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1. RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades mas letales actualmente, por lo que es necesario encontrar
estrategias terapéuticas mas eficientes. Para ello es importante conocer los mecanismos de la
reprogramacion metabdlica en la carcinogénesis, donde la mitocondria ejerce un papel esencial.
Una posible estrategia terapéutica es la hipertermia (HT), mediante la que se consigue calentar
el tumor hasta 45 °C, de manera que se induce selectivamente la muerte celular en células
cancerosas hipodxicas, siendo menos danina para el tejido sano circundante. Ademas, se puede
conseguir una mayor efectividad en esta terapia, utilizando nanoparticulas magnéticas (MNPs)
gue proporcionan un calentamiento selectivo cuando son irradiadas por un campo magnético
alterno. Las MNPs mas empleadas son los éxidos de hierro, particularmente la maghemita (y-
Fe;03), debido a que son biocompatibles, facilmente metabolizados por el organismo vy
presentan superficies que pueden ser modificadas para su funcionalizacién con biomoléculas
activas de interés. El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la hipertermia en lineas
tumorales procedentes de cancer de mama como una posible estrategia terapéutica de forma
individual o combinada con otras terapias.

Los resultados revelan que tras la hipertermia se producen cambios en la expresién génica y
danos en la estructura y organizaciéon de los supercomplejos mitocondriales. Ademas, el
tratamiento combinado con farmacos que tienen como diana la mitocondria parece incrementar
el efecto de la hipertermia sobre la viabilidad celular. Por otro lado, con el objetivo de poner a
punto la hipertermia magnética local como terapia antitumoral, se han sintetizado
nanoparticulas magnéticas con un nucleo de Fe,0s3 conjugadas con cetuximab, un anticuerpo
gue reconoce el receptor del factor de crecimiento epidérmico para favorecer su incorporacion
especifica por parte de células tumorales que expresen dicho receptor. El analisis de las MNPs
conjugadas ha mostrado que, aunque es necesario optimizar el método de conjugacién para
conseguir una union de anticuerpo dptima sin necesidad de afectar a la estabilidad coloidal, y
una union covalente de la mayor parte del anticuerpo, todo apunta a que cetuximab se pueda
unir con una orientacién adecuada. La internalizacién de las MNPs en dos lineas celulares parece
mayor en la linea MDA-MB-468 debido a la sobreexpresién del receptor del factor de
crecimiento epidérmico en dicha linea celular.



ABSTRACT

Cancer is currently one of the most lethal diseases, making it necessary to find more efficient
therapeutic strategies. To achieve this, it is important to understand the mechanisms of
metabolic reprogramming in carcinogenesis, where the mitochondrion plays an essential role.
One possible therapeutic strategy is hyperthermia (HT), which involves heating the tumor up to
45°C, selectively inducing cell death in hypoxic cancer cells while being less harmful to the
surrounding healthy tissue. Additionally, the effectiveness of this therapy can be increased by
using magnetic nanoparticles (MNPs) that provide selective heating when irradiated by an
alternating magnetic field. The most commonly used MNPs are iron oxides, particularly
maghemite (y-Fe,03), because they are biocompatible, easily metabolized by the body, and have
surfaces that can be modified for functionalization with active biomolecules of interest. The
objective of this study is to investigate the effect of hyperthermia on tumor cell lines derived
from breast cancer as a possible therapeutic strategy, either individually or in combination with
other therapies.

The results reveal that after hyperthermia, changes occur in gene expression and damage to the
structure and organization of mitochondrial supercomplexes. Additionally, combined treatment
with drugs targeting the mitochondria appears to enhance the effect of hyperthermia on cell
viability. Furthermore, with the aim of developing local magnetic hyperthermia as an anti-tumor
therapy, magnetic nanoparticles with an Fe,0s; core conjugated with cetuximab have been
synthesized. Cetuximab is an antibody that recognizes the epidermal growth factor receptor to
promote its specific uptake by tumor cells expressing this receptor. The analysis of the
conjugated MNPs has shown that, although it is necessary to optimize the conjugation method
to achieve optimal antibody binding without affecting colloidal stability and to ensure covalent
binding of most of the antibody, everything indicates that cetuximab can bind with an
appropriate orientation. The internalization of the MNPs in two cell lines appears to be greater
in the MDA-MB-468 line due to the overexpression of the epidermal growth factor receptor in
this cell line.



2.INTRODUCCION

2.1 Cancer

El cdncer constituye un grupo heterogéneo de mas de 100 enfermedades que se caracterizan
por la proliferacion continua y desregulada de células que crecen y se dividen de manera
incontrolada invadiendo tejidos y érganos sanos, e incluso, en ocasiones, disemindandose por
todo el cuerpo, proceso conocido como metastasis. La transformacidn tumoral tiene su origen
en la acumulacién de mutaciones genéticas debidas a errores que ocurren cuando las células se
dividen, a la accion de sustancias nocivas presentes en el medioambiente que dafan el DNA, o
a la herencia genética. Estos cambios producidos en el DNA pueden conllevar que los
protooncogenes, genes implicados en el crecimiento celular normal, se conviertan en
oncogenes, provocando asi un crecimiento celular descontrolado?, o que se produzca la pérdida
de funcién de genes supresores de tumores.

