completado el tratamiento descrito, los cultivos celulares volvieron a ser testados para

comprobar la efectividad del tratamiento.
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4.4.8. Inactivacion por calor del complemento en el suero fetal bovino

Para algunos de los experimentos realizados, fue preciso llevar a cabo la inactivacion por
calor del SFB para prevenir la lisis de las células por las proteinas del sistema del complemento.
Para ello, el SFB se traté durante 30 minutos a 56°C en un bafio de agua vy, transcurrido este
tiempo, se centrifugd a 3000 xg durante 15 minutos y se recogié el sobrenadante obtenido para

Su uso.

4.4.9. Generacioén de sobrenadantes de células X-63Ag8653

Para la generacion de DCs derivadas de medula ésea (BMDCs; del inglés, “Bone Marrow
Derived Dendritic Cells”) se utilizd el sobrenadante de las células X-63Ag8653 como fuente de
GM-CSF. Para su obtencidn, las células se mantuvieron tal y como se describe en el Apartado
4.4.2. hasta alcanzar una densidad celular de 60x10° células. A continuacidn, se centrifugaron a
335 xg durante 5 minutos para retirar el medio con geneticina y se resuspendieron 15x10° células
en 50 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 5% de suero inactivado por calor, 2mM
GlutaMAX y antibidticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml). Las células se
cultivaron durante 48 horas hasta confluencia, se centrifugaron durante 5 minutos a 335 xg vy el

sobrenadante se transfirié a un tubo de fondo cénico de 50 ml para su congelacion a -20°C.

4.4.10. Generacion de sobrenadantes de células L929

Para la generacion de macréfagos derivados de médula 6sea (BMDMs; del inglés, “Bone
Marrow Derived Macrophages”) se utilizé el sobrenadante de las células L929 como fuente de
M-CSF. Para ello, las células se sembraron a una densidad celular de 4,7x10° células en un frasco
de 75 cm? con 50 ml de medio DMEM suplementado con 10% de suero inactivado por calor, 2mM
GlutaMAX y antibidticos (penicilina 100 U/mly estreptomicina 100 ug/ml). Tras 7 dias en cultivo,
el sobrenadante fue filtrado para eliminar restos utilizando un filtro estéril de 22 um y congelado

a -20°C hasta su posterior uso.

4.4.11. Extraccion de progenitores hematopoyéticos a partir de médula dsea

Para la obtencién de células a partir de medula ésea, se utilizaron ratones de fondo

genético C57BL/6 a los que, tras ser sometidos a eutanasia en camara de CO,, se les extrajeron
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las extremidades posteriores y se les retird cuidadosamente la piel y el mdsculo. A continuacion,
para trabajar en condiciones asépticas, se lavaron con etanol al 70% y rapidamente se
traspasaron a medio RPMI 1640 para evitar disminuir la viabilidad celular. Se eluyeron las células
introduciendo medio RPMI 1640 a través de la cavidad de la medula ésea, se homogeneizé la
suspension celular asi obtenida y se filtrd utilizando un filtro de nylon estéril de 70 um.
Posteriormente, se lisaron los eritrocitos con la solucion RBC Lysis Buffer (Alfa Aesar,
ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante, se centrifugd a 335 xg durante 5

minutosy las células remanentes se resuspendieron en el medio adecuado para su diferenciacion.

4.4.12. Generacidn de células dendriticas derivadas de médula dsea

Las células obtenidas a partir de medula dsea, se resuspendieron en medio RMPI 1640
suplementado con 10% SFB, 2mM GlutaMAX y antibidticos (penicilina 100 U/mly estreptomicina
100 pg/ml), referido como “RPMI completo”, y medio de diferenciacién GM-CSF, a una densidad
celular de 10° células/ml en un volumen de 10 ml en placas de cultivo de 90 mm. A dia 3, se
adicionaron otros 10 ml de medio fresco. A dia 5, se recogié la mitad del sobrenadante para ser
centrifugado a 335 xg durante 5 minutos, resuspendiendo las células en 10 ml de medio fresco y
homogeneizando con el resto de sobrenadante en su respectiva placa de cultivo. A dia 7, las
BMDCs obtenidas estaban completamente diferenciadas, mostrando un fenotipo CD11b*CD11c*
analizado mediante citometria de flujo (Apartado 4.3.3.1.), por lo que se resuspendieron en RMP|

1640 completo en una placa de 96 pocillos a una densidad celular adecuada para su utilizacién

en experimentacion.
4.4.13. Generacién de macroéfagos derivados de médula dsea

4.4.13.1. Generacién de macréfagos con fenotipo M1 (GM-BMDMs)

Las células obtenidas a partir de medula dsea, se resuspendieron en medio RPMI
completo y medio de diferenciacién GM-CSF, a una densidad celular de 10° células/ml en un
volumen de 10 ml en placas de cultivo de 90 mm. A dia 3, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS
y se adicionaron 10 ml de medio fresco. A dia 6, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS y se
adicionaron 10 ml de medio fresco. A dia 8, las placas se volvieron a lavar 2-3 veces con PBS, las
células se tripsinizaron durante 20-30 minutos a 37°Cy, con la ayuda de un rascador de células

(Nunc) fueron despegadas. Se recogieron las células, se centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos
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y una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendieron en RMPI 1640 completo en una placa de
96 pocillos a una densidad celular adecuada para su utilizacion tras 24 horas en experimentacion.
Adia 9, los GM-BMDMs obtenidos estaban completamente diferenciadas mostrando un fenotipo

CD11b*F4/80*MHCII* analizado mediante citometria de flujo (Apartado 4.3.3.1.).

4.4,13.2. Generacién de macréfagos con fenotipo M2 (BMDMs)

Las células obtenidas a partir de medula dsea, a una densidad celular de 10° células/ml,
se resuspendieron en 10 ml de medio RMPI completo y medio de diferenciacién M-CSF en placa
de cultivo de 90 mm. A dia 3, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS y se adicionaron 10 ml de
medio fresco junto con 10 ng/ml de mouse IL-4 (Miltenyi Biotec). A dia 6, las placas se volvieron
a lavar 2-3 veces con PBS vy las células se tripsinizaron durante 20-30 minutos a 37°C vy, con la
ayuda de un rascador de células, fueron finalmente despegadas. Se recogieron las células, se
centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos y una vez eliminado el sobrenadante, se
resuspendieron en RMPI 1640 completo en placa de 96 pocillos a una densidad celular adecuada
para su utilizacién tras 24 horas en experimentacion. Al cabo de 7 dias, los BMDMs estaban
completamente diferenciados, mostrando un fenotipo CD11b*F4/80*CD206"* analizado mediante

citometria de flujo (Apartado 4.3.3.1.).

4.5. Transfeccidon de células

4.5.1. Transfeccion transitoria del vector pBABE

La transfeccion transitoria del vector pBABE se realizd de manera rutinaria en la linea
celular adherente Hela. Se utilizd Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen),
reactivo basado en la transfeccién mediada por lipidos catidnicos. Siguiendo las indicaciones del
fabricante, las células se sembraron a una densidad adecuada de manera que tras 24 horas de la
siembra estas se encontraran a una confluencia de alrededor el 80% para garantizar una buena
transfeccion y minimizar la citotoxicidad. Ademas, el medio de cultivo de estas células no contenia
antibidticos como recomienda el fabricante, para evitar la posible toxicidad inducida por estos al
aumentar la permeabilidad de las células durante el proceso de transfeccion. La relacidon
ADN:Lipofectamina fue optimizada en un trabajo previo de nuestro laboratorio, empledndose 1
ug ADN:3 pl Lipofectamina. La cantidad de vector a transfectar en funcién del nimero de células

mantiene un compromiso entre una expresién no demasiado elevada para evitar interacciones
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inespecificas, pero si lo suficiente como para poder detectarla. De este modo la relacién en la
transfecciéon fue de 300 ng de cada vector/10° células. La dilucién de los vectores y de la
Lipofectamina se realizé en Opti-MEM Reduced Serum Medium (Invitrogen). Tras 1 hora de
incubacion a RT, la mezcla de ADN con Lipofectamina se afiadié a las células gota a gota. Unas 24
horas después se procedié a su analisis mediante citometria de flujo (Apartado 4.3.3.2) y

microscopia invertida de fluorescencia (Apartado 4.6.1.).

4.5.2. Separacion celular por citometria de flujo y dilucién limite para la

obtencion de lineas transfectantes estables

Cuando el objetivo fue obtener lineas estables que tuvieran un nivel de sobreexpresién
homogéneo de la proteina de interés, inicialmente se llevd a cabo una seleccion de las células
GFP positivas mediante separacion celular por citometria de flujo o Cell Sorting con el equipo
FACSAria (BD) en el Servicio de Separacion Celular y Citometria del CIBA. Las células se recogieron
en tubos de fondo cénico que contenian 10 ml de medio DMEM completo y seguidamente se

colocaron en cultivo para su recuperacion.

Posteriormente, se llevé a cabo una dilucién limite que permitiera la eleccién de un clon
concreto de células. Para eso, en 30 ml del medio condicionado correspondiente (medio de
cultivo completo de la misma linea celular tras 24 horas de crecimiento) se afladieron 150 células
y se sembraron 100 pl/pocillo sobre 3 placas de 96 pocillos. De esta manera se consigue que en
algunos pocillos quede una sola célula que podra comenzar a dividirse gracias a los factores de
crecimiento y citocinas que contiene el medio condicionado. Tras unas 3 semanas
aproximadamente, se comenzaron a seleccionar algunos clones fluorescentes a los que se les
afiadié mdas medio completo, los cuales se fueron expandiendo en pocillos de mayor tamafio
hasta obtener una cantidad suficiente de cultivo para analizar la sobreexpresién de las proteinas
de interés mediante Western-Blot (Apartado 4.3.2.), citometria de flujo (Apartado 4.3.3.) y

microscopia invertida de fluorescencia (Apartado 4.6.1.).
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4.6. Microscopia de fluorescencia

4.6.1. Microscopia convencional de fluorescencia

La observacion de las muestras se realizd directamente sobre las placas de cultivo con un
microscopio de fluorescencia invertido (Olympus IX81). Estos equipos estaban provistos de un
sistema de fotografia digital, las cuales se analizaron con el programa Imagel y AdobePhotoshop

7.0 (Adobe Systems Incorporated).

4.6.2. Microscopia confocal

Las células fueron sembradas a una densidad de 2x10° células en 1 ml de RPMI completo
sobre cubreobjetos (13 mm) colocados en el interior de una placa de 24 pocillos. Una vez
adheridas, estas fueron incubadas con los nanomateriales durante 4 horas a 37°C. Transcurrido
este tiempo, se realizaron multiples lavados con PBS para eliminar todos aquellos restos de
capsulas no internalizadas y se fijaron con PFA 4%. Posteriormente, se recuperaron los
cubreobjetos de los pocillos y se colocaron con la cara que contenia las células adheridas en
portaobjetos sobre una gota de Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates, Inc) que
contenia 20 pg/ml de Hoechst33342 (Invitrogen), colorante fluorescente de ADN empleado para
el marcaje de los nucleos. La conservacién de las preparaciones se realizé a 4°C hasta su
visualizacion en un microscopio confocal (Olympus FV10i Qil Type). Para el procesado de
imagenes en cuanto a la eliminacién del ruido de fondo v la superposicién de los distintos canales

de fluorescencia, se utilizé el software FV101-SW.

4.7. Ratones

4.7.1. Modelos animales

Para los experimentos realizados en esta tesis doctoral, tanto in vivo como ex vivo, se
utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 o WT de entre 5y 7 semanas de edad, procedentes de
Harlan Laboratories o de la colonia estable mantenida en el animalario del CIBA, cuyo haplotipo

para MHC-lI es H2Kb/Db (H-2b). En algunos experimentos se utilizaron ratones C57BL/6
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deficientes en algunas proteinas del sistema inmunitario: gzmA” y gzmK”’". Todos ellos
procedentes del laboratorio del Dr. Markus Simon del Max Planck Institute of Immunobiology en

Friburgo, Alemania.

Los ratones se mantuvieron y criaron en condiciones libres de patégenos, con
alimentacion y agua “ad libitum”, en el animalario del CIBA. Su fenotipo fue analizado

periddicamente mediante PCR a partir de ADN gendmico.

Todos los experimentos llevados a cabo con ratones se realizaron de acuerdo con los
procedimientos de experimentacién PI64/17 aprobados y bajo la supervisién del Comité Etico
para la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza. El cuidado y uso de los animales
se realizd de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccién Animal RD53/2013, la cual retne la
Directiva de la Unidn Europea 2010/63 en relacion a la proteccion de los animales utilizados para

fines cientificos y experimentales.

4.8. Experimentacion /n vivoy ex vivo

4.8.1. Generacidn /n vivode linfocitos Tc mediante la infeccidn con LCMV

Para la realizacién de algunos experimentos llevados a cabo a lo largo de esta tesis
doctoral, se utilizaron CTLs generados in vivo para la cepa WE del virus de la linfocoriomeningitis
de raton (LCMV; del inglés, “Lymphocytic Choriomeningitis Virus”) de acuerdo con los protocolos

429 Para la obtencién de estas células, los ratones fueron inoculados por via

establecidos
intraperitoneal (i.p.) con 10° unidades formadoras de placa (pfu, “plaque forming unit”) del virus
LCMV-WE en 200 pL de RPMI 1640 suplementado con 2% de suero inactivado por calor. Tras 8
dias, los ratones infectados fueron sacrificados en camara de CO, para la extraccion de los bazos
y el aislamiento de los esplenocitos. Para ello, el bazo una vez extraido, fue disgregado utilizando
un émbolo de una jeringuilla estéril sobre una placa de Petri hasta obtener una suspensién
celular, filtrado mediante un filtro de nylon de 70 um vy trasferido a un tubo de fondo cénico de
50 ml. A continuacion, tras lisar los eritrocitos con la solucion RBC Lysis Buffer, los esplenocitos

se centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos y se resuspendieron en tampon MACS (Anexo |) para

la separacién de los CTLs.
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4.8.2. Separacién de poblaciones celulares mediante MACS

Para separar las células de interés, se utilizaron anticuerpos unidos a microesferas
magnéticas, las cuales fueron posteriormente seleccionadas por MACS (del inglés, “Magnetic-
Activated Cell Sorting”), es decir, columnas metalicas colocadas en el interior de un campo
magnético (Separador inmunomagnético MACS®; Miltenyi Biotec). La seleccién puede ser
positiva, es decir, las células de interés son las que se unen al anticuerpo y por lo tanto son
aquellas retenidas en la columna; o negativa, cuando recogemos las células eluidas eliminando
de esta forma un tipo celular especifico. En nuestro caso, realizamos una seleccion positiva para

la seleccién de los CTLs.

La poblacion de células mixta obtenida a partir del bazo, fue resuspendida en tampdn
MACS en una proporcién de 90 pl por cada 107 células en combinacion con 10 pl del anticuerpo
anti-CD8a unido a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). Tras 10 minutos de incubacién a
4°C, y después de 2-3 lavados con tampdn MACS, se llevd a cabo la separacion en columnas LS

(Miltenyi Biotec) segun las instrucciones del fabricante.

4.8.3. Induccién de sepsis mediante la infeccién con E. coli

Se aislé una cepa de E. coli a partir de la sangre de ratones WT tras someterse 24 horas a
sepsis inducida mediante el procedimiento de puncion de ligadura cecal (CLP; del inglés, “Cecal
Ligation and Puncture”) y se almacend a -80°C en medio LB que contenia un 10% de glicerol. Para
preparar el indculo, la cepa de E. coli se cultivd en un medio LB a 37°C hasta la fase de crecimiento
exponencial y se lavé dos veces con PBS. La absorbancia se midid en un espectrofotdmetro OD600
para estimar el nimero de bacterias en el cultivo. La densidad bacteriana se ajusté a 1x10°
bacterias/ml. Se indujo la sepsis a los ratones mediante una inyeccién i.p. de 2x108 bacterias en
PBS y después de 24 horas de induccion de la sepsis, se obtuvieron muestras de sangre y plasma

que se almacenaron a -80°C hasta su posterior analisis.

4.8.4. Biodistribucidn de nanomateriales

Todos los protocolos descritos en este apartado se realizaron en colaboracién con el
grupo de investigacién dirigido por el Dr. Jesus Martinez de la Fuente del Instituto de Nanociencia

de Aragdn (INA).
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En todos los casos, se administrd un volumen de 100 ul via oral mediante una sonda
gastrica, y tras la finalizacion del periodo experimental, se sacrificaron los ratones mediante la
administracion i.p. de 200 ul de pentobarbital sédico (Dolethal) a una concentracién letal y se
procedid a la toma de imagenes mediante el sistema de imagen VIS Lumina lll (PerkinElmer). A
continuacién, una vez los animales habian dejado de tener reflejo en las extremidades, se

procedid a extraer la sangre y los érganos para su posterior analisis.

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

- Organos: Tras su extraccion, los érganos se pesaron, se lavaron en PBS para eliminar la
sangre y se preservaron para la cuantificacion de las NPs mediante espectrometria de
masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS; del inglés, “Inductively Coupled

Plasma Mass Spectrometry”).

ICP-MS: Para determinar la cantidad de oro en los distintos érganos, inicialmente se
procedié a congelarlos a -80°C en un volumen minimo de agua tras varios lavados vy
posteriormente se liofilizaron (Telstar cryodos) durante toda la noche. Tras llevar a cabo su
pesaje, se procedié a quemarlo en un horno de cerdmica a 650°C durante 1 hora. Las cenizas
resultantes se resuspendieron en 200 pL de agua regia (3HCI:1HNO3) y 200 pL de solucion pirafia
(3H2S04:1H202) y se incubaron a 70°C durante 1 hora para terminar con su digestion completa.
Se centrifugaron a velocidad maxima durante 30 segundos y se recogieron los sobrenadantes, los
cuales se diluyeron hasta un volumen final de 20 mL en H,O MilliQ, para ser enviados a la unidad
de espectrometria atdmica del SCAB (Servicio Central de Analisis de Bizkaia). Para determinar la

cantidad de oro en sangre, se procedié de la misma manera exceptuando el quemado en el horno.

4.8.5. Induccién de tumores y analisis del desarrollo tumoral

Seindujeron tumores por via subcutanea (s.c.) inoculando 5x10° células diana en el flanco
derecho de los ratones. Se realizd el seguimiento del desarrollo tumoral mediante la
determinacién del volumen durante los dias sucesivos. Para calcular el volumen, el tumor se
midio ancho (A), largo (L) y alto (H) y se aplicé la siguiente férmula: A*L*H, considerando como
punto final del experimento cuando los tumores habian alcanzado un volumen de 0.5-1 cm? en

funcién del propésito del analisis, o cuando los tumores mostraban alguin signo de ulceracion.
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4.8.5.1. Explantes

Tras aplicar el punto final establecido segun el experimento, se extirpé el tumor del flanco
del ratdn, se extrajo la piel, y tras haberlo pesado utilizando una balanza de precision, se procedié
a realizar su cultivo en 1 ml de medio RPMI completo durante 24 horas a 37°C en una placa de 6
pocillos. El desarrollo de este tipo de tumores se asocia a la formacién de una cdpsula exterior de
tejido conectivo que presenta cierta resistencia cuando estos son manipulados, por lo que fue de
gran importancia la ruptura de dicha cdpsula asegurando la liberacion de los mediadores al medio

para su posterior analisis, tal y como se describe en el Apartado 4.3.4.

4.8.5.2. Anilisis de infiltracidén intratumoral

Tras aplicar el punto final establecido en funcion del experimento, se extirpd el tumor del
flanco del ratdn, se extrajo la piel, y se procedid a la disgregacion mecdnica de la masa tumoral
utilizando el disociador gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) en gentleMACS M Tubes
(Miltenyi Biotec). La suspensién celular obtenida se pasé por un filtro de nylon de 100 um
(Falcon), se centrifugd y se lisaron los eritrocitos con la solucién RBC Lysis Buffer. El pellet
obtenido se lavd dos veces con PBS y se volvid a pasar por un filtro de nylon de 100 um. Se tomé
una alicuota y se determiné la densidad celular mediante azul de tripan. Se utilizaron alicuotas de
10° células donde se analizd la expresion de determinados marcadores (Anexo Il), tal y como se

describe en el Apartado 4.3.3.1.

4.9. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron como minimo por duplicado y los datos obtenidos fueron
expresados como la media +SEM (del inglés, “Standard Error of the Mean”), empleando el
programa GraphPad Prism 4.0. en la mayoria de los casos. El andlisis de cada uno de los resultados
se describe en los respectivos pies de figura. Para comparar diferencias entre dos grupos se utilizd
un t test de Student, mientras que para comparar tres o mas grupos se utilizd el analisis de
varianza (ANOVA) seguido de comparaciones multiples. Independientemente del anélisis

empleado: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.
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Por otro lado, también se realizd un analisis de correlacién a través de un test no
paramétrico de Spearman. Para cada una de las correlaciones se obtuvo tanto el coeficiente de
correlacidon como el p-valor y se ajusté a un modelo de regresion lineal simple en el que la variable
dependiente fue la actividad o la concentracion de la gzmA, y la variable explicativa el estado de

los paciente.
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Capitulo 5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Deteccidn de la actividad de la granzima A mediante el uso de

sustratos especificos

5.1.1. Estudio inicial de las sondas seleccionadas

Basandonos en trabajos previos, se seleccionaron dos péptidos de diferentes longitudes
que a priori deberian de ser procesados tanto por la gzmA humana y como por la de ratén. La
secuencia del primer péptido, a partir de ahora denominado como péptido 1 o P1, fue VANRSAS
430

; mientras que el segundo péptido, péptido 2 o P2, estuvo conformado por la secuencia

EDMAKSDKAR 2%,

Una vez seleccionados los péptidos, estos se funcionalizaron con las sondas FAM y
DABCYL, que a su vez permitiran la transferencia de energia dando lugar a la desactivacién de la
fluorescencia conocida como quenching, como método de deteccién de alto rendimiento (Figura
5.1.). El fluoréforo FAM o carboxifluoresceina, ampliamente utilizado para ensayos biolégicos, se
caracteriza por tener un coeficiente de extincidn molar €49,= 65,000 M~*cm™, que representa la
absorbancia en su pico maximo de excitacion, y un rendimiento cudntico de fluorescencia ®Of=
0.92. Mientras, DABCYL o acido 4-((4-(dimetilamino(fenil)azo)benzoico se selecciond como
qguencher de FAM. Se trata de un Black Hole Quencher (BHQ) capaz de absorber la energia de
excitacion del fluordforo y disipar esta energia en forma de calor, permitiendo asi evitar la sefial

residual de fondo o disminuir la relacién sefial-ruido comun en este tipo de combinaciones.
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ESTADO
“QUENCHER"” ESTADO
C\ “ACTIVO”
Protease
Carboxyfluorescein 4-(4-dimethylaminophenylazo)benzoic acid

(FAM) ) (DABCYL)

RFU

— >
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 5.1- Posibles estados en funcién de la distancia donor-aceptor. Cuando FAM y DABCYL se conjugan
al mismo péptido a una distancia limitada, se produce un quencheo eficaz de la emision de FAM. Sin
embargo, cuando los enlaces peptidicos se rompen, la distancia entre FAM y DABCYL aumenta de manera
significativa, y como resultado de ello, FAM comienza a emitir. De ahi que podamos encontrar dos posibles
estados: “Quencher” o apagado y “Activo” o fluorescente.

En primer lugar, y en base a los espectros tedricos de excitacidon-emision determinados
para ambas sondas (Figura 5.2.), se establecieron los pardmetros de medida éptimos en cuanto
a longitudes de onda. Se comprobd que la sonda DABCYL no emitia fluorescencia tras ser excitada
alalongitud de onda correspondiente a su maximo. Tras excitar a FAM en su maximo de 492 nm,
se observd cémo el pico de excitacién enmascaraba el pico de emisién debido a que la cantidad
de luz emitida siempre es mucho mas pequefia que la que se utiliza para excitar. Por ello, se
ensayaron diferentes longitudes cercanas a su maximo, hasta que finalmente se seleccioné la

longitud de excitacion de 475 nm para experimentos posteriores.

492 nm
=

v

DABCYL < 517 nm

- 0 ‘;/\ f/%‘/un
) NH=AA,—AAy---~-Ahy —AA—NH Z# ‘/
- \
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CHy

Intensidad Relativa (%)

Longitud de onda (nm)

Figura 5.2.- Espectros tedricos de excitacion-emisidn junto a la estructura molecular de las sondas FAM y
DABCYL funcionalizadas en los extremos de una secuencia peptidica. Se seleccioné el fluoréforo FAM
funcionalizado en el extremo N-terminal y el quencher DABCYL en el extremo C-terminal de las secuencias
peptidicas VANRSAS o P1 y EDMAKSDKAR o P2, descritas en estudios previos por ser especificas para la
deteccion de actividad de la gzmA. Las imagenes de los espectros fueron obtenidas a partir de la aplicacién
de FPbase y la estructura de las sondas fue proporcionada por la casa comercial Pepscan, encargada de
sintetizar y funcionalizar los péptidos.
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Asimismo, se determind la eficiencia de transferencia de energia entre las sondas,
dependiente de varios factores entre los que se incluyen la distancia donor-aceptor o el grado de
solapamiento entre el espectro de emision del donory el espectro de absorcidn del aceptor. Para
calcular los valores de eficiencia experimental de la transferencia de energia entre FAM y DABCYL,
se llevd a cabo una medicién de la intensidad de fluorescencia del fluordforo en presencia y
ausencia del quencher. Como puede verse en la Figura 5.3., DABCYL produjo un quencheo de la
fluorescencia de FAM mostrando una disminucion de la intensidad con una eficiencia de

aproximadamente el 50%.
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Figura 5.3.- Eficiencia de la transferencia de energia entre FAM y DABCYL. Se prepardé una disolucion con
las sondas seleccionadas, ambas a una concentracion final de 1uM en disolucién utilizando el tampon
100mM TRIS-HCI pH8.5, en un volumen de reaccion de 100 pl en cubeta de cuarzo. Como control, se midid
la fluorescencia de FAM en ausencia de DABCYL, a la misma concentracion y con el mismo volumen final.
Las medidas se llevaron a cabo por duplicado en un espectrofluorimetro. El grafico representa la media de
las curvas de emision de 2 experimentos independientes tras la excitaciéon a 475 nm.

Tal y como puede observarse en la Figura 5.3., la medicion de fluorescencia da lugar a
unidades arbitrarias (UA) derivadas del propio método de ensayo. Sin embargo, cuando se
realizan ensayos de actividad enzimatica, se requiere la determinacion de la cantidad de sustrato
formado por unidad de tiempo en condiciones definidas (T2, pH...), es decir, umoles/min. Para
poder llevar a cabo esta conversion en experimentos posteriores, se obtuvieron las ecuaciones
derivadas de la regresién lineal simple de FAM a distintos tiempos (Figura 5.4.) y se establecié la
relacion entre concentracion de fluoréforo e intensidad de fluorescencia obtenida. Las
diferencias que se observan entre las distintas ecuaciones podrian deberse a una posible

degradacién del fluoréforo FAM con el transcurso del tiempo bajo las condiciones empleadas.
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Figura 5.4.- Curvas de calibracién de FAM. Partiendo de una concentracidn inicial de 1uM del fluoréforo
FAM, se realizaron diluciones seriadas utilizando el tampdn 100mM TRIS-HCI pH8.5 en un volumen final de
100 pl en una placa de 96 pocillos. Después de la incubacion de las muestras a 37°C en placa calefactora
durante diferentes tiempos (1, 4 y 24 horas), se procedié a la lectura de la fluorescencia en cubeta de
cuarzo tras la excitacién a 475 nm en un espectrofluorimetro. Los valores obtenidos fueron representados
en escala logaritmica y mediante una linea de tendencia lineal se obtuvieron las ecuaciones
correspondientes.

5.1.2. Estudio de la estabilidad de los péptidos seleccionados

La estabilidad de los péptidos en solucion puede llegar a ser bastante limitada, por lo que
las casas comerciales recomiendan su almacenaje entre -20°C y -80°C. La temperatura es un
factor que genera variaciones en el rendimiento cuantico de la mayoria de las moléculas, puesto
gue cuando la temperatura se incrementa, la probabilidad de que ocurran colisiones aumenta.
Por ello, cuando se utilizan temperaturas por encima de las indicadas, como en este caso 37°C,
temperatura media fisiolégica, y ademas mantenidas durante un periodo de tiempo prolongado,
es importante estimar la degradacidn especifica de los diferentes péptidos, siendo la longitud de
su secuencia peptidica uno de los factores mas influyentes. De la misma forma, el solvente
utilizado para la disolucién de los péptidos, tanto por pH como por concentracién de sales, puede
afectar a su carga neta y por lo tanto a su estabilidad final disminuyendo la respuesta del
biosensor. El tampdn para realizar los ensayos de actividad, 100mM TRIS-HCI pH8.5, se selecciond
en base a estudios previos realizados en nuestros grupo de investigacién por ser el 6ptimo para

la actividad de la gzmA.

Por todo ello, se decidid hacer preliminarmente un ensayo para ver la posible
degradacién de los péptidos seleccionados en funcion de la temperatura y del tampdn empleado
a distintos tiempos de incubacién. En la Figura 5.5. se puede observar la degradacién de los

péptidos a través de su espectro de emision. Mientras P1 se mantiene estable a tiempos cortos,
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P2 presenta una mayor intensidad de fluorescencia proporcional a su degradacion, por lo que se

podria decir que P1 es mds estable que P2 en las condiciones establecidas.
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Figura 5.5.- Andlisis de la estabilidad de las secuencias peptidicas funcionalizadas con FAM y DABCYL. P1y
P2 se utilizaron a una concentracién final de 1uM en solucidn utilizando el tampdn 100mM TRIS-HCl pH8.5
y un volumen final de 100 pl en una placa de 96 pocillos. Después de la incubacién de las muestras a 37°C
en placa calefactora durante diferentes tiempos (1, 4 y 24 horas), se procedié a la lectura de la fluorescencia
en cubeta de cuarzo tras la excitacion a 475 nm en un espectrofluorimetro. Las sefiales a “tiempo cero” o
background de cada uno de los péptidos, fluorescencias obtenidas bajo las mismas condiciones
exceptuando la incubacion de los mismos, fueron restadas respectivamente a cada una de las curvas de
emisién obtenidas.

5.1.3. Estudio de la sensibilidad mediante el uso de la gzmA recombinante

Tal y como se ha detallado anteriormente, la seleccion de P1 y P2 se realizd en base a
estudios previos en los que se describia que ambos péptidos podian ser procesados por la gzmA,
por lo que se procedid a realizar los primeros ensayos para calcular cual era la sensibilidad de
cada uno de ellos haciendo uso de la gzmA recombinante, obtenida en nuestro grupo de
investigacion en colaboracién con el Dr. Ramon Hurtado Guerrero, tal y como se describe en el

Apartado 4.2.

Se comenzd testando un amplio rango de concentraciones de la mGzmA con una
concentracion fija de 1 uM de sustrato. Tal y como se observa en la Figura 5.6., utilizando P1
fuimos capaces de detectar actividad hasta una concentracién minima de aproximadamente 78
ng de enzima tras la primera hora de incubacién, estableciendo este valor como su limite de
deteccion. Una vez transcurrido este tiempo, las velocidades de reaccion se redujeron, debido al
agotamiento de la cantidad de sustrato disponible, y la sensibilidad disminuyd, obteniendo limites
de deteccién de aproximadamente 0,625 y 1,250 ug, tras 4 y 24 horas de incubacién
respectivamente, lo cual se debié principalmente a la pérdida de estabilidad de P1 con respecto

al tiempo. Mientras, por el contrario, P2 presenté una actividad enzimatica similar para las
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diferentes concentraciones de la mGzmA tras una hora de incubacion, siendo incapaces de
determinar cudl era su limite de deteccion debido a la linealidad de su pendiente dentro del rango
establecido. Tras 4 y 24 horas de incubacion, P2 no mostrd actividad enzimatica frente a la

mGzmA, siendo los valores obtenidos similares a los del propio background del péptido.
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Figura 5.6.- Sensibilidad de los péptidos P1y P2 frente a la mGzmA recombinante. Se incubaron diferentes
concentraciones de la mGzmA recombinante (desde 10 hasta 0,039 ng) con una concentracion final de
1uM de P1y P2 utilizando el tampdn 100mM TRIS-HCIl pH8.5 y un volumen final de 100 pl en una placa de
96 pocillos. Después de la incubacion de las muestras a 37°C en placa calefactora durante los diferentes
tiempos (1, 4 y 24 horas), se midié la intensidad de fluorescencia (Aexc = 475 nm, Aexc = 520 nm) en un
espectrofluorimetro y se transformé en valores de actividad enzimatica. A cada uno de los valores
obtenidos, se le restd la sefial del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de la gzmA. Las curvas
de emisidn representadas muestran la media de 3 experimentos independientes.

Asimismo, se analizd la sensibilidad de P1 y P2 frente a la hGzmA bajo las mismas
condiciones descritas con anterioridad. Los resultados obtenidos para ambos péptidos fueron
bastante semejantes a los mostrados con la mGzmA, aunque tal y como se muestra en la Figura
5.7., hubo una tendencia algo superior en todos los puntos representados tras una hora de
incubacion con P1, alcanzando un limite de deteccion de aproximadamente 39 ng de enzima. De
nuevo, en el caso de P2, apenas pudimos observar actividad enzimatica independientemente del

tiempo de incubacién, de modo que podemos decir que P2 resultd ser menos sensible que P1.
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Figura 5.7.- Sensibilidad de P1 frente a la gzmA recombinante. Se incubaron diferentes concentraciones de
la mGzmA y la hGzmA recombinantes (desde 10 hasta 0,039 ng), con una concentracién final de 1uM de
P1 utilizando el tampdn 100mM TRIS-HC| pH8.5 y un volumen final de 100 pl en una placa de 96 pocillos.
Después de 1 hora de incubacién de las muestras a 37°C en placa calefactora, se midié la intensidad de
fluorescencia (Aexc = 475 nm, Aexc = 520 nm) en un espectrofluorimetro y se transformé en valores de
actividad enzimatica. A cada uno de los valores obtenidos, se le resto la sefial del péptido bajo las mismas
condiciones en ausencia de la gzmA. El grafico muestra la media +SEM de 3 experimentos independientes.

A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta el estudio de estabilidad de ambos
péptidos (Apartado 5.1.2.), se decidio establecer como condicidn un Unico tiempo de incubacién
para estudios posteriores, siendo este de una hora por ser el punto en el que mejores resultados

se habian conseguido hasta el momento.

5.1.4. Estudio de la especificidad de los péptidos frente a otras proteasas

Ademas de la sensibilidad, otra de las caracteristicas destacables de cualquier biosensor
es su especificidad o selectividad, es decir, su capacidad para evitar respuesta frente a otras

sustancias, inclusive aquellas que presentan ciertas similitudes.

El andlisis de la especificidad de P1 y P2 se llevé a cabo mediante la seleccién tanto de
controles positivos como negativos para la gzmA. Como control positivo se utilizd tripsina, una
enzima peptidasa cuya especificidad de corte es similar a la gzmA, y lisado de células de la linea
de linfocitos T citotéxicos 1.3E6, que contienen gzmA activa. Mientras, como control negativo se
empled gzmB recombinante obtenida en nuestro grupo de investigacion, una proteasa de serina
que corta residuos de Asp (D). Como puede verse en la Figura 5.8., P1 fue cortado por la tripsina
y por el lisado de células 1.3E6 (controles positivos) pero no por la gzmB (control negativo),

mostrando asi una elevada especificad. Mientras, P2 mostré mayor degradacién frente a tripsina
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y menor frente a 1.3E6 en comparacion con P1, aunque también fue cortado por la gzmB, de

modo que podemos decir que P2 resulté ser menos especifico que P1.
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Figura 5.8.- Especificidad de los péptidos frente a diferentes proteasas. Se incubaron ambos péptidos a una
concentracion final de 1 pM con 10 pg de gzmB recombinante, 0,5 pg de tripsina y lisado de 10° células
1.3E6 durante 1 hora a 37°C utilizando el tampdn 100mM TRIS-HCI pH8.5 y un volumen final de 100 ul en
una placa de 96 pocillos. Pasado este tiempo, se midid la intensidad de fluorescencia (Aexc = 475 nm, Aexc
=520 nm) en un espectrofluorimetro y se transformo en valores de actividad enzimatica. A cada uno de los
valores obtenidos, se le restd la sefial del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de la gzmA. El
grafico muestra la media de 2 experimentos independientes.

A partir de los resultados obtenidos, finalmente se selecciond P1 como biosensor a validar
con muestras de origen murino y humano, por presentar una mayor sensibilidad y especificidad,

asi como una menor degradacion bajo las condiciones experimentales establecidas.

5.1.5. Validacién del sensor de la gzmA en muestras de origen murino y

humano

Para llevar a cabo la validacién de P1 después de haber sido seleccionado como el mejor
candidato, en primer lugar, se analizé la actividad de la mGzmA en diferentes lisados de tejido,
ademads de en CTLs extraidos y purificados tal y como se indica en el Apartado 4.8.2., todos ellos
procedentes de ratones WT, gzmA”"y gzmK” infectados previamente con el virus LCMV. Tal y
como se muestra en la Figura 5.9., en todos los casos se observd un incremento significativo en
la actividad de la gzmA detectada mediante el uso de P1 en las muestras de ratones WT con
respecto a los ratones gzmA”", valores que marcan el background de la técnica de deteccién en
cada una de las muestras. Asimismo, las muestras de ratones gzmK”~ mostraron un incremento
todavia mayor que el obtenido con los ratones WT de la actividad enzimatica, aungue Unicamente

resultd ser significativo el valor de los CTLs con respecto a estos Ultimos. Aunque no se muestra
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en la Figura 5.9., también se analizaron lisados de pancreas y muestras de suero de los ratones
WT, gzmA”"y gzmK”" infectados con el virus LCMV, pero no se observaron diferencias entre las

distintas cepas.
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Figura 5.9.- Actividad de la gzmA en lisados de ratones WT, gzmA” y gzmK” infectados con LCMV. Ratones
WT, gzmA”"y gzmK’ fueron inoculados via i.p. con 10° pfu del virus LCMV. Pasados 8 dias tras la infeccidn,
los animales fueron sacrificados para la toma de muestras. Se realizé la lisis de los bazos e higados, asi como
la extraccion y purificaciéon de los CTLs, tal y como se describe en el Apartado 4.8.2. A continuacién, se
procedié a incubar 5 pl de cada una de las muestras con P1 a una concentracion final de 1 uM utilizando el
tampdn 100mM TRIS-HCI pH8.5, en un volumen de 100 pl en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a
37°C. Pasado este tiempo, se midié la intensidad de fluorescencia (Aexc = 475 nm, Aexc = 520 nm) en un
espectrofluorimetro y se transformd en valores de actividad enzimatica. A cada uno de los valores
obtenidos, se le restd la sefial del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de muestra. Cada grupo
experimental esta compuesto por una N=4 vy los graficos representan la media +SEM de 2 experimentos
independientes. El anélisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001; **** p<0,0001.

Asimismo, se utilizaron muestras de sueros de ratones infectados con E. coli para la
deteccion de la actividad y la concentracion de la mGzmA. Una de las principales desventajas en
este método, es que la administracién de altas dosis de bacterias puede provocar que una gran
parte no colonice y se replique dentro del cuerpo, siendo lisadas por el sistema del complemento.
Por lo tanto, esto podria conducir a un posible modelo de intoxicaciéon con endotoxinas en lugar
de un verdadero modelo séptico. Los resultados (Figura 5.10.) mostraron de nuevo diferencias
entre las distintas cepas de ratén, mientras los ratones WT manifestaron un incremento
significativo con respecto a los gzmA”, los valores mas altos de actividad enzimatica y

concentracién de la gzmA fueron dados por los ratones gzmK™”".
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Figura 5.10.- Actividad y concentracién de la gzmA en sueros de ratones WT, gzmA”" y gzmK”" infectados
con £ coli. Ratones WT, gzmA” y gzmK’ fueron infectados con E. coli, y pasadas 24 horas, fueron
sacrificados para la toma de muestras. (A) Se procedio a incubar 5 pl de cada una de las muestras con P1 a
una concentracion final de 1 uM utilizando el tampdén 100mM TRIS-HCI pH8.5 en un volumen final de 100
ul en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a 37°C. Pasado este tiempo, se midid la intensidad de
fluorescencia (Aexc = 475 nm, Aexc = 520 nm) en un espectrofluorimetro y se transformé en valores de
actividad enzimatica. A cada uno de los valores obtenidos, se le resté la sefial del péptido bajo las mismas
condiciones en ausencia de muestra. (B) Se cuantificaron los niveles de la mGzmA mediante ELISA, tal y
como se describe en el Apartado 4.3.4.2. La linea discontinua representa el limite de deteccion de la técnica
empleada. Cada grupo experimental estd compuesto por una N=4y los graficos representan la media £SEM
de 2 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde
* p<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

De forma paralela, se Ilevd a cabo la validaciéon de P1 frente a la hGzmA utilizando
muestras de suero procedentes de pacientes diagnosticados con peritonitis o sepsis abdominal,
proporcionadas por el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Las muestras
fueron recolectadas desde el momento del ingreso hasta 6 dias después y comparadas con los
niveles de actividad enzimatica en sueros de pacientes sanos. Como muestra la Figura 5.11.A., los
pacientes sépticos mostraron valores mas elevados de actividad de la gzmA durante todas las
tomas con respecto al control de pacientes sanos. Lo mismo ocurrié al analizar los valores de
concentracion de la hGzmA sobre estas mismas muestras (Figura 5.11.B.), en las que pudimos ver
cémo los pacientes sanos mostraban niveles bajos de concentracién dentro de un rango bastante
homogéneo, mientras que, en los pacientes con sepsis, aungue habia una mayor dispersion en
los resultados dentro de cada una de las tomas, la media implicaba un incremento que en algunos

casos resulto ser significativo.
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Figura 5.11.- Actividad y concentracidn de la gzmA en muestras de sueros de pacientes con sepsis. (A) Se
incubaron 5 pl de las distintas muestras de pacientes con sepsis cedidas por el Hospital Clinico Lozano Blesa
con P1 a una concentracién final de 1 uM utilizando el tampdn 100mM TRIS-HCI pH8.5 en un volumen final
de 100 pl en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a 37°C. A cada uno de los valores obtenidos, se le
resto la sefial del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de muestra. (B) Los sueros de los
pacientes fueron analizados mediante ELISA, tal y como se describe en el Apartado 4.3.4.2. Ambos gréficos
representan la media +SEM de 3 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante
un analisis de varianza (ANOVA) seguido de comparacion multiple de Dunnett con respecto al grupo
control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

Finalmente, quisimos comprobar si existia una correlacion entre la actividad vy la
concentracion de la hGzmA en las diferentes muestras por toma. Sin embargo, tal y como se
muestra en la Figura 5.12., aunque el valor del coeficiente de correlacién de Spearman de la
ultima toma parecia indicar una relacién lineal fuerte entre las variables, en ninguno de los casos
encontramos una relacién significativa debido a que la falta de un mayor numero de datos hizo

que esta consideracion no pudiera ser validada.
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Figura 5.12.- Analisis de correlacidon entre actividad y concentracidn de la gzmA en muestras de pacientes
con sepsis. El grafico muestra la correlacion entre la actividad y la concentracion de la gzmA en muestras
de suero de pacientes con sepsis. Se representa el valor del coeficiente de correlacion de Spearman (rho),
el coeficiente R% y el valor p de correlacidn. Los datos representados fueron ajustados a un modelo de
regresion lineal simple (linea discontinua).

5.1.6. Estudio de correlacion entre la actividad de la gzmA y el prondstico de

pacientes con sepsis

Tras haber analizado la validez del sensor de la gzmA en muestras de pacientes con sepsis

y en colaboracién con el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y la Dra. Rebeca Sanz

Pamplona, se estudid la posible correlacion entre la actividad de la gzmA en suero y el prondstico

de los pacientes con sepsis. Desde el punto de vista clinico, la gravedad de esta patologia puede

medirse utilizando un score de evaluacién secuencial de fallo orgdnico relacionado con sepsis

(SOFA; del inglés, “Sequential Organ Failure Assessment”) (Tabla 5.1.). Un incremento superior a

2 tras la evaluacién del paciente, se asocia con una mortalidad hospitalaria superior al 10% 431432,
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SCORE SOFA
Sistema 0 1 2 3 4
Respiracion
<200 <100
Pa0,/FIO2 (mmHg) >400 <400 <300 con soporte con soporte
respiratorio respiratorio
Coagulacion
Recuento de plaquetas
>150 <150 <100 <50 <20
(x10°/ul)
Higado
Bilirrubina (umol/L) <20 20-32 33-101 102-204 >204
Cardiovascular
Dop 5,1-15 Dop >15
MAP MAP Dop <0,1
Epi<0,1 Epi>0,1
>70mmHg | <70mmHg o Dob!
Nor <0,1* Nor >0,1!
Sistema nervioso
Escala de coma de Glasgow? 15 13-14 10-12 6-9 <6
Renal
Creatinina (umol/L) 110 110-170 171-299 300-440 >440
Volumen total de orina
<500 <200
(ml/dia)

Tabla 5.1.- Score SOFA. PaO;: Presion parcial de oxigeno; FIO2: Fraccidn de oxigeno inspirado; MAP: Presion
arterial media; Dop: Dopamina; Dob: Dobutamina; Epi: Epinefrina; Nor: Norepinefrina. *Necesidad de
administrar aminas presoras durante al menos 1 hora para mantener la presion sanguinea, los valores
indican las dosis utilizadas en pg/Kg/min. 2La escala de coma de Glasgow es una escala disefiada para
evaluar el nivel de consciencia en humanos.

Tal y como se observa en la Figura 5.13.A., al representar en una grafica de correlacién
los datos del estado de los primeros 26 pacientes durante la primera toma de muestra y los
valores de actividad enzimatica de la hGzmA, se pudo observar como a mejor prondstico menor
actividad y a mayor actividad peor prondstico, obteniendo una correlacion positiva significativa
entre ambos. Debido al escaso tamafo muestral del que se dispuso, la significacion estadistica de
la relacién entre actividad y prondstico se realizo a través de un modelo de regresion lineal simple.
Asimismo, se llevd a cabo el andlisis de correlacidon entre el score y la concentracion de la hGzmA
en las muestras de pacientes con sepsis. De nuevo, se utilizé un modelo de regresién lineal simple,

y tal y como se muestra en la Figura 5.13.B., se obtuvo una relacion positiva moderada entre
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ambos pardmetros, aunque si nos fijamos en el valor p de correlacién podemos comprobar que

no resulté ser significativa.
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Figura 5.13.- Andlisis de correlacion entre la actividad de la gzmA y el prondstico de pacientes con sepsis.
El grafico muestra la correlacion entre la actividad de la gzmA en muestras de suero determinada mediante
el uso del sensor seleccionado y el prondstico establecido en base al score SOFA de pacientes con sepsis.
Se representa el valor del coeficiente de correlacién de Spearman (rho), el coeficiente R? y el valor p de
correlacién. Los datos representados fueron ajustados a un modelo de regresién lineal simple (linea
discontinua).

5.1.7. Discusién

Como ya se describia en el Apartado 1.1.3.3., las gzms son una familia de proteasas de
serina clasificadas segun su especificidad de corte y actividad proteolitica, siendo las mas
abundantes la gzmA y gzmB %%, Junto con la perf, las gzms constituyen el principal componente
de la via de exocitosis granular, mediante la cual las gzms son capaces de realizar sus funciones
efectoras en el citosol de las células diana 3#%2°. Asimismo, diversidad de estudios han demostrado
que las gzms pueden ser liberadas al medio extracelular donde ejercen otro tipo de funciones
415433 Un ejemplo de ello es la gzmB, capaz de inducir la degradacién de la matriz extracelular
434435 5 de varias proteinas relacionadas con la cicatrizacion de heridas, el envejecimiento de la
piel, la coagulacion vy la integridad de la barrera celular del endotelio 7#*3®. Sin embargo, las
funciones extracelulares de la gzmA todavia no estan claras, aungue existen algunas evidencias
que sugieren su posible actuacion como mediador proinflamatorio 214215437 Ppor ello, una de las
propuestas para este trabajo de tesis, fue la evaluacion de la actividad enzimatica de la gzmA en
algunas enfermedades de tipo inflamatorio e infeccioso #3343, en las que trabajos previos habfan
descrito la presencia de niveles elevados de la gzmA, para intentar esclarecer si los efectos de la

gzmA requieren o no de su actividad enzimatica 24#°,
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En la actualidad, cada vez son mas los biosensores que se incorporan a la clinica como
técnica de diagndstico para la deteccidn de determinadas patologias, gracias a las caracteristicas
que estos presentan: especificidad, alta sensibilidad, capacidad de respuesta que conduce a un
corto tiempo de andlisis, capacidad de inclusion en sistemas integrados, facilidad de

44

automatizacion, versatilidad y bajo coste entre otras **'. En consecuencia, para evaluar la

actividad enzimatica de la gzmA, se considerd el uso de secuencias peptidicas que habian sido

254430 'y tras |a realizacion de los

previamente descritas por ser especificas frente a esta proteasa
primeros ensayos, previos a la validaciéon del biosensor, nuestros resultados permitieron la
seleccién del péptido 1, cuya secuencia estaba formada por los aminoacidos VANRSAS, por haber
mostrado una sensibilidad y especificidad adecuadas frente a la gzmA recombinante, tanto de

origen murino como humano, asi como estabilidad frente a la degradacion a tiempos cortos.

La LCM, es una enfermedad infecciosa viral transmitida por roedores, que produce una
meningitis aséptica, encefalitis o meningoencefalitis. El control de la infeccion viral producida por
el LCMV depende crucialmente de los CTLs y es por ello por lo que, durante la infeccidn, el nivel

442,443

de estos se incrementa de forma considerable , convirtiéndose asi en un buen modelo de

estudio para el andlisis de las gzms.

Por otro lado, la sepsis supone uno de los problemas de salud a nivel mundial mas
importantes en la actualidad **##4°. En ratdn, el modelo de sepsis por E.coli es uno de los modelos
mas relevantes para el estudio de esta patologia, ya que es uno de los patdégenos mas
comunmente asociados a la sepsis humana, a través del cual se ha conseguido proporcionar una
visién de los mecanismos de respuesta contra patdgeno *4%4_ La seleccidon de esta patologia se
hizo en base a datos previos que apoyan la implicacién de la inflamacidn y las gzms extracelulares

d #4849 junto con la ausencia o baja eficacia y/o

y a su alta incidencia y mortalidad/morbilida
graves efectos secundarios de los tratamientos actuales %2, Asimismo, en nuestro grupo de
investigacion, se habia demostrado que la ausencia de la gzmA protegia a los ratones frente a la
sepsis bacteriana in vivo sin comprometer el control del patégeno ?%2. Aunque ya previamente se

habia observado una mayor resistencia de estos ratones a la endotoxemia inducida por LPS 8214,

Tras el andlisis de las muestras utilizando ambos modelos de estudio, nuestros resultados
mostraron niveles inferiores de actividad enzimatica en los ratones deficientes en gzmA,
sugiriendo que el uso del biosensor seleccionado podria ser Util para la deteccion de la actividad

enzimatica de la gzmA en muestras de tejido y en fluidos bioldgicos de origen murino.
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Aligual que la gzmA, la gzmK se caracteriza por ser una proteasa de serina con actividad
triptasa que corta los sustratos tras los residuos de Lys y Arg, sin embargo, se ha descrito que la
especificidad de sustrato difiere de la gzmA #*3, lo cual explicaria una posible diferencia en la
contribucion en algunas patologias. Nuestro grupo de investigacion demostré que la gzmK
también era capaz de inducir la activacion de una respuesta inflamatoria tanto en M@ como en

415 Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los ratones

otro tipo de células
deficientes en esta proteasa controlaban la infeccion viral por LCMV de forma tan eficiente como
lo hacian los ratones WT #**, Nuestros resultados en ambos modelos mostraron una elevacion de
los niveles de actividad enzimatica de la gzmA en los ratones deficientes en gzmK, lo cual podria
no apoyar la hipdtesis acerca de que la gzmK no es relevante para el control de algunas
infecciones. No obstante, la concentracion de la gzmA en el modelo de infeccién por LCMV no

se vio aumentada en los ratones deficientes en gzmK, sugiriendo que una mayor expresiéon de la

gzmA no siempre debe de asociarse a una mayor actividad de la misma vy viceversa.

Ademds, nuestros resultados apoyaron datos previos que indicaban el aumento de la
concentracion de la gzmA en pacientes con sepsis bacteriana y con endotoxemia experimental
en comparacion con pacientes sanos 22!, Junto con el aumento de la concentracién, nuestros
resultados mostraron que tenia lugar un incremento de la actividad enzimatica de la misma,
sugiriendo laimplicacion de la gzmA extracelular en la patogénesis de esta enfermedad, asi como
la validacién del biosensor para la determinacion de la actividad enzimatica de esta proteasa en
muestras de origen humano. Finalmente, los resultados de correlacién entre la actividad
enzimatica de la gzmA y el estado de los pacientes con sepsis demostraron que la gzmA
extracelular podria ejercer efectos proinflamatorios perjudiciales durante la sepsis asociada a

patdgenos bacterianos.
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5.2. Ensayos de inhibicion de |la expresion /n vitrode la granzima A

5.2.1. Estudio de la eficiencia de transfeccién /n vitro de la mGzmA/GFP

sobre la linea celular HelLa

La transfeccién o introduccién de material genético exdgeno en células eucariotas en
cultivo ha demostrado ser una herramienta eficaz para una gran diversidad de estudios en el
campo de la biologia molecular y celular. Mediante diferentes técnicas de transfeccion es posible
alterar el genoma de una célula, ya sea de forma transitoria o estable, para que produzca una

determinada proteina recombinante sobre la cual poder realizar estudios in vitro.

Para el estudio de la mGzmA, se generd un transfectante celular que expresara la
proteina de fusién formada por la mGzmA y la GFP, con el fin de obtener un sistema rapido y
sencillo, sobre el cual evaluar posteriormente la eficacia de la inhibicién de la mGzmA. Asimismo,
se selecciond la linea celular Hela, ya que se trata de una linea muy estable con una alta tasa de
replicacion, y el vector retroviral pBABE, que incluye regiones LTR (del inglés, “Long Terminal
Repeat”), las cuales facilitan la integracion de la secuencia de interés dentro del genoma de las
células hospedadoras. Con todo ello, se procedidé a establecer cudles eran las condiciones de
transfeccion mas adecuadas para obtener la maxima eficiencia posible, entre las que se incluyen
confluencia, medio de cultivo, método de transfeccion o periodo éptimo de expresidén entre

otras.

Una vez realizada la optimizacién, se decidié llevar a cabo la transfeccién de las células
Hela mediante el método de lipofeccion con Lipofectamina, basado en la formacion de complejos
entre lipidos catidnicos y ADN, tal y como se describe en el Apartado 4.5.1., y analizar la expresion
del gen pasadas 48 horas tras la transfeccion. Por un lado, se extrajo el ADN plasmidico (Apartado
4.1.3.) para verificar la amplificacion mediante PCR de la secuencia correspondiente a la
mGzmA/GFP (Figura 5.14.A.) y, por otro lado, se extrajeron las proteinas totales (Apartado
4.3.2.1.) para analizar la expresiéon de la GFP mediante Western-Blot (Figura 5.14.B.),
comprobandose en ambos casos que la transfeccion se habia realizado correctamente.
Finalmente, se determiné la eficiencia de transfeccién mediante citometria de flujo, tal y como
se muestra en la Figura 5.14.C., donde se observd que, a pesar de haber optimizado las

condiciones de trabajo, Unicamente un 1,43% de las células HeLa-mGzmA/GFP expresaban
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fluorescencia en el canal de emision de la proteina GFP, lo que se correlaciond con los niveles de
expresion cuantificados a través de la intensidad media de fluorescencia (MFI; del inglés, “Median
Fluorescence Intensity”). Como control positivo, se transfectaron células Hela con el vector
PBABE que contenia la secuencia para la expresién de la GFP en ausencia de la gzmA, ya que
estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion habian mostrado una alta eficiencia

en la incorporaciéon de dicho constructo por parte de las células.
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Figura 5.14.- Anélisis de la expresidn de |as proteinas recombinantes mGzmA/GFP y GFP. Determinacién de
la eficiencia de transfeccidn en la linea celular Hela. Las células Hela fueron transfectadas utilizando el
reactivo Lipofectamina con los vectores pBABE-mGzmA/GFP y pBABE-GFP con una relacion 3:1, tal y como
se describe en el Apartado 4.5.1. Pasadas 48 horas tras la transfeccion, (A) y (B) las células fueron lisadas
para la extraccién del ADN vy la extraccidn de las proteinas totales, y se procedio a su analisis mediante PCR
y Western-Blot respectivamente; (C) las células fueron analizadas mediante citometria de flujo. Como
control se utilizaron células Hela y células HelLa-GFP. Dot plots representativos del porcentaje de células
GFP* para cada una de las diferentes lineas analizadas. Los nimeros en la esquina inferior muestran el
porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. El grafico representa la media *SEM de 2
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé6 mediante un t test de Student, donde * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

Para intentar solventar la baja eficiencia de transfeccion de la mGzmA/GFP, se decidid
llevar a cabo la transfeccién estable del gen en las células Hela, en lugar de la transfeccion
transitoria, es decir, intentar que el ADN se incorporara dentro del genoma de las células y se

transmitiera a su progenie. Para ello, empleando las mismas condiciones establecidas
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anteriormente, las células Hela fueron transfectadas, y una vez transcurridas 48 horas, se intentd
llevar a cabo la selecciéon por resistencia al antibidtico puromicina, ya que el vector pBABE
confiere resistencia a las células que lo hayan incorporado. Sin embargo, al cabo de unos dias 'y
empleando diferentes concentraciones de antibidtico, dosis mas bajas de lo que habitualmente
se establece para la seleccion de las lineas mediante este procedimiento, se produjo la muerte
de la practica totalidad de las células, lo que sugiere que debido al bajo porcentaje de células que
se transfectan podia no tratarse de un buen método de seleccion. Por ello, como método
alternativo para obtener la linea celular estable HeLa-mGzmA/GFP, se llevd a cabo la seleccion de
las células GFP* mediante la separacién celular por citometria de flujo, y para asegurar un nivel
de sobreexpresién homogéneo de la mGzmA/GFP, posteriormente se realizé una dilucion limite,
tal y como se describe en el Apartado 4.5.2., con aquellas células que habian sido
preseleccionadas. Como control, este mismo procedimiento también fue utilizado para conseguir

la linea estable Hela-GFP.

Para verificar que se habian generado ambas lineas estables, en primer lugar, tal y como
se muestra en la Figura 5.15.A., se observd mediante microscopia de fluorescencia la expresion
de la GFP, aungue si nos fijamos en los resultados obtenidos mediante citometria de flujo (Figura
5.15.B.), podemos ver como la intensidad de fluorescencia varia, siendo mayor en el caso de las
células Hela-GFP, lo cual sugiere una mayor expresion de la proteina por parte de estas células.
Asimismo, cémo se observa en la Figura 5.15.C,, se realizd el marcaje intracelular de la gzmA en
las células Hela-mGzmA/GFP (Apartado 4.3.3.2.), pudiendo observar cédmo tenia lugar un
desplazamiento del pico con respecto a las células Hela control. Finalmente, la secuenciacion del

ADN de las células HeLa-mGzmA/GFP y HeLa-GFP confirmé los resultados previamente obtenidos.
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Figura 5.15.- Analisis de las lineas celulares HeLa-mGzmA/GFP y Hela-GFP. Las células Hela fueron
transfectadas utilizando el reactivo Lipofectamina con los vectores pBABE-mGzmA/GFP y pBABE-GFP con
una relacién 3:1, tal y como se describe en el Apartado 4.5.1. Pasadas 48 horas tras la transfeccién, las
células GFP* fueron preseleccionadas mediante separacién celular por citometria de flujo y, a continuacion,
se llevé a cabo una dilucién limite hasta obtener un Unico clon concreto de cada una de las lineas de interés.
(A) Se tomaron imégenes de las células Hela-mGzmA/GFP y Hela-GFP mediante microscopia de
fluorescencia (Apartado 4.6.1.). (B) Se analizd la expresion de la GFP en las células HeLa-mGzmA/GFP y
Hela-GFP mediante citometria de flujo. Como control se utilizaron células Hela sin transfectar. Histograma
representativo de la intensidad de expresion de la GFP en las diferentes lineas analizadas. (C) Se realizé el
marcaje intracelular de la gzmA en las células HeLa-mGzmA/GFP, tal y como se describe en el Apartado
4.3.3.2. Como control se utilizaron células Hela sin transfectar. Histograma representativo de la intensidad
de expresion de la gzmA en las diferentes lineas analizadas.

5.2.2. Estudio del silenciamiento génico /n vitro de la mGzmA/GFP mediado

por siARNs sobre la linea celular Hela transfectada

El mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional mediado por el ARN de
interferencia (IARN), se trata de un mecanismo de regulacién presente de forma natural en el
organismo, y evolutivamente conservado. Esta implicado en el desarrollo y en la defensa contra

los virus, y se regula por pequefias moléculas de ARN bicatenario de 21 a 27 nucledtidos
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denominadas siARNs. En el interior de la célula, durante una serie de procesos, el siARN se
desdobla y una de las hebras se une a la cadena del mARN de manera especifica por
complementariedad de bases, induciendo que el complejo resultante sea reconocido para ser
degradado. Sin embargo, los siARNs también pueden ser sintetizados e introducidos
artificialmente en el organismo con el fin de silenciar un gen especifico, constituyendo una
herramienta para el estudio de las funciones de los genes, la validacion de determinadas dianas

terapéuticas o como terapia para determinadas enfermedades de origen genético #>>4%

Por ello, nos planteamos llevar a cabo el silenciamiento génico in vitro de la mGzmA sobre
la linea celular estable Hela-mGzmA/GFP utilizando siARNs especificos y, posteriormente,
analizar cualquier variacion en la expresién del mARN mediante RT-gPCR. Previo a la evaluacién
del silenciamiento, se optimizaron los volimenes de muestra, la concentracion de los
oligonucledtidos y la T2 dptima de hibridacién. Como control para normalizar los valores
obtenidos en cuanto al gen de interés, se decidieron emplear los genes constitutivos o
housekeeping HPRT y GAPDH y se determind cudl era su especificidad mediante las curvas de
disociacion de los oligonucledétidos disefiados para la amplificacién de cada uno de ellos, asi como
también se analizaron las curvas de disociacion para los cebadores de la mGzmA/GFP. A través
de los resultados obtenidos (Figura 5.16.), pudimos observar como mientras las curvas
correspondientes al gen mGzmA/GFP y HPRT daban lugar a un Unico pico, en el caso de la GAPDH

aparecia un segundo pico relacionado con la formacién de dimeros indeseados.

Por otro lado, ya que es condicion para poder analizar los datos mediante el método
comparativo (2-act) que la eficiencia del gen de interés sea aproximadamente igual a la eficiencia
del gen de referencia **/, también se realizé el calculo de las eficiencias de reaccion en base a la
pendiente generada entre los valores de CT (del inglés, “Cycle Threshold”) y las diferentes
diluciones del ADN. El CT es el ciclo en que se alcanza el umbral de fluorescencia, y es
inversamente proporcional a la expresion de los diferentes genes analizados, es decir, a mayor
valor CT menor expresion del gen. Mientras que los oligonucleétidos disefiados para la
amplificacion de la mGzmA/GFP y el HPRT dieron valores dentro del rango considerado como
aceptable (80-110%), la eficiencia resultante para el gen GAPDH fue aproximadamente del 78%,
por lo que finalmente, se decidié Unicamente basar los cambios relativos de la gzmA con

referencia al gen enddgeno HPRT.
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Figura 5.16.- Andlisis de las curvas de disociacién y eficiencia de los oligonucledtidos empleados para el
estudio de la expresidén de la mGzmA/GFP. En la parte superior se muestran las curvas de disociacion de
los oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de mGzmA/GFP, GAPDH y HPRT. En la parte inferior se
muestran las curvas estandar de la RT-qPCR representadas graficamente mediante una linea de regresion
lineal semilogaritmica entre los valores de CT y la concentracion de distintas diluciones del ADN. La
eficiencia se calcula con la formula E=107(-1/pendiente)-1. Asi, una pendiente de -3,32 indica una reacciéon
de PCR con una eficiencia del 100%. Se consideré como aceptable el rango 80% < E < 110%.

Una vez establecidos los pardmetros de reaccion, se llevd a cabo la transfeccion de las
células HeLla-mGzmA/GFP mediante el método de lipofeccion empleado anteriormente, con
cuatro siARNs diferentes sintetizados por la casa comercial Dharmacon, todos ellos descritos
como especificos frente a la mGzmaA, con el objetivo de poder seleccionar cual era capaz de
silenciar la expresion del gen de forma mas eficiente para experimentos posteriores. Tal y como
se muestra en la Figura 5.17., pasadas 48 horas tras la transfeccion con los diferentes siARNs anti-
GzmA, mediante el uso del siARN “nimero 3” se obtuvo casi un 70% de inhibicion de la expresién,
por lo que fue seleccionado como el mas eficiente. Como control, también se empled un siARN
anti-GFP, el cual también fue capaz de reducir la expresion del gen mGzmA/GFP hasta

aproximadamente en un 50% en las células Hela transfectadas.
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Figura 5.17.- Analisis de la expresién de la mGzmA/GFP mediante RT-qPCR tras el silenciamiento génico
con diferentes siARNs sobre la linea celular Hela. Las células Hela-mGzmA/GFP fueron transfectadas
utilizando el reactivo Lipofectamina, tal y como se describe en el Apartado 4.5.1., con una concentracion
de 125 pmol de cada uno de los diferentes siARNs (anti-GzmA y anti-GFP). Pasadas 48 horas tras la
transfeccion, las células fueron lisadas para la extraccion del ARN a partir del cual se generd cADN, tal y
como se describe en el Apartado 4.1.10., para finalmente, proceder a su cuantificacion mediante RT-qPCR.
Los valores de expresiéon de la mGzmA/GFP fueron normalizados en base a la cantidad de mARN detectada
para el gen HPRT. Como control se transfectaron células HeLa-mGzmA/GFP en ausencia de siARN. El grafico
representa la media +SEM de 3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizd mediante un
t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

Ademads del método de lipofeccion para la transferencia del material genético hacia el
interior de la célula, existen multiples alternativas como el uso de nanotransportadores
poliméricos, los cuales han demostrado ser altamente eficientes para el silenciamiento génico,
ofreciendo ventajas Unicas como la proteccion del siARN contra la degradacion o el aumento de

309 por ello, nos planteamos llevar a cabo la

las interacciones con el entorno bioldgico
transfeccion de las células HeLa-mGzmA/GFP mediante el uso de NCs de quitosano que contenian
el siARN anti-GzmA seleccionado previamente (siARN-NCs). Dichas NCs fueron sintetizadas por el
grupo del Dr. Jesus Martinez de la Fuente. En primer lugar, se realizé un analisis de la viabilidad
de las células HeLa-mGzmA/GFP tras su incubacién con diferentes concentraciones de los
complejos siARN-NCs, tal y como se muestra en la Figura 5.18. Para llevar a cabo este estudio, se
fijo un Unico tiempo de incubacién de 4 horas, en base al tiempo que tardan las NCs en
internalizar en las células. Finalmente, se selecciond la concentracién de 125 pg/ml como la mas

adecuada para experimentos posteriores, por ser una concentracion relativamente alta en la que

la supervivencia celular continula siendo superior al 80%.
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Figura 5.18.- Andlisis de la toxicidad de los complejos siARN-NCs sobre la linea celular HeLa-mGzmA/GFP.
Las células HeLa-mGzmA/GFP sembradas a una densidad de 10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos,
fueron incubadas durante 4 horas a 37°C con diferentes concentraciones de siARN-NCs (desde 250 hasta
15 pg/ml). Transcurrido este tiempo, se analizo la viabilidad celular mediante MTT, tal y como se describe
en el Apartado 4.4.4. El grafico representa la media +SEM de 3 experimentos independientes.

A continuacidn, se procedié a transfectar las células HeLa-mGzmA/GFP con los complejos
siARN-NCs bajo las condiciones experimentales establecidas. Sin embargo, tras la realizacién de
numMerosos ensayosy su analisis mediante diferentes técnicas (PCR, RT-qPCR, Western-Blot, ELISA
y citometria de flujo) para visualizar cualquier posible variacién, tanto en la expresiéon del mARN
como en la expresion proteica de la mGzmA o de la GFP, no se logro alcanzar el silenciamiento
génico in vitro de la mGzmA/GFP mediante el uso de estos nanocomplejos. Esto podria ser debido
a que el siARN no se “libera” de las NCs una vez en el interior de la célula al quedar adherido al
quitosano, por lo que se requiere continuar investigando sobre la mejora de las condiciones que

permitan que el siARN pueda inhibir la expresion del gen.

5.2.3. Estudio de la internalizacién /in vitrode las NCs de quitosano en PBMCs

y esplenocitos mediante citometria de flujo

Las gzms, tal y como se describia en el Apartado 1.1.3.3., se localizan principalmente en

el interior de los granulos citotdxicos de linfocitos Tcy células NK #1°

, por lo que nos planteamos
analizar el grado de internalizacion de las NCs de quitosano disefiadas para llevar a cabo el
silenciamiento de la gzmA, en estos dos tipos de poblaciones celulares. La internalizacién de las
NCs, asi como su retencion en las células deseadas, resulta de gran importancia en cuanto a
desempeifiar su funcidon como sistemas de transporte, y aunque los procesos bioldgicos in vitro e

in vivo pueden presentar diferencias, los ensayos in vitro pueden proporcionar evidencias

preliminares que demuestren las ventajas de estas formulaciones **8. Por ello, en paralelo al
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estudio del silenciamiento génico de la mGzmA/GFP, se utilizaron NCs vacias marcadas
fluorescentemente con la sonda BODYPY FL (Aex=503 nm, Aem=512 nm)y en base a los resultados
obtenidos previamente acerca de la toxicidad de las NCs sobre la linea celular Hela, establecimos

el valor tanto de la concentracién (125 pg/ml) como del tiempo de incubacién (4 horas).

Por un lado, se extrajeron los esplenocitos del bazo de un ratén C57BL/6 WT, el cual fue
disgregado tal y como se describe en el Apartado 4.8.1., para poder realizar los marcajes de las
dos poblaciones de interés con CD3 y NK1.1., asi como con 7-AAD para el andlisis de |a toxicidad
mediante citometria de flujo. Tal y como se muestra en la Figura 5.19.A., las NCs utilizadas no
fueron téxicas sobre los esplenocitos, como era de esperar, bajo las condiciones preestablecidas.
En cuanto a su internalizacion, podemos observar cémo en presencia de las NCs, la poblacién
doble positiva se incrementd hasta un 26,5% en el caso de los linfocitos T y hasta un 3,33% en el
caso de las células NK, lo cual sugiere que, teniendo en cuenta el porcentaje total para la
poblacion CD3* y NK1.1.%, la internalizacidn de las NCs se producia aproximadamente en el 70%

de ambos tipos celulares.

Por otro lado, se extrajeron las células de sangre total, tal y como se describe en el
Apartado 4.4.5., y se procedid a su marcaje con CD3 y CD56, asi como con 7-AAD para el analisis
de la toxicidad mediante citometria de flujo. En primer lugar, se descarté que las NCs pudieran
resultar téxicas sobre las PBMCs vy, a continuacion, tal y como se muestra en la Figura 5.19.B.,
mediante el porcentaje de frecuencia normalizada y el desplazamiento de pico hacia una mayor
intensidad de BODIPY se observd que en torno a un 51% de los linfocitos Ty un 16,3% de las
células NK habian internalizado NCs. Gracias al sistema combinado de citometria de flujo y de
captura microscopica de imagenes a alta velocidad que presenta el sistema morfocitométrico
ImageStreamX AMNIS (Merck) empleado para llevar a cabo este ensayo de internalizacion,
también se obtuvieron imagenes de las diferentes poblaciones con sus correspondientes
marcajes extracelulares, en las que se podia observar la presencia de las NCs en el interior de

cada una de ellas.

Como control, se emplearon esplenocitos y PBMCs bajo las mismas condiciones
experimentales en ausencia de NCs, para establecer los parametros adecuados para la
compensacion del efecto de solapamiento de los espectros de emisién de los diferentes

fluorocromos utilizados.
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Figura 5.19.- Anadlisis de la internalizacién de las NCs de quitosano mediante citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia en esplenocitos y PBMCs. (A) Se extrajeron las células del bazo de un ratén
C57BL/6 WT de 6-8 semanas y se procedié a su disgregacién con ayuda de un émbolo, tal y como se
describe en el Apartado 4.8.1. Las células finalmente obtenidas se sembraron a una densidad de 10°
células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 4 horas a 37°C con una concentracién de
125 pg/mlde NCs marcadas fluorescentemente con BODIPY FL. Pasado este tiempo, se procedio al marcaje
de las células con 7-AAD, CD3 y NK.1.1., para su posterior analisis mediante citometria de flujo. Dot plots
representativos del porcentaje de células BODIPY* para cada una de las poblaciones analizadas. Los
numeros en la esquina superior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (B)
Se extrajeron las células de sangre total procedentes de buffy coats, tal y como se describe en el Apartado
4.45., se sembraron a una densidad de 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron
durante 4 horas a 37°C con una concentracién de 125 ug/ml de NCs marcadas fluorescentemente con
BODIPY FL. Pasado este tiempo, se procedié al marcaje de las células con 7-AAD, CD3 y CD56, para su
posterior analisis mediante citometria de flujo y microscopia. Histogramas de frecuencia normalizada e
imagenes representativas para la intensidad del BODIPY sobre cada una de las poblaciones analizadas.
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5.2.4. Estudio de la biodistribucién de las NCs y MCs de quitosano /in vivo

Las NCs de quitosano empleadas para el estudio del silenciamiento génico de la gzmA
fueron testadas en el grupo del Dr. Jesus Martinez de la Fuente bajo diferentes “condiciones
fisioldgicas” simuladas in vitro para analizar cudl era su comportamiento. Sin embargo, y cémo ya
se mencionaba anteriormente, las condiciones in vivo no siempre se correlacionan directamente
con los resultados obtenidos in vitro, por lo que se decidié analizar en paralelo la biodistribucion

in vivo de las NCs de quitosano.

Para ello, se usaron NCs vacias marcadas fluorescentemente con la sonda DY-780
(NCs_DY780) y se administraron via oral mediante una sonda gdstrica a una concentracién de 500
ug/raton. El fluoréforo DY_780 fue seleccionado ya que su Aem=780 nm tiene lugar en la region
espectral del infrarrojo cercano (NIR), dénde las sefiales de fondo correspondientes a la
autoflorescencia de los tejidos se reducen drasticamente, mejorando la sensibilidad de la
deteccién **°. Por otro lado, la concentracion de NCs_DY780 administradas fue seleccionada en
base a ensayos previos en los que se observé como sin ser una dosis toxica para los ratones, se
podia detectar en el equipo de imagen con la suficiente intensidad como para ser localizadas en
el tracto digestivo. Asimismo, se decidio realizar el seguimiento de las NCs_DY780 mediante la
toma de imagenes a diferentes tiempos, basandonos en el transito gastrointestinal de los ratones,
el cual tarda aproximadamente entre 6 y 8 horas en completarse “¢°, por lo que se realizo el
estudio desde un tiempo corto de 4 horas, en el que hubiera posibilidad de localizar las NCs en el
interior de los animales, hasta tiempos largos de 24 y 48 horas, en los que poder comprobar si

habian sido eliminadas del organismo.

Establecidas las condiciones experimentales, los animales fueron examinados in vivo tras
administrarles una dosis letal de anestésico, tal y como se describe en el Apartado 4.8.4., y a
continuacion, los tejidos fueron extraidos para ser analizados ex vivo. Como control, se utilizaron
ratones a los que se les administrd agua de bebida siguiendo el mismo procedimiento para que,
tras la manipulacién, el estrés causado fuera similar en los distintos grupos experimentales.
Estudios previos han descrito que, en funcién del nivel de estrés, los movimientos peristalticos

del intestino se alteran vy, por lo tanto, el transito gastrointestinal varia %6,

Como se muestra en la Figura 5.20., pasadas 4 horas tras la administracién via oral de las

NCs_DY780, en todos los ratones tratados se observo fluorescencia en el tracto gastrointestinal
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a diferencia del grupo control. Una vez extraido el paquete intestinal de cada uno de los ratones,
pudimos observar como las NCs_DY780 se localizaban principalmente en el estémago, el ciego y
las heces, aunque también se observaron trazas en el ileon y el yeyuno, lo que sugiere que,
aungue una gran cantidad de NCs estaba siendo excretada, parte podria estar adherida o retenida
en el intestino. Asimismo, se decidid analizar la fluorescencia en los pulmones, el higado, los
rinonesy el bazo, ya que se trata de los principales tejidos en los que estudios previos han descrito
que los diferentes nanomateriales pueden acumularse produciendo toxicidad crdnica, toxicidad

d 39442 Sin embargo, no se observé

metabdlica, inmunotoxicidad o incluso genotoxicida
fluorescencia en ningun caso, por lo que podriamos pensar que las NCs no se incorporan al

torrente sanguineoy, por lo tanto, no pasan a la via sistémica.

Aunque las imagenes no se muestran, pasadas 24 y 48 horas tras la administracién de las
NCs_DY780 no se observd fluorescencia en ninguno de los ratones, lo cual podria indicar que
habian sido completamente eliminadas, ya que el fluoréforo DY-780 se encuentra unido de forma
covalente a la superficie de las NCs, siendo poco probable que pueda ser liberado. Para
corroborar esta hipdtesis, se utilizé un segundo grupo control de ratones administrados por via
oral con la misma cantidad de fluoréforo libre que se habia utilizado para la funcionalizacién de
las NCs_DY780. En este caso, no fue detectado hasta que no se alcanzd una concentracién 10
veces superior del mismo, lo cual podria ser debido o bien a su degradacién bajo las condiciones
gastrointestinales o a una mayor dispersion del fluoréforo en forma libre, lo que se traduce

directamente en una menor intensidad de la sefial.
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Figura 5.20.- Analisis de |a biodistribucién de las NCs_DY780 de quitosano. Se administraron 500 pg/ratén
de NCs funcionalizadas con el fluoréforo DY-780 en ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas por via oral
mediante una sonda gastrica. Pasadas 4 horas tras la administracion, los ratones fueron sacrificados
mediante la inyeccion i.p. de una dosis letal de anestésico y rasurados para evitar que el pelaje oscuro
interfiriera en la sefial de fluorescencia. Se tomaron imagenes de los animales tras su eutanasia, y del
paguete gastrointestinal tras su extraccién, utilizando el equipo IVIS Lumina Il con el filtro de excitacion y
emision de ICG (Aex=710/760, Aem=810/875 nm) seleccionado. Las imagenes fueron procesadas utilizando
el Living Image Software. Cada grupo experimental estd compuesto por diferente nimero de ratones, tal y
como se refleja en la imagen.

Las AuNPs, gracias a sus propiedades Opticas y a su biocompatibilidad, también se han
utilizado ampliamente como sistemas de vehiculizacion de moléculas, entre las que se incluyen
los siARNs. Su encapsulacién en capsulas poliméricas, ya sea a escala nano o micro, permite una
mavyor estabilizacién de las mismas frente al entorno biolédgico y, por lo tanto, una mejora en la
eficacia del suministro de las sustancias terapéuticas “634¢*_ Sin embargo, de la misma forma que
la encapsulacién de las AuNPs presenta multiples ventajas, la metodologia de sintesis empleada
no siempre permite un buen control de la dispersion del tamafio ni de la morfologia de las
particulas finalmente formadas. Frente a esta desventaja, el grupo del Dr. Jesus Martinez de la
Fuente ha desarrollado una estrategia basada en la microencapsulacion, ampliamente utilizada

en el campo de la biomedicina debido a su alto potencial terapéutico frente a diversidad de

127



128

RESULTADOS

enfermedades “¢>4¢¢ mediante tecnologia inkjet de las AuNPs (Figura 5.21.A.) *®’. La tecnologia
inkjet, al tratarse de una tecnologia automatica, continua, facilmente escalable y de alta eficiencia
de encapsulacién presenta unas caracteristicas ideales para la microencapsulacion 8. Las
microesferas o microcapsulas (MCs) de quitosano formadas a través de esta tecnologia se han
descrito como altamente resistentes a la degradacion frente al pH(2-10) y frente a diferentes
medios fisioldgicos, ademds de que no presentan citotoxicidad in vitro frente a los cultivos

celulares 47,

Previamente a realizar el ensayo de biodistribucion con las MCs de quitosano,
comprobamos si, a pesar del incremento de su tamafio con respecto a las NCs, estas eran capaces
de internalizar en los M@ procedentes de medula dsea de ratén. Pasadas 4 horas tras la
incubacion de las AUNPs-MCs_Alexa647 con los M@, tal y como se muestra en la Figura 5.21.B,,
se comprobd mediante microscopia de fluorescencia cémo la mayoria se localizaban en el interior
de las células. Cémo control, se incubaron los M@ con las NCs_DY780 bajo las mismas

condiciones, localizando a la mayoria en el interior de las células.

(a) Qe (®)
©

TECNOLOGIA 'hl
INKJET ';

NCs_DY780 AuNPs-MCs_Alexa647

@ 14nmAuNes
’f Quitosano @0

= Agente
T gelificante ]C

Figura 5.21.- Esquema de la metodologia inkjet para la preparacién de las AuNPs-MCs_Alexa647 y analisis
de su internalizacién en macréfagos. (A) Las MCs son formadas por la gelificacién idnica instantdnea al
entrar en contacto con el agente gelificante 4cido fosfotlngstico (PTA). En la imagen de microscopia dptica
de contraste se muestra el resultado de las AuUNPs-MCs en agua (didametro 34 + 4 um), mientras que en la
imagen de microscopia confocal se muestran las AuNPs-MCs_Alexa647. Adaptacion de 47. (B) Se
obtuvieron M@ a partir de medula 6sea de ratén y se sembraron sobre cubreobjetos, tal y como se describe
en los Apartados 4.4.13.1y 4.6.2., para ser incubados durante 4 horas a 37°C con 125 ug/ml de NCs_DY780
y con 125 pg/ml de AuNPs-MCs_Alexa647. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS, se
fijaron con PFA 4% y se realizaron las preparaciones para su visualizacion mediante microscopia confocal.
Se muestra una imagen representativa a 10X (margen superior) y 60X (margen inferior).
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Continuando con el mismo procedimiento descrito para llevar a cabo el estudio de la
biodistribucién de las NCs_DY780, se administraron 20 pg/ratén de AuNPs-MCs funcionalizadas
con el fluoréforo Alexab47, cuya Aem=647 nm tiene lugar en la region espectral del visible, dénde
se recogen las sefiales de fondo correspondientes a la autoflorescencia de los tejidos. Por ello,
fue necesario tener en cuenta algunos parametros descritos por influir sobre el background como
la alimentacidn, intentando minimizarlos lo méximo posible manteniendo a los animales con una
dieta libre de alfalfa minimo una semana antes del inicio del experimento. La dieta que se les
suministra a los ratones de manera habitual, debido a su alto contenido en clorofila, componente
fluorescente cuya emisién tiene lugar entre los 675 y 685 nm, esta presente en muchos de los

ingredientes de origen vegetal que componen los pellets #¢°.

Tal y como se muestra en la Figura 5.22.A., pasadas 4 horas tras la administracion todos
los ratones a los que se les habian administrado AuNPs-MCs_Alexa647 mostraron sefial de
fluorescencia en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, esto también sucedia con los ratones
pertenecientes al grupo control a los que Unicamente se les habia administrado agua, por lo que
parte de la sefial que se observa corresponde al background de los propios animales. No obstante,
si realizamos la comparacion entre ambos grupos experimentales, podemos destacar que la
intensidad de la sefial es mayor en presencia de las AUNPs-MCs_Alexa647. Pasadas 24 horas tras
la administracién de las AuNPs-MCs_Alexa647, la sefial de fluorescencia se redujo con respecto
al grupo anteriormente descrito, lo cual podria indicar que estaban siendo eliminadas como
sucedia con las NCs_DY780. Sin embargo, si nos fijamos en las imagenes pasadas 48 horas, la
sefial de nuevo se intensifico, lo cual podria deberse a la coprofagia, la ingesta de heces, ya que

se trata de un comportamiento habitual en esta especie.

Una vez extraido el paquete intestinal de cada uno de los ratones, y tras la toma de
imagenes en la regién de emisién del fluordforo, la intensidad de la sefial de fondo era demasiado
elevada y no permitia diferenciar la localizacion precisa de las AuNPs-MCs_Alexa647 en ninguno
de los tiempos establecidos. Sin embargo, gracias a la determinacién de la cantidad de oro
presente en los diferentes tejidos mediante ICP-MS (Figura 5.22.B.), tal y como se describe en el
Apartado 4.8.4., pudimos observar como pasadas 4 horas tras la administracién de las AuNPs-
MCs_Alexa647, la mayoria de ellas se localizaban en el estdmago y en el colon, aunque también
se detectaron trazas en el ileon. Ademas del grupo control al que se le habia administrado agua,
para este ensayo de biodistribucion se decidid incluir un tercer grupo experimental con AuNPs

sin encapsular. Se cuantificé la cantidad de AuNPs que habian sido internalizadas en las MCs y se
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administré esta misma concentracion (20ug/ratén) para analizar su localizacion mediante el
mismo procedimiento experimental. Pasadas 4 horas tras la administracion de las AuUNPs pudimos
ver como, de la misma forma que ocurria con las AuNPs-MCs_Alexab647, se detectd un alto
contenido en oro en el estdmago. Sin embargo, en el resto de los tejidos apenas se detectd su
presencia, lo cual podria deberse a que cuando las AuNPs se encuentran internalizadas en las
MCs, el tiempo de retencion se incrementa en la zona del colon gracias a las propiedades

mucoadhesivas del quitosano.

Pasadas 24 horas tras la administracion, ninguno de los tejidos analizados procedentes
de los diferentes grupos experimentales contenia oro, por lo que tanto las AuNPs encapsuladas
como las AuNPs sin encapsular podrian haber sido eliminadas por completo del organismo. Para
corroborar esta hipdtesis, ademds de realizar la extraccion de los tejidos, tras la eutanasia de los
animales también se extrajo la sangre total mediante puncién cardiaca y se analizé su contenido

en oro. Ninguna de las muestras de sangre analizadas resultd positiva en la determinacién.
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Figura 5.22.- Andlisis de la biodistribucién de las MCs de quitosano. Se administraron 20 ug/ratéon de las
AuNPs-MCs funcionalizadas con el fluoréforo Alexa647 en ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas por via oral
mediante una sonda gastrica. Pasadas 4, 24 y 48 horas tras la administracion, los ratones fueron
sacrificados mediante la inyeccion i.p. de una dosis letal de anestésico y rasurados para evitar que el pelaje
oscuro interfiriera en la sefial de fluorescencia. Cada grupo experimental esta compuesto por una N=4. (A)
Se tomaron imagenes de los animales tras su eutanasia, y del paquete gastrointestinal tras su extraccion,
utilizando el equipo IVIS Lumina Il con el filtro de excitacion y emisién de Cy5.5 (Aex=615/665,
Aem=695/770 nm) seleccionado. Las imagenes fueron procesadas utilizando el Living Image Software. (B)
Se procedio a la extraccion de los diferentes tejidos (higado, estémago, duodeno, ileon y colon), y tras
haber sido pesados, se procedid a su quemado y digestién, tal y como se describe en el Apartado 4.8.4.,
para la determinacién de la concentracion de oro. Los graficos representan la media +SEM de un Unico
experimento independiente. El analisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

Finalmente, ademads del andlisis de la biodistribucion de las NCs_DY780 y las AuNPs-
MCs_Alexa647, durante el ensayo se controld el estado de los ratones mediante su peso,
apariencia y nivel de actividad. Cémo se observa en la Figura 5.23., las NCs_DY780 produjeron un

pequefio descenso en el peso de algunos ratones con respecto al grupo control pasadas 48 horas
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tras su administracién, lo cual podria ser un indicativo de toxicidad sobre lo que se deberia de

profundizar mediante la realizacion de experimentos complementarios.
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Figura 5.23.- Analisis de la toxicidad de las NCs y MCs administradas para el estudio de biodistribucién. Se
administraron 500 pg/ratén de NCs_DY780y 20 ug/raton de AuNPs-MCs_Alexab647 en ratones C57BL/6 WT
de 6-8 semanas por via oral mediante una sonda gastrica. El peso de los ratones fue controlado desde el
inicio del experimento hasta el sacrificio de los animales a los diferentes tiempos estipulados (4, 24 y 48
horas). Cada grupo experimental estd compuesto por una N=4. La grafica representa la media +SEM de 2
experimentos independientes.

5.2.5. Discusion

La relacion entre inflamacidn crénica y carcinogénesis fue propuesta por primera vez por
Rudolf Virchow en 1863 al observar un infiltrado leucocitario en los tumores. Posteriormente, en
el aflo 2011, Hanahan y Weinberg identificaron que la inflamacion crénica, junto con la
inestabilidad genética, contribuyen a la consolidacion de los tumores, caracteristicas que forman

parte de los denominados hallmarks del cancer #9471

. En la actualidad, existen numerosas

evidencias documentadas acerca del vinculo entre inflamacién y cancer, siendo el CCR uno de los
; ; ) ; ‘4 £ ian 472,473

mejores ejemplos de un tumor estrechamente asociado con inflamacién crénica .EICCRes

una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo, tratdandose del tercer

cancer mas comunmente diagnosticado, cuyo tratamiento farmacoldgico es poco efectivo, por lo

qgue una mejor comprension de los mecanismos que intervienen en la progresion del CCR podria

conducir a una mejora en el desarrollo de nuevas terapias.

La gzmA, ademads de estar implicada en sepsis, tal y como se describia en el Aparatado
1.2.4., hasido implicada en la iniciacion y el desarrollo del CCR de origen inflamatorio #°. Estudios

previos han demostrado un incremento de linfocitos infiltrantes con expresion de la gzmA en



RESULTADOS

| 223 C 474

pacientes con El o un aumento del mARN de la gzmA en pacientes con U , ambas
patologias relacionadas con un mayor riesgo de desarrollo de CCR. Asimismo, recientemente, en
nuestro grupo de investigacion se ha evidenciado la existencia de una correlacion entre la
expresion de la gzmA y la expresidon de diversos genes inflamatorios en muestras de pacientes
con CCR *%. Por lo que, teniendo en cuenta la participacion de la gzmA en este tipo de procesos
inflamatorios, una de las propuestas para este trabajo de tesis, fue la inhibicién selectiva de la
expresion de la gzmA, manteniendo intacta la respuesta inflamatoria protectora, para la
prevencién y el tratamiento del CCR, evitando los posibles efectos adversos que provocan los

actuales tratamientos inmunosupresores.

Desde que Fire y Mello descubrieron la capacidad del ARN para silenciar la expresién
génica mediante la degradaciéon del mARN en el nematodo Caenorhabditis elegans en 1998 47,
el interés por el siARN como herramienta para el tratamiento de una gran diversidad de

476 ‘Incluso

enfermedades, entre las que se incluye el cdncer, ha aumentado exponencialmente
algunos estudios previos han demostrado que puede darse un efecto sinérgico entre los
tratamientos de quimioterapia convencionales y la administracion de siARNs especificos

477478 En nuestro caso, los primeros resultados obtenidos acerca del

antitumorales
silenciamiento de la gzmA mostraron que puede llegar a reducirse su expresion in vitro entre un
30y un 70% aproximadamente en funcién del siARN empleado. Sin embargo, es preciso tener en
cuenta que, para conseguir un silenciamiento in vivo eficiente, el siARN debe de cumplir con una
serie de requisitos, como no degradarse en condiciones fisiolégicas o ser capaz de atravesar una
serie de barreras biolégicas. Debido a la dificultad que esto supone, uno de los componentes

basicos en la terapia génica son los llamados vectores, sistemas disefiados para la transferencia

del material genético en la célula diana.

Existen una gran variedad de vectores distintos, generalmente clasificados en dos
grandes subgrupos: virales y no virales. Recientemente, dentro de los vectores no virales, se han
desarrollado diferentes estrategias para lograr la vehiculizacion del siARN hacia el lugar donde su
accion es requerida, siendo una de ellas el uso de polimeros catiénicos gracias a su habilidad para
interaccionar con el ARN cargado negativamente mediante interaccién electrostatica, lo que
favorece la formacién de complejos estables, y a su capacidad para atravesar las membranas
celulares #”°. El control de la quimica de la particula hace posible la obtencién de sistemas de
liberacion continuada, asi como las propiedades de su superficie influyen sobre la interaccién con

los sistemas bioldgicos. El quitosano es uno de los polimeros biocompatibles de origen natural
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que se ha utilizado mas frecuentemente para la administracién oral de diversidad de moléculas,
protegiéndolas contra la degradacion durante su paso por el tracto gastrointestinal y facilitando
su absorcion en el intestino, ya que debido a su carga positiva el quitosano posee la capacidad de
abrir las uniones estrechas entre las células del epitelio intestinal, de manera transitoria y

d 480

reversible, aumentando la permeabilida , asi como el tiempo de retencidn gracias a sus

propiedades mucoadhesivas.

Nuestros resultados in vitro demostraron que las NCs de quitosano fueron
eficientemente internalizadas en un intervalo de tiempo relativamente corto en el interior de las
distintas poblaciones celulares de interés, sin mostrar toxicidad sobre las mismas. Sin embargo,
no se logré alcanzar el silenciamiento génico de la gzmA mediante el uso de los nanocomplejos
que contenian el siARN anti-GzmA. Es importante destacar que, aunque estudios previos han
descrito los principales parametros a tener en cuenta a la hora de sintetizar estos complejos, ya
que pueden influir sobre la eficiencia del silenciamiento génico, existe cierta controversia en los
resultados obtenidos entre los diferentes grupos. Algunos de estos parametros son: el grado de
desacetilacién o el peso molecular del quitosano, los cuales permiten aumentar la carga positiva
del polimero vy, por lo tanto, mejorar la eficiencia de transfeccion; la relacion N/P (N: grupos
amino del quitosano; P: grupos fosfato del siARN) que influye directamente sobre el potencial
zeta de la NC, que en el caso de ser altamente positivo favorece la estabilidad coloidal y mejora
la absorcion, aungue un exceso de quitosano también podria conducir a una mayor citotoxicidad;
o el método de sintesis de los complejos siARN-NCs, el cual juega un papel clave en el tamafio de

las particulas formadas, asi como en la estabilidad y el grado de internalizacion de las mismas

369,481

Asimismo, la farmacocinética y la biodistribucion también son parametros relevantes a la
hora de disefiar y testar nuevos nanomateriales, ya que su efectividad depende de que alcancen
el tejido diana y su toxicidad de si se acumulan en tejido sano. Nuestros resultados in vivo
mostraron como las NCs y las MCs de quitosano permiten actuar de forma localizada aumentando
el tiempo de retencion en la zona del intestino, elimindndose por completo del organismo sin
llegar a producirse su integracion en la via sistémica, lo cual disminuye el riesgo de toxicidad.
Estudios previos han descrito que la acumulacién de NPs en el organismo puede llegar a provocar
diversos efectos secundarios “8278* Es por ello por lo que tanto las NCs como las MCs de
quitosano empleadas en este trabajo podrian ser consideradas como vehiculos adecuados para

el tratamiento de liberacién dirigida frente a diversas enfermedades intestinales como el CCR.
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5.3. Estudio del efecto de las nanoparticulas de oro /in vitroe in vivo

5.3.1. Estudio del efecto de las AuNPs sobre la variacién en la expresién de

citocinas proinflamatorias en macréfagos M1y M2 jn vitro

A lo largo de la respuesta inflamatoria tiene lugar la participacién de M@M1,
predominantes durante las etapas iniciales del proceso, y de M@M?2, cuyo nimero aumenta en
etapas mas tardias promoviendo la resolucion de la inflamacion %6, tal y como se describia en el
Apartado 1.2.3.1. Es porello por lo que, para el estudio del efecto de las AUNPs sobre la respuesta
inflamatoria en M@, nos planteamos utilizar M@M1 y M@M2. Para ello, se utilizaron los factores
GM-CSF y M-CSF, ya que ambos contribuyen a la supervivencia y a la proliferacién celular, sin
embargo, ejercen acciones diferentes durante la polarizacion de los M@. Mientras GM-CSF
promueve la generacion de M@M1 (GM-BMDMs), caracterizados por ser productores de
citocinas proinflamatorias, ademds de por una alta capacidad presentadora de antigeno vy
actividad tumoricida, el M-CSF produce M@M?2 (BMDMs), que liberan IL-10 en respuesta a

agentes patdgenos, poseen alta capacidad fagocitica y actividad protumoral 4.

Previamente a evaluar el efecto de las AuNPs sobre la expresién de citocinas
proinflamatorias, se decidid verificar si la diferenciacion a M@ se habia producido correctamente
mediante el andlisis de citometria de flujo de determinados marcadores extracelulares (Anexo Il).
Para ello, una vez extraidos los monocitos de la medula désea de los ratones, se colocaron en
cultivo durante 7 u 8 dias con el medio adecuado en funcién del fenotipo a obtener, tal y como
se muestra en la Figura 5.24.A., y posteriormente, se realizaron los marcajes con F4/80y CD11b
486487 | as células diferenciadas mostraron una poblacion doble positiva, caracteristica de M@,
alcanzando un 72,2% en el caso de los M@M1 y un 93% en el caso de los M@M?2 (Figura 5.24.B.).
Como control, también se analizd la expresidn en monocitos recién extraidos, siendo el 99% de
la poblacion resultante doble negativa, y en M@MO o células sin completar su diferenciacion,
cultivadas con M-CSF en ausencia del estimulo de la IL-4, obteniendo Unicamente un 29,3% de
células doble positivas. Asimismo, para diferenciar entre los distintos fenotipos, se realizaron los
marcajes con MHCIl y CD206 sobre la poblacion preseleccionada F4/80*CD11b* #8848 Como se
muestra en la Figura 5.24.C., los resultados obtenidos fueron acordes a lo descrito en la

bibliografia, obteniendo una mayor expresion de MHCII para los M@M1 y una mayor expresién
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de CD206 para los M@M?2, corroborando de esta forma que los protocolos empleados para la

diferenciacidn de los diferentes M@ eran los adecuados.

(A) - :
Médula > / [ GM-CSF
bsea /
- .
29 @
Monoci » @ @
el @ @ -0
{“\. IL-4
e -
'
l l l » Analisis
DiAD DiA 7/8 DIA 8/9
(B) Monocitos M@MO M@M1 M@M2

0,09/0,59 0,64(29,3 0,02|72,2 0,32|93
990,34 R 61,8/8,26 ~ . |lo1s|27,6 - ||0,88]5,76

F4/80

CD11b

(Q) F4/80°CD11b* F4/80°CD11b*
M@M1 = F4/80*CD11b*MHCII* M@M2 = F4/80*CD11b"MHCII*

== F4/80*CD11b*CD206" heR == F4/80'CD11b*CD206*

Figura 5.24.- Fenotipado de macréfagos: M1y M2. (A) Se extrajo la médula 6sea de ratones C57BL/6 WT
de 6-8 semanas. Las células obtenidas se sembraron a una densidad de 10° células/ml en placas de cultivo
y se mantuvieron durante 7-8 dias con el medio correspondiente en funcién del fenotipo a obtener, tal y
como se indica en el Apartado 4.4.13. Pasado este tiempo, las células fueron despegadas y a continuacion,
se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a diferentes concentraciones (1 y 100
ng/ml), 100 pg/ml de AuNPs o una combinacion de ambas durante 6 y 24 horas. (B) Tras la diferenciacién
completa de los M@, previamente a ser incubados con LPS o AuNPs, las células fueron despegadas para su
marcaje con F4/80, CD11b, MHCIl y CD206 y su posterior anélisis mediante citometria de flujo. Dot plots
representativos del porcentaje de células positivas F4/80* CD11b* para cada uno de los fenotipos de M@.
Monocitos recién extraidos y células cultivadas con M-CSF sin estimular con la IL-4, se utilizaron como
referencia para analizar el incremento en la expresion de los marcadores seleccionados. Los nimeros en la
esquina superior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (C) Tras la
diferenciacién completa de los M@, previamente a ser incubados con LPS o AuNPs, las células fueron
despegadas para su marcaje con F4/80, CD11b, MHCIl y CD206 y su posterior anélisis mediante citometria
de flujo. Histogramas representativos de la intensidad de expresiéon de MHCIl y CD206 sobre la poblacién
preseleccionada de células F4/80" CD11b* para cada uno de los fenotipos de M@.
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Una de las grandes ventajas de las NPs es que presentan una gran versatilidad a la hora
de ser disefiadas, permitiendo aportarles las caracteristicas deseadas mediante lo que se conoce
como funcionalizacion tras su sintesis. Sin embargo, la modificacién de la superficie de las NPs,
ademas de afectar a su estabilidad, también puede influir sobre otros parametros como la
toxicidad. Por consiguiente, se decidid testar conjuntamente AuNPs que diferian en su
funcionalizacion, todas ellas procedentes del grupo del Dr. Jesds Martinez de la Fuente. Asimismo,
y aprovechando que multiples estudios previos han descrito la capacidad del LPS para inducir una
potente respuesta inmune innata, acompafiada de una alta produccidon de citocinas

proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a 490491

, se plantedé utilizar la combinacion de esta
endotoxina con las AuNPs para poder estudiar posibles incrementos o descensos de la respuesta

inflamatoria.

En primer lugar, se comprobd que las dosis seleccionadas para experimentos posteriores,
tanto de AuNPs como de LPS, no resultaban ser téxica para los M@ mediante la realizacién de
ensayos de MTT y el marcaje de 7-AAD junto con su posterior andlisis mediante citometria de
flujo, tal y como se describe en los Apartados 4.4.4. y 4.3.3.3. En ninguno de los casos se obtuvo
una viabilidad inferior al 90%, considerandose asi que se trataba de dosis adecuadas. Ademas,
todos los lotes de AuNPs empleados para la realizacién de los diferentes ensayos que se muestran
a lo largo de este apartado fueron testados, comprobando asi que estuvieran libres de

endotoxinas bacterianas.

Los primeros resultados acerca de la expresion de IL-1B, IL-6 y TNF-a sobre M@M1 (Anexo
1), indicaban en la mayoria de los casos que el perfil de expresidn era similar para todos los tipos
de AuNPs, en ausencia de LPS o en combinacién con bajas concentraciones del mismo. Sin
embargo, se observaron pequefias diferencias que nos llevaron a seleccionar para experimentos
posteriores aquellas AuNPs recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 100% de la superficie
saturada (Figura 5.25.), ya que podrian ser consideradas cdmo las mas inflamatorias, ademas de

ser las mas estables en solucion.
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Nanoparticulas de oro
(AUNPs)

0

Figura 5.25.- Esquema de la sintesis de las AuNPs seleccionadas para su estudio /n vitro e in vivo. Tras la
formacién de las AuNPs de 14 nm mediante reduccién quimica por estrategia “bottom-up”, se procedié a
su recubrimiento con el 100% de la superficie saturada utilizando PEG-N3 y PEG-COOH.

Examinando con mas detalle el efecto de las AuNPs seleccionadas sobre la expresion de
las citocinas proinflamatorias en M@M1, tal y como se muestra en la Figura 5.26.A., pudimos
observar como a mayor concentracién de LPS y a mayor tiempo de incubacién, en general se
produjo un incremento en la produccién de todas ellas. Las AuNPs por si solas mostraron un
pequefio incremento de IL-6 tras 6 horas de incubacién y de TNF-a tras 24 horas de incubacion,
aungue ninguno resulté ser significativo en comparacién con el grupo control. Finalmente,
aunque la mayoria de las combinaciones no manifestaron variaciones con respecto a sus
controles relativos de LPS en ausencia de las AuNPs, a concentraciones bajas de endotoxina y tras
24 horas de incubacién observamos un incremento de los niveles de IL-1B, y lo mismo ocurrio a
concentraciones altas y tras 6 horas de incubacion con respecto a los niveles de TNF-q, los cuales

se vieron incrementados.

Como se puede apreciar en la Figura 5.26.B., los M@M2 produjeron niveles de expresion
de TNF-a menos elevados que los alcanzados en los M@M1, asi como no se detecté la produccién
de IL-1B. El resto de los resultados obtenidos fueron bastante semejantes a los descritos
anteriormente. Por lo general, a mayor concentracion de LPS y mayor tiempo de incubacién,
encontramos valores de expresién mas elevados. En este caso, las AuNPs por si solas no
produjeron variaciones con respecto al grupo control, mientras que combinadas con LPS nos
encontramos con ligeros descensos tanto para la IL-6 como para el TNF-a, aungue en ninguno de

los casos esta variacién resulto ser significativa.
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Figura 5.26.- Andlisis del efecto de las AuNPs sobre la expresién de citocinas proinflamatorias en
macréfagos M1y M2, Se extrajo la médula ésea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células
obtenidas se sembraron a una densidad de 10° células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante
7-8 dias con el medio correspondiente en funcién del fenotipo a obtener, tal y como se indica en el
Apartado 4.4.13. Pasado este tiempo, las células fueron despegadasy a continuacién, se sembraron en una
placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a diferentes concentraciones (1 y 100 ng/ml), 100 pg/ml
de AuNPs o una combinacion de ambas durante 6 y 24 horas. La adicion de LPS, independientemente de la
concentracién empleada, se realizd 1 hora antes que la adicion de las AuNPs. Se recogieron los
sobrenadantesy, tras su centrifugacién para la eliminacién de restos celulares, se cuantificaron los niveles
de IL-1B, IL-6 y TNF-a mediante ELISA en (A) M@M1y (B) M@M?2. La linea roja discontinua que aparece en
el grafico relativo a la expresion de IL-1B hace referencia al limite de deteccion propio del método. Los
graficos representan la media +SEM de 3 experimentos independientes. El analisis estadistico se realizd
mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

Finalmente, con el objetivo de analizar el mecanismo a través del cual las AuNPs podrian

alterar la respuesta inflamatoria mediada por el LPS a concentraciones altas, se decidié analizar
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de nuevo la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a sobre M@M1 en
presencia del inhibidor de caspasa-1, proteasa encargada de proteolizar las formas inmaduras de
las citocinas clave en la respuesta inflamatoria IL-1B e IL-18 %3, Como era de esperar, tal y como
se observa en la Figura 5.27., al utilizar el inhibidor VX-765, los niveles de IL-1B alcanzados con
una dosis de 100 ng/ml de LPS se redujeron drasticamente. Sin embargo, en presencia de AuNPs
y tras 24 horas de incubacion, la reducciéon no fue tan drastica, recuperando asi parte de la
expresion. Con respecto a la IL-6, el inhibidor VX-765 también fue capaz de reducir la expresién
inducida por la dosis de 100 ng/ml de LPS tras 6 y 24 horas de incubacidon, aungue en presencia
de AuNPs esta inhibicidn se bloqued, alcanzandose niveles elevados de IL-6. Por ultimo, la
produccion de TNF-a no se vio alterada con el uso del inhibidor VX-765, aungue en presencia de

AuNPs, si que se produjo una reduccion de la misma.
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Figura 5.27.- Analisis del mecanismo a través del cual las AuNPs modulan la respuesta inflamatoria en
macroéfagos M1. Se extrajo la médula ésea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas
se sembraron a una densidad de 10° células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 7-8 dias con
medio GM-CSF, tal y como se indica en el Apartado 4.4.13.1. Pasado este tiempo, las células fueron
despegadas y a continuacidn, se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a
diferentes concentraciones (1 'y 100 ng/ml), 100 pug/ml de AuNPs o una combinacion de ambas durante 6
y 24 horas. La adicién de LPS, independientemente de la concentracion empleada, se realizd 1 hora antes
que la adicién de las AuNPs. Previamente, algunos grupos experimentales fueron preincubados 1 hora
antes con el inhibidor de caspasa-1 (VX-765, 10 uM). Se recogieron los sobrenadantes vy, tras su
centrifugacion para la eliminacién de restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a
mediante ELISA en M@MJ1. La linea roja discontinua que aparece en el grafico relativo a la expresion de IL-
1B hace referencia al limite de deteccidn propio del método. Los graficos representan la media +SEM de 2
experimentos independientes.
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5.3.2. Estudio del efecto de las AuNPs sobre la maduraciéon de células

dendriticas /in vitro

Las DCs representan una familia heterogénea de APCs con propiedad para inducir
tolerancia en los linfocitos T o activarlos debido en parte a su estado de maduracion. En estado
inmaduro, las DCs muestran baja expresion en su superficie de moléculas MHC de tipo Il, asi como
de moléculas co-estimuladoras tales como CD40, CD80 y CD86. Sin embargo, cuando las DCs se
activan diferencidandose a DCs maduras, se produce un aumento significativo en la expresion de

dichos marcadores 2.

Estimulos como el LPS provocan la maduracion de las DCs induciendo cambios en su
fenotipo. Por ello, quisimos analizar la posible influencia de las AuNPs sobre la maduracién de
BMDCs, cony sin la estimulacion del LPS (Figura 5.28.A.), mediante el cambio en la expresién de
marcadores de superficie en la poblacién preseleccionada de células CD11b*CD11c**%® (Anexo Il).
Como se puede observar en la Figura 5.28.B., a modo de ejemplo con CD40, al aumentar la
concentracion de LPS se produjo un incremento tanto del nimero de BMDCs positivas como de
los propios niveles de expresidn cuantificados a través de la MFI, algo que también ocurria con el
resto de los distintos marcadores (Figura 5.28.C). El aumento de la expresidn de los ligandos de
co-estimulacién CD40, CD80 y CD86 demostrd que las BMDCs se encontraban en un estado
maduro, mientras que el incremento de la expresion de MHCII sefiald una mayor capacidad de
presentacion antigénica. De esta forma, se obtuvieron BMDCs especializadas en la generacién de
una respuesta inmune adaptativa *°*. Aunque inicialmente se empled la dosis de 1 pg/ml de LPS
para la maduracién de las BMDCs, esta concentracién fue descartada del estudio, ya que a pesar
de que ninguna de las concentraciones empleadas para el estudio manifesto toxicidad mediante
el marcaje con 7-AAD, generd niveles de expresion tan elevados que imposibilitaban el poder

observar posibles variaciones que las AuNPs pudiesen inducir.

Asimismo, tal y como se muestra en la Figura 5.28.D., se llevaron a cabo experimentos
con BMDCs en distinto estadio de diferenciacion. Destacar que, tras 7 dias, tanto el porcentaje
de células positivas como el nivel de expresion de los distintos marcadores en los diferentes
grupos experimentales, incluyendo el grupo control, fueron incrementados con respecto a los

obtenidos el dia anterior, lo cual nos indica que las BMDCs en este caso habian aumentado su
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grado de madurez. Ademas, en el caso de MHCIl podemos observar como todas las células

resultaron ser positivas independientemente del estimulo aplicado.

Con respecto al efecto de las AuNPs sobre las BMDCs, en ninguno de los casos por si solas
provocaron cambios morfoldgicos. Con respecto a su fenotipo, tras 6 dias de diferenciacion, se
observé un descenso en el porcentaje de células positivas para CD86 y un incremento en la
expresion de MHCII. Mientras que, tras 7 dias, se produjo un descenso tanto del porcentaje de
células positivas como de los niveles de expresion para CD80 y CD86. Ninguno de los cambios
sefialados resultd ser significativo. Finalmente, las combinaciones de AuNPs con LPS provocaron
ligeros descensos en la mayoria de los casos sobre la expresién de las moléculas de superficie de

las BMDCs en relacién a sus respectivos controles.
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Figura 5.28.- Analisis del efecto de las AuNPs sobre la maduracidn de células dendriticas. (A) Se extrajo la
médula dsea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas se sembraron a una densidad
de 10° células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 6-7 dias con RPMI completo enriquecido
con sobrenadante de células X-63Ag8653 (Apartado 4.4.12.). Pasado este tiempo, se recogié el
sobrenadante de cultivo con las células en suspensidn y a continuacién, se sembraron en una placa de 96
pocillos para serincubadas con LPS a diferentes concentraciones (1, 100 y 1000 ng/ml), 100 ug/ml de AuNPs
o una combinacion de ambas durante 24 horas. La adicién de LPS, independientemente de la concentracién
empleada, se realizd 1 hora antes que la adicién de las AuNPs. Finalmente, se procedié al marcaje de
CD11b, CD11c, CD40, CD80, CD86 y MHCII y a su posterior analisis mediante citometria de flujo. (B)
Experimento representativo del porcentaje de células positivas y el nivel de expresién de CD40, en funcion
de la concentracién de LPS utilizada para estimular las BMDCs. Las células no estimuladas se utilizaron
como referencia para analizar el incremento en la expresion. Los nimeros en la esquina superior muestran
el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (C) Tras 6 dias de diferenciacion y (D) tras 7
dias de diferenciacion; se analizaron los porcentajes de BMDCs positivas y los niveles de expresion de CD40,
CD80, CD86 y MHCII para los distintos grupos experimentales: LPS (1 'y 100 ng/ml), AuNPs (100 pg/ml) y su
combinacion. Como control se utilizaron BMDCs sin estimular. Los graficos representan la media +SEM de
3 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

5.3.3. Estudio del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento tumoral del

melanoma murino B16 /in vivo

Continuando con el estudio de los nanomateriales, y mas concretamente de las AuNPs,
se quiso comprobar la capacidad de las mismas para ejercer un efecto inmunomodulador in vivo
en ausencia y presencia de LPS, sobre las diferentes poblaciones inmunoldgicas que conforman
el TME. Para ello, se usé un modelo de tumor sélido subcutaneo que permitiera evidenciar las

posibles variaciones mediante su seguimiento y posterior analisis.

Previamente a evaluar el efecto de las AuUNPs sobre el crecimiento de los tumores in vivo,
se testd la toxicidad y el efecto del LPS sobre el modelo de melanoma murino B16, puesto que es
el modelo de melanoma metastdsico mas utilizado para estudios preclinicos *%°. Para ello, se
inocularon por via s.c. células B16 en ratones WT vy, una vez los tumores comenzaron a
desarrollarse de forma visible/palpable, se inyectd intratumoralmente LPS a diferentes
concentraciones, tal y cémo se muestra en la Figura 5.29.A. En los ratones control se administro
PBS con el objetivo de que la manipulacion de los tumores fuera lo mas homogénea posible, asi

como el estrés al que los ratones deben de someterse durante el procedimiento.

A partir del “dia 0”, considerado de esta forma por ser el inicio del tratamiento, se llevo
a cabo el seguimiento del desarrollo tumoral. Tal y cémo se observa en la Figura 5.29.B., mientras
gue los diferentes ratones del grupo control presentaron un crecimiento tumoral continuo, los

ratones a los que se les habia administrado LPS mostraron o bien un retardo en el crecimiento o
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un descenso del volumen en funcién de la concentracion. La administracion de 1 pg de LPS
provocd que el crecimiento de los tumores, aunque también continuo, fuera mas lento en
comparacién con el grupo control, mientras que la dosis de 5 pg de LPS hizo que en algunos casos
se produjera una remision completa de los mismos. Aunque parece paraddjico, el crecimiento de
los tumores al utilizar 10 pg de LPS, en lugar de tener un efecto similar al descrito anteriormente,
fue semejante al obtenido mediante la concentracion mas baja de LPS (1 pg). Finalmente, a la
concentracion mads alta testada, correspondiente a 50 pg de LPS, los tumores sufrieron
ulceracién, produciéndose la remisién de todos ellos. Exceptuando a la concentracién mas baja
de LPS, en el resto de las dosis administradas se observé un pico de incremento tras las primeras
24-48 horas tras la inoculacion de la endotoxina, que podria deberse al inicio de la reaccion

inflamatoria.

Ademas del seguimiento del desarrollo tumoral, a lo largo de todo el procedimiento
experimental se controld el estado de los ratones mediante su peso, apariencia y nivel de
actividad. De esta forma, se evidencié que el LPS no mostraba toxicidad a las dosis administradas

ya que no se observaron cambios con respecto al grupo control.
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Figura 5.29.- Analisis del efecto del LPS sobre el crecimiento de tumores subcutaneos B16. (A) Se inocularon
5x10° células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 dias, una vez los tumores
comenzaron a crecer, se inyectaron intratumoralmente diferentes concentraciones de LPS en un volumen
final de 100 pl y se observé el desarrollo tumoral durante los siguientes 7 dias. Cémo control se inyecto el
mismo volumen de PBS. (B) Se muestran en punteado las curvas de crecimiento a partir del “dia 0”,
momento en el que se inicia el tratamiento con diferentes concentraciones de LPS (1, 5, 10 y 50 pg), para
cada uno de los tumores de forma independiente. El volumen se calculd mediante la férmula L¥*A*H segun
se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada uno de los graficos, mediante una linea continua de
mayor grosor se muestra la media, resultado de los diferentes tumores. (C) Se muestran Unicamente las
medias de los diferentes grupos. Cada grupo experimental estd compuesto por diferente nimero de
ratones, tal y como se refleja en el grafico, de un minimo de 3 experimentos independientes. El andlisis
estadistico se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones multiples de
Dunnett entre las diferentes concentraciones de LPS y el grupo control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001;
*H** p<0,0001.
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A continuacidn, y como se muestra en la Figura 5.30.A., se siguieron las mismas pautas de
administraciéon, pero en este caso utilizando las AuNPs en ausencia o en combinacion de las
distintas dosis de LPS. La concentracién utilizada de AuNPs en todos los casos fue de 2 mg, una
concentracion fija establecida en funcidn de la posibilidad de concentrar al maximo las AuUNPs sin
gue estas pierdan su estabilidad y el maximo volumen permitido para la administracion
intratumoral. Una vez administradas las AuNPs a “dia 0”, se realizd el seguimiento del crecimiento
tumoral y se observé un incremento del desarrollo en comparacion con el grupo control, el cual
no resulto significativo debido a la alta variabilidad entre los diferentes animales. Ademas, en la
Figura 5.30.B. se observa como la presencia de AuNPs en las combinaciones testadas, provoco
cambios en el crecimiento de los tumores en comparacion con sus respectivos controles de LPS
a las mismas concentraciones en ausencia de nanoparticulas. Mientras que las combinaciones de
1y 5 g de LPS con AuNPs dieron lugar a un ligero incremento del crecimiento tumoral, la
combinacién de 10 ug mostrd un descenso del mismo. De nuevo, la administracion de 50 ug de
LPS, en este caso combinados con AuNPs, provocd la ulceracion y eliminacién total de los
tumores, por lo que esta dosis fue finalmente descartada en experimentos posteriores por

mostrar toxicidad local sobre las propias células tumorales #°°.
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Figura 5.30.- Andlisis del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento de tumores subcutaneos B16. (A) Se
inocularon 5x10° células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 dias, una vez los tumores
comenzaron a crecer, se inyectd intratumoralmente una concentracion fija de 2 mg de AuNPs en ausencia
0 en combinacion de diferentes concentraciones de LPS en un volumen final de 100 pl y se observo el
desarrollo tumoral durante los siguientes 7 dias. La administracion de ambos compuestos se hizo de forma
independiente, aunque simultanea. Como control se inyectd el mismo volumen de PBS. (B) Se muestran
en punteado las curvas de crecimiento a partir del “dia 0”, momento en el que se inicia el tratamiento con
AuNPs y diferentes concentraciones de LPS (1, 5, 10 y 50 ug), para cada uno de los tumores de forma
independiente. El volumen se calculd mediante la formula L¥*A*H segln se indica en el Apartado 4.8.5.
Asimismo, en cada uno de los graficos, mediante una linea discontinua de mayor grosor se muestra la
media, resultado de los diferentes tumores y mediante una linea continua se muestra la media de sus
respectivos controles, resultados del analisis anterior. (C) Se muestran Unicamente las medias de los
diferentes grupos ensayados. Cada grupo experimental esta compuesto por diferente nimero de ratones,
tal y como se refleja en el grafico, de un minimo de 2 experimentos independientes. El andlisis estadistico
se realizé mediante un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones multiples de Dunnett entre
las diferentes concentraciones de LPS y el grupo control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****
p<0,0001.
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A la vista de los resultados obtenidos anteriormente (Figura 5.30.B.), la combinacion de
10 pg de LPS con AuNPs fue la Unica que retardd el crecimiento de los tumores sin causar
toxicidad y sin llegar a provocar la remisién de los mismos. Por ello, se decidid probar a realizar el
mismo experimento con esta misma combinacién de AuNPs y LPS, pero esta vez permitiendo a
los tumores alcanzar el punto final humanitario correspondiente a 1 cm? (Figura 5.31.A.), con el
objetivo de observar el desarrollo tumoral a largo plazo. En la Figura 5.31.B. se muestra como los
tumores correspondientes al grupo control manifestaron de nuevo un crecimiento continuo,
mientras que la presencia de AuNPs alterd esta continuidad acelerando el desarrollo durante los
primeros 7 dias tras su administracion y reduciéndolo ligeramente hasta el punto final. La
presencia de LPS a una concentracién de 10 pg hizo que los tumores crecieran mas lentamente

gue los del grupo control, aunque finalmente alcanzaron el mismo volumen final de forma

practicamente simultdnea. Finalmente, la combinacién de AuNPs con LPS mostré el menor
crecimiento con respecto al resto de los grupos experimentales, aunque de nuevo pasados 14
dias tras el inicio del tratamiento, todos los ratones tuvieron que ser sacrificados por haber

alcanzado un volumen de 1 cm?.
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Figura 5.31.- Anélisis del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento de tumores subcutaneos B16 a largo
plazo. (A) Se inocularon 5x10° células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 dias, una vez
los tumores comenzaron a crecer, se inyecté intratumoralmente una concentracion fija de 2 mg de AuNPs
en ausencia o en combinacion de 10 ug de LPS en un volumen final de 100 pl y se observé el desarrollo
tumoral hasta alcanzar el punto final humanitario establecido en un volumen de 1 cm?. La administracién
de ambos compuestos se hizo de forma independiente, aunque simultdnea. Como control se inyectd el
mismo volumen de PBS, asi como LPS a una concentracién final de 10 pg en ausencia de AuNPs. (B) Se
muestran en punteado las curvas de crecimiento a partir del “dia 0”, momento en el que se inician los
diferentes tratamientos reflejados en el grafico, para cada uno de los tumores de forma independiente. El
volumen se calculé mediante la férmula L*A*H segun se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada
uno de los graficos, mediante una linea de mayor grosor, se muestran las medias resultado de los diferentes
tumores y grupos ensayados. Cada grupo experimental esta compuesto por una N=3, tal y cémo se refleja
en el grafico, de un uUnico experimento.

5.3.4. Estudio del efecto de las AuNPs sobre el perfil de expresién de
determinados mediadores implicados en inflamacién en melanoma murino

B16 /n vivo

En base a los resultados obtenidos acerca de la variacion en el crecimiento de los tumores
y las diferencias observadas entre los distintos grupos, con una posible influencia de las AuNPs
sobre las mismas, se decidid analizar el perfil de expresiéon de varias citocinas pro- vy
antiinflamatorias, asi como de algunas quimiocinas. Para ello, se sacrificaron los ratones pasados
7 dias tras la administracién intratumoral de AuNPs y LPS, de forma que fuimos capaces de realizar

el posterior analisis de todos los tumores de forma simultdnea, ya que en ninguno de los casos se
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habia alcanzado el volumen de punto final correspondiente a 1 cm?. A continuacidn, se llevo a
cabo la extraccion de los tumores de melanoma B16, y se realizaron los explantes para analizar la

expresion de citocinas y quimiocinas ex vivo.

Como se muestra en la Figura 5.32., se estudié la expresién de las citocinas IL-1B, IL-6 y
TNF-a mediante ELISA. Exceptuando a la dosis mas baja de LPS (1 pg), en la que se observo una
tendencia a la disminucion de la expresién, en el resto de los casos, el aumento de la
concentracion de LPS (5 y 10 ug) provocd un incremento de la produccion de las citocinas
proinflamatorias con respecto al grupo control. Si nos fijamos en las AuNPs, por si solas también
fueron capaces de alterar el patron de expresion ocasionando un aumento de IL-6 y TNF- o, de
manera significativa en este Ultimo caso. Al combinarlas con LPS se produjeron variaciones, a las
concentraciones de 5y 10 ug de LPS con AuNPs se obtuvieron valores mas bajos de todas las
citocinas en comparacién con los obtenidos en ausencia de las mismas. Sin embargo, a la
concentracion de 1 ug de LPS con AuNPs, a excepcion de IL-1B en donde se produjo un pequefio
incremento, en el resto se mantuvieron los valores constantes en relacién a sus respectivos

controles.
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Figura 5.32.- Andlisis de la expresién de citocinas proinflamatorias en tumores subcutdneos B16. Tras el
sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habian sido tratados con LPS a diferentes concentraciones
(1, 5y 10 pg), AuNPs y con la combinacién de ambos, fueron extraidos y pesados, tal y como se describe
en el Apartado 4.8.5.1. A continuacidn, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturi estéril se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24
pocillos. Pasado este tiempo, se recogio el sobrenadante vy, tras su centrifugacién para la eliminacién de
restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a mediante ELISA. Los datos se representan
como la media +SEM de al menos 4 réplicas bioldgicas realizadas en al menos 2 experimentos
independientes. El anélisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01;
*%% 5 <0,001; **** p<0,0001.

Asimismo, se analizd la expresién mediante tecnologia multiplex de IL-4 e IL-10 (Figura
5.33.), dos de las citocinas antiinflamatorias detectadas con mayor frecuencia. Conforme se
aumentd la dosis de LPS administrada, se produjo un incremento de la expresion de ambas
citocinas, a excepcién de la dosis de 1 pg de LPS, en la que los valores que se obtuvieron fueron
menores con respecto al grupo control. El empleo de las AuNPs también generd un aumento de
IL-4 e IL-10, aunque en combinacion con LPS, dependiendo de la concentracién de endotoxina
administrada, o bien se observd un ligero descenso de la media resultante producto de la
combinacién independiente de ambas, como en el caso de las dosis de 1y 10 pg de LPS, o por el
contrario, no se detectd la expresion de ninguna de las dos citocinas analizadas, como en el caso

de la dosis de 5 pg de LPS.
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Figura 5.33.- Andlisis de la expresion de citocinas antiinflamatorias en tumores subcutaneos B16. Tras el
sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habian sido tratados con LPS a diferentes concentraciones
(1, 5y 10 pg), AuNPs y con la combinacién de ambos, fueron extraidos y pesados, tal y como se describe
en el Apartado 4.8.5.1. A continuacidn, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturi estéril se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24
pocillos. Pasado este tiempo, se recogio el sobrenadante vy, tras su centrifugacién para la eliminacién de
restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-4 e IL-10 mediante tecnologia multiplex. Los datos se
representan como la media £SEM de al menos 4 réplicas bioldgicas realizadas en al menos 2 experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001; *¥*** p<0,0001.

Finalmente, se analizo la expresion de las siguientes quimiocinas: CXCL1 o Gro-alpha/KC (del
inglés, “Growth-related oncogene/Keratinocyte Chemoattractant”), CXCL2 o MIP-2 alpha (del
inglés, “Macrophage Inflammatory Protein-2"), CXCL5 o ENA-78 (del inglés, “Epithelial-Neutrophil
Activating protein-78”) y CCL2 o MCP-1 (del inglés, “Monocyte Chemoattractant Protein-1") 47
500: todas ellas con una alta actividad de atraccién de monocitos y PMNs, descritas por su

importante implicacion en el crecimiento y metastasis de los tumores de melanoma.

Enla Figura 5.34.A. se observa que, al igual que ocurria con la produccién de las citocinas pro-
y antiinflamatorias, la presencia de LPS, de AuNPs y la combinacién de ambos componentes,
provocd una alteraciéon del perfil de expresidon. Por lo general, a concentraciones altas de LPS
(dosis de 5 y 10 ug) se produjo un incremento de la produccién, mientras que, a concentracion
baja (dosis de 1 pg), los valores de CXCL1 aumentaron significativamente, pero los de CXCL2 y
CXCL5 disminuyeron. Las AuNPs mostraron ser capaces de provocar por si solas un aumento de
la expresién de CXCL1y junto con LPS, de nuevo, en funcion de la combinacidn utilizada, se obtuvo

diferente patron de expresion de cada una de ellas.

Por otro lado, al analizar la expresion de CCL2, tal y como se muestra en la Figura 5.34.A,, se

observaron valores similares en ausencia y presencia de AuNPs.
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Figura 5.34.- Andlisis de la expresién de quimiocinas en tumores subcutdneos B16. Tras el sacrificio de los
ratones, aquellos tumores que habian sido tratados con LPS a diferentes concentraciones (1, 5y 10 pg),
AuNPs y con la combinacién de ambos, fueron extraidos y pesados, tal y como se describe en el Apartado
4.8.5.1. A continuacion, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturi estéril se mantuvieron en
cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24 pocillos. Pasado este
tiempo, se recogid el sobrenadante vy, tras su centrifugacion para la eliminacion de restos celulares, se
cuantificaron los niveles de: (A) CXCL1, CXCL2 y CXCL5y (B) CCL2; todos ellos mediante tecnologia multiplex.
Los datos se representan como la media +SEM de al menos 3 réplicas bioldgicas realizadas en al menos 2
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizd6 mediante un t test de Student, donde * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

A partir de los resultados obtenidos durante todo el estudio del efecto de las AuNPs sobre
el melanoma murino B16, se selecciond la concentracién de 10 ug de LPS como la mds adecuada
para estimular el inicio de una respuesta inflamatoria y poder estudiar la influencia de las AuNPs

sobre la misma mediante su combinacidn en experimentos posteriores.
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5.3.5. Estudio anatomopatoldgico del efecto de las AuNPs sobre el

melanoma murino B16 /n vivo

Con el objetivo de evaluar mas en detalle el estado de los tumores, se llevd a cabo su
estudio histoldgico basdandonos en los criterios de Clark, sistema que se usa para describir la
profundidad de la diseminacion del tumor a través de las capas de la piel afectadas. Dentro de
esta clasificacién encontramos cinco niveles: | (intraepidérmico), Il (zona de unién), Il (dermis
papilar), IV (dermis reticular), V (hipodermis); cada uno de ellos asociado a un grado de

supervivencia.

La evaluacién de las muestras fue llevada a cabo por el Dr. José Antonio Uranga Ocio, del
Area de Histologia de la Universidad Rey Juan Carlos. Todos los tumores estudiados presentaron
una masa tumoral compatible con el nivel 5 segun los criterios anteriormente descritos, siendo
la maxima profundidad de invasion que puede presentar un melanoma. Como se observa en la
Figura 5.35., por un lado, los tumores del grupo control y los tumores tratados con LPS no
mostraron diferencias significativas en cuanto a la tincion HE. Por otro lado, los tumores tratados
con AuNPs mostraron depdsitos localizados de oro en células fagocitarias como los M@,
especialmente en la zona peritumoral, mientras que en aquellos tratados con la combinacion de

AuNPs vy LPS, lainfiltracidn de estas células llegé a alcanzar la zona central incluso la [dmina propia.
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Figura 5.35.- Estudio de anatomia patolégica de tumores subcutdneos B16 tratados con AuNPs. Se
inocularon 5x10° células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 dias, una vez los tumores
comenzaron a crecer, se inyecté intratumoralmente una concentracion fija de 2 mg de AuNPs en ausencia
0 en combinacion con una concentracion de 10 pg de LPS en un volumen final de 100 pl. La administracién
de ambos compuestos se hizo de forma independiente, aunque simultdnea. Como control se inyecté el
mismo volumen de PBS. Pasados otros 7 dias tras el tratamiento, los ratones fueron sacrificados vy los
tumores extraidos para ser fijados en PFA 4% durante 24 horas a 4°Cy posteriormente preservados en
etanol al 70% hasta su inclusion en parafina en el Servicio de Anatomia Patoldgica del CIBA. Tras la
obtencién de algunas secciones, se utilizd el digitalizador de portaobjetos de microscopio Axio Scan. Z1
(Zeiss) para la obtencién de las imagenes. Se muestra un ratén de modo representativo, de cada uno de
los siguientes grupos experimentales: (A) Control; (B) LPS10; (C) NPs; (D) NPs+LPS10.

5.3.6. Estudio del efecto de las AuNPs sobre las poblaciones inmunolégicas

presentes en el microentorno tumoral del melanoma murino B16 /n vivo

Con el objetivo de completar el andlisis del efecto de las AuNPs, se planted llevar a cabo
el estudio de las células inmunitarias infiltrantes que conforman el TME: linfocitos T de caracter
antitumoral o inmunoregulador, células NK, DCs, M@ asociados a tumor (TAMs; del inglés,

“Tumor Associated Macrophages”) o neutréfilos son algunas de ellas 0102,

En primerlugar, una vez disefiados los paneles de citometria apropiados para la distincién
de los principales tipos de células inmunes (Anexo Il), se utilizé la suspension celular obtenida tras

la disgregacion de un bazo procedente de un ratéon C57BL/6 WT para optimizar el marcaje de
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cada una de estas poblaciones. Se fijaron las condiciones dptimas de adquisicion empleando
como control la fluorescencia menos uno (FMO; del inglés, “Fluorescence Minus One”) para
establecer los pardmetros necesarios para la compensacion del efecto de solapamiento de los
espectros de emision de los diferentes fluorocromos utilizados. Tal y como se observa en la Figura
5.36., los porcentajes finalmente obtenidos de células linfoides y células mieloides fueron acordes
a lo descrito en la bibliografia (https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-cytometry-cell-

frequency.htmI#%E2%80%8BMurine), corroborando de esta forma que los paneles establecidos

eran los adecuados.
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Figura 5.36.- Esquema representativo del analisis de las poblaciones inmunoldgicas en bazo. Tras el
sacrificio de los ratones, se procedio a la extraccion y disgregacién del bazo, tal y como se describe en el
Apartado 4.8.1. A continuacion, se procedio a la determinacion de las células inmunes mediante el analisis
de la expresion de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1., CD11b, CD11c, Ly6G, F4/80,
MHCIl y CD206. Se muestra un experimento representativo del analisis realizado mediante citometria de
flujo en el que se representan los porcentajes de células para cada uno de los marcadores. Los nimeros en
la esquina inferior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante.

A continuacién, se realizd el mismo tipo de andlisis de las células inmunes infiltrantes, en
este caso extraidas a partir de las suspensiones celulares obtenidas tras la disgregacion de los
tumores B16, tal y como se detalla en el Apartado 4.8.5.2. En todos los experimentos realizados
se efectud la exclusion de dobletes y otros agregados celulares, y se descartaron las células
muertas mediante el marcaje con 7-AAD (Figura 5.37.A.). Ademas, debido a que el nimero de
células inmunes representa un porcentaje minoritario frente al porcentaje de células tumorales,
se realizd una primera seleccién con respecto a CD45 para las células de estirpe linfoide y con
respecto a CD11b para las células de estirpe mieloide, haciendo siempre referencia a este primer
marcaje para la expresion del porcentaje final de cada una de las poblaciones celulares, tal y como

se observa en la Figura 5.37.B.
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Figura 5.37.- Esquema representativo del andlisis de las poblaciones inmunoldgicas en tumores
subcutdneos B16. Tras el sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habian sido tratados con una
concentracién de 10 pg de LPS, AuNPs o con la combinaciéon de ambos, fueron extraidos y disgregados, tal
y como se describe en el Apartado 4.8.5.2. A continuacién, se procedié a la determinacién de las células
inmunes infiltrantes mediante el analisis de la expresion de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4,
CD§, NK1.1., CD11b, CD11c, Ly6G, F4/80, MHCIl y CD206. Se muestra un experimento representativo del
analisis realizado mediante citometria de flujo en el que se representa (A) la seleccién de los singlets y la
exclusion de las células muertas mediante el marcaje con 7-AAD y (B) los pocentajes de células para cada
uno de los marcadores. Los numeros en la esquina inferior muestran el porcentaje de células
correspondientes a cada cuadrante.

923|767 \
—
F4/80

F4/80

—_—
CD206

159



160

RESULTADOS

Siguiendo con el protocolo establecido, se analizaron los distintos grupos experimentales
tal y como se muestra en la Figura 5.38.A. Los resultados mostraron como la administracion de
LPS a una dosis de 10 pg duplicé el nimero de linfocitos T CD8" y provocd un ligero incremento
de los neutrdfilos con respecto al grupo control. Por otro lado, las AuNPs alteraron casi la
totalidad de las poblaciones analizadas, mostrando en todos los casos incrementos o descensos
con respecto al grupo control, aunque de manera menos drdstica que el LPS. Mientras, en
combinacién, fueron capaces de duplicar tanto el nimero de linfocitos T CD4* como de linfocitos
T CD8*. Asimismo, también se analizaron las diferentes subpoblaciones de M@ que podemos
encontrar en el TME (Figura 5.38.B.). Se observd, como era de esperar, que la administracion de
LPS indujera una polarizacién de los M@M1 °%, mientras que las AuNPs o la combinacion de
ambos promovian la polarizaciéon hacia un fenotipo M2, resultados que fueron respaldados al

mostrar un incremento en la expresion de PD-L1 °%+°% tal y como se muestra en la Figura 5.38.C.
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Figura 5.38.- Anadlisis de las poblaciones inmunoldgicas en tumores subcutaneos B16. Tras el sacrificio de
los ratones, aquellos tumores que habian sido tratados con una concentracion de 10 pg de LPS, AuNPs y
con la combinacion de ambos, fueron extraidos y disgregados, tal y como se describe en el Apartado
4.8.5.2., y a continuacion, se procedié a la determinacion de las células inmunes infiltrantes mediante el
analisis de la expresion de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1., CD11b, CD11c,
Ly6G, F4/80, MHCII, CD206 y CD274. (A) Se muestra Unicamente la media de la expresién de cada uno de
los marcadores analizados de los diferentes grupos ensayados con respecto al grupo control. (B) Se muestra
la media del porcentaje de células positivas para los M@M1 y M@M?2 de cada uno de los diferentes grupos
experimentales. (C) Se muestra la media de la expresion de CD274 de los diferentes grupos ensayados con
respecto al grupo control. Cada grupo experimental estda compuesto por diferente nimero de ratones, de
un minimo de 3 experimentos independientes.
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5.3.7. Estudio de la influencia de las AuNPs en el tratamiento con anti-PD-1

del melanoma murino B16 /n vivo

La dualidad de la inflamacién ha generado que el uso de compuestos inmunosupresores
o agentes bloqueantes de citocinas proinflamatorias para tratar la inflamacién crénica pueda
provocar la aparicién de graves efectos secundarios como una mayor disposicién a padecer
infecciones o al desarrollo del cancer. Por lo que en base a los resultados obtenidos in vivo, los
cuales sugerian que las AuNPs podrian modular el TME, se planted la posibilidad de evaluar un
posible efecto sinérgico entre las AuNPs y el tratamiento con anti-PD-1, un agente
inmunoterapedtico frecuentemente empleado en clinica para el tratamiento de diferentes tipos

de tumor como el melanoma metastasico °%.

Para ello, se inocularon por via s.c. células B16 en ratones WT vy, una vez los tumores
comenzaron a desarrollarse de forma visible/palpable, se inyectaron intratumoralmente 2 mg de
AuNPs, tal y cémo se muestra en la Figura 5.39.A. Una vez inyectadas las AuNPs a “dia 0”, los
ratones comenzaron a ser tratados con dos concentraciones diferentes de anti-PD-1,
administradas por via i.p. cada 2 dias hasta alcanzar un total de 3 administraciones. Durante todo
este tiempo, se realizo el seguimiento del crecimiento tumoral (Figura 5.39.B.). A concentraciones
bajas de anti-PD-1 no se observaron cambios independientemente de la ausencia o presencia de
las AuNPs, mientras que a dosis mas altas si que pudimos ver como la combinaciéon de ambos
componentes provocd un retardo en el crecimiento con relacién a su respectivo control de AuNPs
sin combinar. Sin embargo, este efecto no resultd ser significativo debido a la variabilidad entre

los diferentes tumores del mismo grupo experimental.

Ademas del seguimiento del desarrollo tumoral, a lo largo de todo el procedimiento
experimental se controld el estado de los ratones mediante su peso, apariencia y nivel de
actividad. De esta forma, se evidencié que el LPS no mostraba toxicidad a las dosis administradas

ya que no se observaron cambios con respecto al grupo control.
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Figura 5.39.- Analisis del efecto de las AuNPs sobre tumores subcutaneos B16 tratados con anti-PD-1. (A)
Se inocularon 5x10° células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 dias, una vez los
tumores comienzan a crecer, se inyectoé intratumoralmente una concentracién fija de 2 mg de AuNPs en
un volumen final de 100 pl. Durante los dias 9,11 y 13 tras el inicio del experimento, se administré via i.p.
el tratamiento con anti-PD-1 (1y 2,5 mg/ml) y se observo el desarrollo tumoral hasta alcanzar el dia 14.
Cémo control se inyectd el mismo volumen de PBS y las distintas dosis de anti-PD-1. (B) Se muestran en
punteado las curvas de crecimiento a partir del dia 0, momento en el que se inicia el tratamiento con las
AuNPs, para cada uno de los tumores de forma independiente. El volumen se calculéd mediante la formula
L*A*H segun se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada uno de los gréaficos, mediante una linea
discontinua de mayor grosor se muestra la media, resultado de los diferentes tumores, y mediante una
linea continua se muestra la media de su respectivo grupo control. Se considerd como punto final el
momento en el que los tumores podian llegar a alcanzar un volumen de 0.5 cm?, el cual se aproximd al dia
7 tras la inyeccién intratumoral de AuNPs. Cada grupo experimental estd compuesto por diferente nimero
de ratones, tal y como se refleja en el gréfico, de un minimo de 2 experimentos independientes.
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A continuacion, como se muestra en la Figura 5.40.A., se analizé la expresidon de las
citocinas proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a mediante ELISA. El tratamiento con una dosis de 1
mg/ml de anti-PD-1, dio como resultado un incremento de la produccion de IL-18 y TNF-q,
mientras que, los niveles de IL-6 permanecieron estables en comparacion con el grupo control.
Por el contrario, en presencia de AuNPs a esta misma dosis de anti-PD-1, no se observaron
aumentos con relacidn a su respectivo grupo control de AuNPs sin tratar, incluso en el caso de la
IL-6 se manifestd un descenso en el nivel de expresién. El tratamiento con una dosis de 2,5 mg/ml
de anti-PD-1 en ausencia de AuNPs no mostré variaciones relevantes con respecto al grupo
control. Sin embargo, las AuUNPs a esta dosis de tratamiento produjeron mayores descensos de la
producciéon de IL-1B e IL-6, aunque Unicamente resulto ser significativo en este Ultimo caso. De

nuevo, los niveles de TNF-a permanecieron sin alterarse en presencia de anti-PD-1 y AuNPs.

Asimismo, se analizé la expresidn de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 mediante
tecnologia multiplex, tal y como se muestra en la Figura 5.40.B. Se observé que la administracion
de anti-PD-1 estimuld la reduccion de la expresidn de ambas citocinas independientemente de la
ausencia o presencia de las AuNPs en el entorno, y, ademads, podriamos decir, que el descenso

fue proporcional a la dosis administrada del agente inmunoterapeutico.
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Figura 5.40.- Andlisis de la expresién de citocinas pro- y antiinflamatorias de tumores subcutdneos B16
tratados con anti-PD-1. Tras el sacrificio de los ratones, los tumores tratados con AuNPs y anti-PD-1 fueron
extraidosy pesados, tal y como se describe en el Apartado 4.8.5.1., y a continuacion, tras realizarles algunos
cortes con ayuda de un bisturi estéril se mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio
RPMI completo en una placa de 24 pocillos. Pasado este tiempo, se recogio el sobrenadante vy, tras su
centrifugacién para la eliminacién de restos celulares, se cuantificaron los niveles de: (A) IL-1B, IL-6 y TNF-
o mediante ELISAy (B) IL-4 e IL-10 mediante tecnologia multiplex. Los datos se representan como la media
+SEM de al menos 4 réplicas bioldgicas realizadas en al menos 2 experimentos independientes. El analisis
estadistico se realizd mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****
p<0,0001.

Finalmente, tras el tratamiento con 1 mg/ml de anti-PD-1, el resultado de la expresion de
las quimiocinas analizadas (Figuras 5.41.A. y 5.41.B.) sefialé una disminucién de los niveles
independientemente del grupo experimental para CXCL2 y CCL2, aunque para CXCL5 solamente
pudimos observarlo en presencia de AuNPs, ya que en ausencia de las mismas los valores se
mantuvieron estables. A dosis de 2,5 mg/ml de anti-PD-1, también advertimos variaciones en
funcion de las condiciones establecidas, destacando el incremento de CCL2 producido por la

presencia de AuNPs a dosis alta de anti-PD-1.
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Figura 5.41.- Andlisis de la expresion de quimiocinas de tumores subcutdneos B16 tratados con anti-PD-1.
Tras el sacrificio de los ratones, los tumores tratados con AuNPs y anti-PD-1 fueron extraidos y pesados, tal
y como se describe en el Apartado 4.8.5.1., y a continuacion, tras realizarles algunos cortes con ayuda de
un bisturi estéril se mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en
una placa de 24 pocillos. Pasado este tiempo, se recogio el sobrenadante vy, tras su centrifugacion para la
eliminacion de restos celulares, se cuantificaron los niveles de: (A) CXCL2 y CXCL5 (B) CCL2; todos ellos
mediante tecnologia multiplex. Los datos se representan como la media +SEM de al menos 4 réplicas
bioldgicas realizadas en al menos 2 experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé mediante
un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.

5.3.8. Discusion

El gran desarrollo de la nanotecnologia ha abierto un debate importante sobre la
seguridad de los nanomateriales y su impacto medioambiental. Hoy en dia, ya son numerosos
trabajos los que estudian la toxicidad de los diferentes tipos de NPs que se utilizan en los diversos
campos, especialmente en el dmbito de la biomedicina. Sin embargo, uno de los principales
problemas es la discrepancia con las condiciones experimentales en las que se evalUan los efectos
de toxicidad y biodistribucion °%7, ya que es posible que las NPs no sean tdxicas para la célula en
la que se encuentran en cuanto a que no produzcan su muerte, pero pueden alterar su
funcionamiento #2°%8°09  Asimismo, comprender sus interacciones con el sistema inmunoldgico
resulta esencial para la optimizacion de estos sistemas. Por todo ello, se establecié como objetivo
para este trabajo de tesis, llevar a cabo un estudio mas exhaustivo del efecto de las AuNPs

mediante la realizacion de ensayos de inmunotoxicidad tanto in vitro como in vivo.

El LPS es considerado como un factor de virulencia y potente inmunoestimulador,
componente mayoritario de la pared celular de las bacterias Gram negativas . Dependiendo de
la intensidad de respuesta, el LPS via TLR4, es capaz de desencadenar la liberacion de numerosas
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1pB e IL-6) mediante la activacion de NF-kB °°. Los primeros
resultados obtenidos, sefialaron que la expresion de las diferentes citocinas no sdlo depende de
la dosis de LPS administrada, sino que el tiempo de incubacién también resulta determinante

para la activacién de los M@.
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Aunque el oro se define como inerte y biocompatible, las propiedades fisicoquimicas de
las AuNPs, como son la superficie, la forma o el tamafio, juegan un papel relevante en sus efectos
sobre las células inmunes °!1, tal y como se describia en el Apartado 2.4.2., especialmente en las
células fagociticas como son los M@ o las DCs, dado que son las primeras en detectar agentes
extrafios. Por este motivo resulta esencial caracterizar la inmunotoxicidad de las AuNPs
determinando si son capaces de activar el sistema inmune °!2. Tras el andlisis in vitro de la
expresion de citocinas proinflamatorias en M@M1, se mostré como las propiedades de la
superficie de las nanoesferas de oro de 14 nm empleadas, pueden conducir a una mayor o menor
activacion de la respuesta inflamatoria, tal y como se habia descrito en estudios previos >33° sin
manifestar citotoxicidad. Asimismo, nuestros resultados demostraron como las AuNPs
seleccionadas, con un tamafio de 14 nm recubiertas con PEG-N5; y PEG-COOH con el 100% de la
superficie saturada, son capaces de perturbar la respuesta inflamatoria provocada por la

administracion de diferentes dosis de LPS, alterando los niveles de expresién de las citocinas IL-

1B, IL-6 y TNF-a. en M@M1 y de IL-6 y TNF-a en M@M?2.

Para explicar estas alteraciones, por un lado, se ha descrito como propiedad inherente
del oro la de unirse a los grupos tioles *'°, por lo que la presencia de residuos de cisteina en el
complejo IKK lo convierte en un objetivo probable al cual pueden unirse las AuNPs. Se ha
demostrado que las AuNPs pueden penetrar la membrana de linfocitos B e interaccionar con los
componentes de la via de sefializacion NF-kB, alterando la funcidn normal de las células >¢. Otros
estudios previos revelaron que el oro es capaz de inhibir la actividad IKK sobreexpresada en
células COS >', y como este efecto inhibitorio estd asociado con la supresion de la degradacién
de las proteinas IkB % inhibiendo la produccién de IL-1B y TNF-a. en M@ estimulados con LPS %7,
Asimismo, se ha sefialado que las AuNPs pueden suprimir la produccién de NO inducida por

1 >*8 resultando en una

endotoxinas mediante la inhibicion de las vias NF-kB e IFN-B/STAT
disminucién de la inflamacién y el dafio oxidativo °*°, y por lo tanto mostrando propiedades
antiinflamatorias *%°. Sin embargo, al contrario, otros estudios muestran como las AuNPs
incrementan la produccién de NO e IL-6 inducida por el LPS, mediante la activacion de p38 MAPK
y NF-kB °%', y de otros mediadores inflamatorios por lo que se les atribuyen propiedades

proinflamatorias 522523,

Por otro lado, es bien sabido que las NPs absorben multitud de moléculas localizadas en
el entorno circulante para reducir su energia libre, debido a su naturaleza altamente reactiva.

Cabe destacar que, algunos estudios han sefialado que el LPS no se adhiere a las NPs PEGiladas,
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debido a que la interaccion con estas moléculas depende de las propiedades fisicoquimicas de
las NPs, especialmente de su superficie °2*. En caso de que esto sucediera, se ha descrito como la
funcionalizacion de las NPs con LPS provoca una alteracion en la estructura de la endotoxina, de
manera que le permite mantener su capacidad de inducir una respuesta inflamatoria pero elimina

sus efectos de resolucién de la misma, siendo incapaz de producir mediadores antiinflamatorios

525-527

Sin embargo, las alteraciones que se obtuvieron en relacion con el estudio de las citocinas
proinflamatorias en M@ no seguian un patrén de incremento o descenso con relacién a sus
respectivos controles, por lo que en este caso no podemos afirmar que las AuNPs seleccionadas
posean propiedades pro- o antiinflamatorias, ni tampoco que se acomplejen con el LPS, de tal
forma que, al disminuir la concentracién de endotoxina libre en el medio, se produciria una
reduccién de la respuesta inflamatoria. No obstante, podemos concluir que las AuNPs provocan
una desregulacién en las vias de expresion de las citocinas proinflamatorias, y que el aumento o

la disminucidn de alguna de ellas, podria influir en la produccidn del resto >%.

Como va se describia en el Apartado 1.2.1., la inflamacién puede ser considerada como
un arma de doble filo, ya que puede ser un proceso beneficioso para el organismo o, por el
contrario, presentar un caracter patofisioldgico asociado a muchas enfermedades como el
cancer. Nuestros resultados sobre el crecimiento de los tumores tras el tratamiento con LPS,
podrian explicarse en base a esta teoria, sugiriendo que la dosis empleada de endotoxina podria
estar generando diferente tipo de inflamacion. Mientras que a una dosis de 5 ug de LPS se
producia una remisién completa en la mayoria de los tumores, a la concentracion de 10 ug de
LPS, los tumores mostraban un desarrollo continuo durante todo el experimento, sin demostrar

toxicidad en ninguno de los casos.

Entre las principales aplicaciones de las AuNPs dentro del campo de la biomedicina,
encontramos el diagndstico y la terapia de enfermedades neopldsicas. Su uso se centra
principalmente en mejorar el balance entre la eficacia terapéutica y la toxicidad sistémica que
producen algunos agentes quimioterdpicos convencionales. También en la optimizacién del
tiempo de vida media y la biodisponibilidad de los diferentes farmacos empleados para reducir
sus efectos secundarios °*. Debido a la elevada permeabilidad vascular que presentan ciertos
tumores soélidos, las AuNPs tienen la capacidad de acumularse en ellos. Esta propiedad,
ampliamente descrita, se conoce con el nombre de efecto mejorado de permeabilidad vy

retencion (EPR; del inglés, “Enhanced Permeability and Retention effect”), y se debe a que la
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aparicion de un tumor sélido induce la rapida formacion de vasos sanguineos (angiogénesis)
caracterizados por un endotelio poco cohesionado y muy fenestrado, lo que, sumado a la
liberacion de factores de permeabilidad vascular, permite la extravasacion de las NPs. Ademas,
las dreas tumorales se caracterizan por la ausencia de drenaje linfatico funcional, lo que limita la
eliminacién de las NPs extravasadas, prolongando su tiempo de permanencia en el tejido
neoplasico, lo que garantiza la efectividad de las nuevas terapias con NPs, asi como mejora la
eficacia de los tratamientos >3°. Por consiguiente, se analizaron las AuNPs testadas in vitro en un
contexto de inflamacién durante el cual se sabe que aumenta la permeabilidad vascular y el
sistema inmune permanece activo >332 Nuestros resultados demuestran que la presencia de las
AuNPs en el TME provoca alternaciones, dando lugar a incrementos en la expresion de
mediadores tanto proinflamatorios como antiinflamatorios. Asimismo, las AUNPs en combinacién
con dosis bajas de LPS podrian estar actuando cémo segunda sefial en el modelo propuesto de
dos sefiales para la activacién eficiente del inflamasoma NLRP3, tal y como se describia en el
Apartado 1.2.2.2. Esto promueve un incremento en el crecimiento de los tumores, asi como una
mayor expresion de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, por el contrario, las AuNPs en
combinacién con dosis altas de LPS mostraron propiedades antiinflamatorias mediante un retraso
del crecimiento tumoral, un descenso de la produccion de las citocinas proinflamatorias y un
incremento de la expresién de algunas de las quimiocinas analizadas. Esto podria ser debido a
una mayor infiltracién de las NPs administradas a lo largo de toda la masa tumoral, cémo se pudo

apreciar en las imagenes obtenidas mediante el estudio anatomopatolégico.

La inmunoterapia es una estrategia terapéutica que aprovecha el sistema inmune para
conseguir una respuesta contra el tumor. En cuanto a su mecanismo de accién, puede estar
enfocada a modular o a restaurar el sistema inmune >*. En el caso de la inmunoterapia especifica,
la estrategia se basa en la induccion de una respuesta frente a antigenos concretos del tumor,
que se presentan de manera inmunogénica. La terapia de DCs forma parte de ella y aprovecha la
capacidad de presentacion antigénica de estas células, asi como su efecto inmunomodulador >34,
En la actualidad, existen numerosos estudios acerca del gran potencial de las AuNPs en el
desarrollo de inmunoterapias y su éxito esta basado en el control preciso de sus propiedades
fisicoquimicas. El tamafio y la forma pueden influir en la capacidad de las AuNPs para alcanzar las
células diana o para interaccionar con ellas. Estas pueden atravesar la membrana celular de forma
pasiva a través de la difusion y otros mecanismos de internalizacion (Fernandez et al., 2015, Oh
et al., 2011), asi como facilitar el contacto con otras células involucradas en la respuesta

inmunoldgica. Se ha demostrado que determinadas NPs son capaces de inducir cambios



RESULTADOS

morfoldgicos sobre las DCs, asi como modular la expresiéon de algunos de sus receptores de
superficie, como es el caso de la molécula MHCI| 4%8°11535 Nyestros estudios demostraron que,
las AuNPs empleadas no eran capaces de modular la maduracién de las BMDCs in vitro, sin
embargo, disminuyeron la expresién de CD40, CD80, CD86 y MHCIl inducida por la adicién de LPS.
Tanto para el porcentaje de células positivas como para los niveles de expresion de cada uno de
los marcadores analizados. Esta inhibicion de la maduracién podria ser debida a la modulacion de

la sefializacién celular, tal y como se describe en algunos estudios previos “08>3¢,

Otro de los tratamientos empleados en inmunoterapia es el uso de anticuerpos
blogueantes, tal y como se describia en el Apartado 1.1.3.1,, los cuales actdan a nivel del TME,
impidiendo la interaccion con el tumor vy las células estromales. El TME esta constituido por una
gran variedad de células inmunes infiltrantes, entre las cuales los TAMs juegan un papel clave. Su
incremento se ha correlacionado con un mal prondstico >*” debido a la secrecién de diversos
factores de crecimiento, los cuales pueden aumentar la formacién de vasos sanguineos °*, o de
enzimas que degradan la matriz extracelular facilitando que el tumor pueda invadir los tejidos
adyacentes >*°. Mas concretamente, una mayor infiltracion de M@M?2 se asocia con una mayor
invasion, progresién y metastasis del tumor >*°. Nuestros resultados mostraron que las AuNPs
estudiadas, ademas de ser capaces de alterar las distintas poblaciones celulares que conforman

el TME, provocan una polarizacién de los TAMs hacia un fenotipo M2.

A pesar de que actualmente los tratamientos con ICls son considerados como “la
revolucion terapéutica”, su efectividad depende de la existencia de un TME inmunogénico. En la
actualidad, solo unos pocos tumores poseen esta caracteristica, denominados como “tumores
calientes”, mostrando altas tasas de respuesta y, por lo tanto, mejores tasas de supervivencia en

1 Por el contrario, se estima que el 85% de los tumores restantes son los

los pacientes
considerados como “tumores frios”, aquellos en los que las células inmunes han sido incapaces
de penetrar, por lo que presentan bajos niveles de infiltracion >#. Por ello, multitud de ensayos
buscan “convertir tumores frios en tumores calientes” a través de los efectos potencialmente
sinérgicos de las diferentes combinaciones existentes, ya sea con diferentes tipos de
inmunoterapia o con tratamientos convencionales. El modelo de melanoma murino B16 utilizado
para llevar a cabo los estudios in vivo, es considerado como un tumor frio, ya que apenas produce
respuesta frente al tratamiento con anti-PD-1 como puede verse en las graficas de crecimiento

tumoral, algo que ya habia sido descrito previamente >**°% (https://es.covance.com/industry-

solutions/oncology/preclinical/tumor-spotlights/b16-f10-a-murine-melanoma-model.html). Sin
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embargo, tras analizar el crecimiento de los tumores tratados con anti-PD-1 en combinacién con
AuNPs, nuestros resultados mostraron una mayor sensibilidad de los tumores B16 al tratamiento
administrado, lo cual podria explicarse gracias al aumento de los TAMs con fenotipo M2, los

cuales presentan una mayor expresion de la proteina PD-1 en su superficie >.

Finalmente, diversos estudios han sefialado que el TNF-a es capaz de desempefiar un

546

doble papel en oncoinmunologia, actuando como factor antitumoral 0 como citocina

inmunosupresora 474

, aumentando la expresién de PD-L1 en las células tumorales o la
eliminacién de linfocitos T activados. Asimismo, se ha asociado un incremento en la expresion de
TNF-a en muestras de pacientes de melanoma metastasico tratados con anti-PD-1 >*°. El analisis
de la expresidn de citocinas y quimiocinas apoyd lo anteriormente descrito >*° y sugiriendo que

las AuNPs son capaces de mejorar el tratamiento de melanoma murino con anti-PD-1.
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Capitulo 6.- CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en este trabajo permitieron obtener las siguientes

conclusiones:

1. El biosensor conformado por la secuencia peptidica VANRSAS, ademas de ser estable
frente a la degradacién a tiempos cortos, es especifico frente a la gzmA recombinante
tanto de origen murino como humano, y muestra alta sensibilidad, siendo capaz de
detectar bajas concentraciones de ambas proteinas.

2. La deteccién de la actividad enzimatica de la gzmA en muestras de lisados y sueros
biolégicos de origen murino y humano mediante el uso de dicho biosensor, lo convierten
en un biosensor valido para el estudio de la implicacion de la gzmA en patologias como
la sepsis.

3. Los pacientes con sepsis muestran un incremento de la concentracion de la gzmA en
suero, asi como un incremento de la actividad enzimatica de la misma, lo que sugiere una
posible implicacién de la gzmA extracelular en la patogénesis de esta enfermedad.

4. Existe una correlacién entre la actividad enzimatica de la gzmA vy el estado de los
pacientes con sepsis lo que indica que la gzmA extracelular podria ser utilizada como
biomarcador de prondstico en sepsis.

5. Elsilenciamiento génico in vitro de la gzmA mediante el uso de nanocomplejos con siARN,
bajo las condiciones establecidas, no ha resultado ser efectivo.

6. Las NCs de quitosano son eficientemente internalizadas en el interior de linfocitos T y
células NK, en un intervalo de tiempo relativamente corto y sin mostrar toxicidad sobre
las mismas, por lo que representan un sistema de vehiculizacién adecuado para el
silenciamiento de la gzmA.

7. Las NCs y las MCs de quitosano permiten actuar de forma localizada aumentando el
tiempo de retencion en la zona del intestino, eliminandose por completo del organismo
sin llegar a producirse su integracién en la via sistémica, lo cual disminuye el riesgo de
toxicidad.

8. Las propiedades de la superficie de las nanoesferas de oro de 14 nm influyen sobre la
activacion de la respuesta inflamatoria sobre M@M1, sin manifestar citotoxicidad sobre

los mismos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Las AuNPs seleccionadas, con un tamafio de 14 nm recubiertas con PEG-Ns; y PEG-COOH
con el 100% de la superficie saturada, son capaces de modular la produccién de citocinas
inflamatorias en M@M1 y M@M2 inducida por LPS.

Las AuNPs son capaces de inhibir la maduracién de las BMDCs analizada por la expresion
de las moléculas de superficie CD40, CD80, CD86 y MHCII.

La presencia de las AuNPs en el TME del melanoma murino B16, provoca un incremento
en la expresién de determinados mediadores pro- y antiinflamatorios, asi como una
alteracion de las distintas poblaciones celulares que lo conforman.

La concentracion de LPS utilizada para inducir una respuesta inflamatoria en el melanoma
murino B16, resulta ser clave para la obtencién de una inflamacion beneficiosa, capaz de
provocar una remision de los tumores, o una inflamacion perjudicial, con caracter
fisiopatoldgico.

Las AuNPs, administradas en los tumores B16 en combinacion con bajas dosis de LPS,
provocan un incremento de la respuesta inflamatoria promoviendo un mayor
crecimiento de los tumores, asi como una mayor expresion de algunas citocinas
proinflamatorias.

Las AuNPs, administradas en los tumores B16 en combinacién con altas dosis de LPS,
presentan mayor capacidad de infiltracion a lo largo de toda la masa tumoral y muestran
propiedades antiinflamatorias, promoviendo un retraso del crecimiento de los tumores,
un descenso de la produccion de ciertas citocinas proinflamatorias y un aumento en la
expresion de determinadas quimiocinas.

La administracion de las AuNPs en tumores B16 provoca una polarizacién de los TAMs
hacia un fenotipo M2 y un aumento de la expresion del factor antitumoral TNF-q,

mejorando asi la sensibilidad del melanoma al tratamiento con anti-PD-1.
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Capitulo 7.- ANEXOS

Anexo |

SOLUCION

BMGY

BMMY

LB

LB agar

LB-LS

LB-LS agar

Medio de enriguecimiento

SOC

MT-PBS

PBS 1X

Solucién de lavado

Solucion de

permeabilizacién

COMPOSICION

20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
13,4 g/L YNB (del inglés, “Yeast Nitrogen Base”)
4 x 103 g/L Biotina
10 ml/L Glicerol
100mM Fosfato potasico; pH6.0
20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
13,4 g/L YNB
4 x 1073 g/L Biotina
10 ml/L Metanol
100mM Fosfato potasico; pH6.0
10 g/L Triptona
5 g/L Extracto de levadura
10 g/L NaCl; pH7.4
10 g/L Triptona
5 g/L Extracto de levadura
10 g/L NaCl;
15 g/L Agar; pH7.4
10 g/L Triptona
5 g/L Extracto de levadura
5g/L NaCl; pH7.4
10 g/L Triptona
5 g/L Extracto de levadura
5 g/L NaCl
15 g/L Agar; pH7.4
20 g/L Triptona
5 g/L Extracto de levadura
0,5 g/L NaCl
0,95 g/L MgCl,
1,2 g/L MgSQ04
3,6 g/L Glucosa; pH7.4
150mM NaCl
16mM NazHPO4
AmM NaH;,PO.; pH7.4
150mM NaCl
8mM K,HPO4 3H,0
1,6mM KH,PO4; pH7.4
PBS
0,05% (v/v) TWEEN 20
PBS
0,1% (p/v) Saponina
5% (v/v) SFB
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Solucién decolorante

Tampodn de carga lisis 3X

Tampdn de conservacion

Tampodn de lisis

Tampén MACS

Tampodn resolving

Tampdn running

Tampodn stacking

Tampodn de transferencia

Tampdn de trituracion

YPD

YPD agar

YPDS

YPDS agar

Anexo |.- Composicién de las soluciones empleadas.

10% (v/v) Acido acético glacial

25% (v/v) Metanol

2% (v/v) Glicerol

150mM TRIS-HCI
3% (p/v) SDS

0,3mM Na;Mo0Q4 2H,0
30mM NasP,07
30mM NaF

30% (v/v) Glicerol

30% (v/v) B-Mercaptoetanol
0,06% (p/v) Azul bromofeno
100mM CaCl;,

15% (v/v) Glicerol
150mM NH.CI
10mM K2C03

0,1mM EDTA; pH7.2-7.4
PBS
0,5% (v/v) SFB
2mM EDTA

1,5M TRIS-HCI pH8.8

25mM TRIS-HCI

180mM Glicina

0,1% (p/v) SDS
0,5M TRIS-HCl pH6.8

48mM TRIS-HCI
39mM Glicina
0,037% (p/v) SDS
20% (v/v) Metanol; pH8.3
100mM CacCl,
70mM MgCl,
40mM CH3COONa; pH5.5
20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
20 g/L Glucosa
20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
20 g/L Glucosa
15 g/L Agar
20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
20 g/L Glucosa
183 g Sorbitol
20 g/L Peptona
10 g/L Extracto de levadura
20 g/L Glucosa
183 g Sorbitol
15 g/L Agar
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Anexo |l

AMNIS® PANEL
Canal | Longitud (nm) I 488 261 785 | ESPLENOCITOS
1 430-480 BRIGHTFIELD PBMCS
FITC/AFA88/GFP/YFP/LysoTracker
2 | 480560 Bodipy
Green/MitoTrackerGreen/QD525
3 560-595 PE/Cy3/AF555/DSRed PE/Cy3/AF546/AF555/DSRed/MitoTracker Orange D3
PE-TexRed/ECD/PE-AF610/ AF568/AF594/AF610/ PE-TexRed/ECD/TexRed/
4 595-640 7-AAD
7-AAD/PI/RFP/QD625/eFluor625 PE-AF610/RFP/mCherry/7-AAD/PI
6 745-800 PE-Cy7/PE-AF750/QD800 PE-Cy7/PE-AF750 SSC -
DAPI/Hoechst/PacBlue/
7 430-505 AF405/Efluor405/CFP/LIVE- -
DEAD Violet
PacOrange/CascadeYellow/
3 505-570 -
AF430/QD525
9 570-595 BRIGHTFIELD -
10 595-640 QD625/eFluor 625 -
AntiNK1.1/CD56
APC-Cy7/APC-AF750/APC-eFluor750/
12 745-800 QD800 Cy7/AF750/eFluor750/PE-Cy7/ -

PE-AF750
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BECKMAN GALLIOS™

PANEL M@

FITC/GFP/AlexaFluor488/CFSE/MitoTracker
Green

525(40)BP

F4/80

575(30)BP PE/AlexaFluor555

620(30)BP PE-TexasRed/PI

PE-Cy5/PerCP/7-AAD/PE-Cy5.5/PerCP-

EEEZ0ER Cy5.5/PerCP-Vio700

7-AAD

755LP PE-Cy7/PE-Vio700

APC/AlexaFluor647/Drag5/Draq7/Cy5/Mito

660(20)8P Tracker DeepRed

CD206/MHCI

AlexaFluor700/Drag5/Draq7/APC-
AlexaFluor700

APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-
eFluor780/AlexaFluor780/Live-Dead Near
IR

nm 750LP

CD11b

PacificBlue/BV421/eFluor4d50/CFP/CellTrace
Violet/AlexaFluor405/VioBlue

Laser

) 450(40)BP
violeta

405
nm

PacificOrange/BV570/Aqua/AmCyan/Qdot5

550(50)BP
B0 65/AlexaFluor430/VioGreen

725(20)BP

+ Blogueante
Fc

BECKMAN GALLIOS™ PANEL DCs
525(40)BP FITC/GFP/AlexaFluor488/CFSE/MitoTracker CD80/CD86
Green
575(30)BP PE/AlexaFluor555 CD11b
620(30)BP PE-TexasRed/PI -

PE-Cy5/PerCP/7-AAD/PE-Cy5.5/PerCP-

695(30)8P Cy5.5/PerCP-Vio700

CD11c/7-AAD

755LP PE-Cy7/PE-Vio700

APC/AlexaFluor647/Draq5/Draq7/Cy5/Mito

BT Tracker DeepRed

CD40/MHCII

AlexaFluor700/Drag5/Draq7/APC-

725(20)8P AlexaFluor700

APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-
750LP eFluor780/AlexaFluor780/Live-Dead Near
IR

PacificBlue/BV421/eFluord50/CFP/CellTrace
Violet/AlexaFluor405/VioBlue

450(40)BP

violeta

PacificOrange/BV570/Aqua/AmCyan/Qdot5

SEOEUE? 65/AlexaFluor4d30/VioGreen
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PANEL POBLACIONES

™
BECKMAN GALLIOS INMUNOLOGICAS

DRI FITC/GRP/AlexaFluor48s/CFSE/Mi CD3/F4/80
toTracker Green
575(30)BP PE/AlexaFluors55 CD4/CD8/CD11c/CD274
620(30)BP PE-TexasRed/P!I -
PE—CyS/PerCP/7-AAD/PE- 7-AAD/CD11b
B
EEsiIalE? Cy5.5/PerCP-Cy5.5/PerCP-Vio700
755LP PE-Cy7/PE-Vio700 -
660(20)BP APC/AIexaFIuor647/Draq5/Draq7/ NKl.l./MHC||/CD206
Cy5/MitoTracker DeepRed
AlexaFluor700/Drag5/Draq7/APC- )
22 AlexaFluor700
APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-
750LP eFluor780/AlexaFluor780/Live- B
Dead Near IR
PacificBlue/BV421/eFluor450/CFP
IOV /CellTraceViolet/AlexaFluor405/Vi CD45/Ly6G
violeta oBlue

PacificOrange/BV570/Aqua/AmCy
BEEO)E an/Qdot565/AlexaFluor430/VioGr -
een

+ Bloqueante Fc

Anexo Il.- Paneles de citometria para el analisis multiparamétrico de los marcajes celulares.
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ANEXOS

Anexo lll

Nanoesferas de oro con un tamafio de 14 nm con diferente superficie:

NPsA Recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 25% de la superficie saturada
NPsB  Recubiertas con PEG-N3; y PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada
NPsC Recubiertas con PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada
NPsD

Recubiertas con FA-PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada

=

B)

15000
200+
e -
£ =
En I Control & W Control B
150 10000 [ NPsA
[0 NPsA
L B Npss
| NPs [ NpsC i ‘ﬁ
501 1 NPsC —— % 3 weso inii
[ NPsD il i =
4 I {
3000
2000
1000
X o100 o u Ir
SinLPS LPS1 LPS100 SinlPS LPs1 Lpsi00 SinLPS LPs1 LPS100 SinlPs LpS1 LPS100
{ | i}
6 horas 24 horas 6 horas 24 horas
{ ),zmn .
) g
\5 W Control l
20001 T NPsA

[l NPsB

= if bill l

SinLPS LPSL LPS100 __ SintPs LPS1 Lpsigo0

6 horas 24 horas

Anexo lll.- Analisis del efecto de diferentes tipos de AuNPs sobre la expresidn de citocinas proinflamatorias
en macréfagos M1. Se extrajo la médula 6sea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas
se sembraron a una densidad de 10° células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 7-8 dias con
medio GM-CSF, tal y como se indica en el Apartado 4.4.13.1. Pasado este tiempo, las células fueron
despegadas y a continuacién, se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a
diferentes concentraciones (1 'y 100 ng/ml), 100 pug/ml de AuNPs o una combinacién de ambas durante 6
y 24 horas. La adicién de LPS, independientemente de la concentracion empleada, se realizd 1 hora antes
que la adicién de las AuNPs. Se recogieron los sobrenadantes vy, tras su centrifugacion para la eliminacién
de restos celulares, se cuantificaron los niveles de (A) IL-1B, (B) IL-6 y (C) TNF-a mediante ELISA en M@M1.
Los graficos representan la media +SEM de 3 experimentos independientes. El anélisis estadistico se realizo
mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.
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