Hanahan y Weinberg? describen 8 caracteristicas que presentan las células tumorales (Figura 1):
(i) sefializacién proliferativa sostenida, (ii) evasion de supresores de crecimiento, (iii) evasion de
la apoptosis, (iv) invasidon y metastasis, (v) activacion de un potencial de replicaciéon inmortal,
(vi) angiogénesis sostenida, (vii) reprogramacion del metabolismo energético y (viii) evasion de
la destruccidon inmune. Estas caracteristicas son adquiridas en el desarrollo del cancer por
distintos mecanismos y su desarrollo se ve favorecido por la inestabilidad genédmica.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding

cellular immune
* destruction
K,
Resisting ~ Enabling
cell replicative
death o immortality
\Z2, W
Genome ‘%/ Tumor-
instability & _ promoting
mutation O inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &

metastasis

Figura 1. Caracteristicas de las células tumorales?.

2.1.1 Cancer de mama

El cdncer de mama es uno de los cdnceres mas frecuentes y la causa de muerte mas comun de
céancer en mujeres®. Por lo general se puede clasificar en tres grupos, el que expresa receptores
hormonales (receptor de estrogeno o progesterona), el que expresa el receptor humano del
factor de crecimiento 2 (HER2) y el cancer de mama triple negativo (TNBC), que no presenta
ninguno de los tres receptores mencionados anteriormente. Este Ultimo, se caracteriza por
presentar una alta invasividad, alto potencial metastasico, propension a la recaida y un peor
prondstico®.

El tratamiento depende del subtipo de cancer y del grado de propagacion desde el seno hacia
los ganglios linfaticos (estadios Il o lll) u otras partes del cuerpo (estadio IV). Los pacientes suelen
recibir una combinacién de tratamientos. Entre ellos, destacan la cirugia para extirpar el tumor
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de mama, radioterapia y farmacos para eliminar las células cancerosas y prevenir su
propagacion, entre los que se incluyen, las terapias hormonales, la quimioterapia o terapias
bioldgicas dirigidas*. Aproximadamente el 30% de los pacientes diagnosticados con cancer de
mama acaban desarrollando metdastasis, por lo que el objetivo en el desarrollo de nuevas
terapias contra el cdncer es el control local del tumor, asi como centrarse en los efectos
sistémicos para detener las células cancerosas y evitar, la metdstasis®.

2.1.2 Metabolismo del cadncer y genes mas relevantes

En el afio 1924, Otto Warburg, determind que las células tumorales metabolizan la glucosa de
manera diferente a las células sanas, ya que las células cancerosas utilizan la glucdlisis
anaerdbica seguida de la fermentacién lactica como fuente de energia, aun habiendo una
cantidad suficiente de oxigeno para la respiracién®. Esta reprogramacién metabdlica en el
microentorno tumoral, denominada efecto Warburg, puede ser causada por: hipoxia;
mutaciones en genes supresores de tumores; mutaciones en la ruta catabdlica de la glucosa; la
actividad de oncogenes; o, simplemente, para llevar a cabo una obtencién mas rédpida de ATP y
secrecion de lactato.

Bajo condiciones de hipoxia, la proliferacién celular se reduce para prevenir un aumento de las
células consumidoras de O,. Sin embargo, las mutaciones celulares cancerosas y las alteraciones
genéticas en oncogenes o genes supresores de tumores, junto con la reprogramacion
metabdlica, permiten la proliferacién celular, a pesar de la baja concentracién de O, 7. Al darse
la hipoxia, se activa el factor de transcripcién HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1-alpha), que
codifica proteinas que aumentan la disponibilidad de O,y controlan la expresidon de genes y
proteinas implicadas en la angiogénesis, glucdlisis, apoptosis, invasion y resistencia, entre otrasé.
Ademas, la hipoxia puede inducir la respuesta de proteinas desplegadas, UPR (unfolded protein
response), activandose ATF4 (Activating Transcription Factor 4), que participa ampliamente en
la regulacidn del metabolismo de aminodacidos, la autofagia, la homeostasis redox y el estrés del
reticulo endoplasmatico en los tumores®.

También se han relacionado las condiciones de hipoxia en los tumores, con la activacion de
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), que ejerce un papel esencial en la interaccion
célula-célula, célula-matriz extracelular, sefializacién celular y proceso inmunitario. Los procesos
fisioldgicos regulados por ICAM-1 incluyen interacciones célula endotelial-leucocito y migracion
transendotelial de leucocitos, regulacién de la funcién efectora de leucocitos en la inflamacion,
reparacion tisular promoviendo neovascularizacion vy reepitelizacién, y carcinogénesis
facilitando la extravasacion y supervivencia de células tumorales circulantes®®

Por otra parte, las mutaciones en genes supresores de tumores también pueden dar lugar al
efecto Warburg. Una de las mutaciones mds frecuentes en el cancer es la de la proteina p53,
codificada por el gen TP53 y cuya funcién es inhibir alteraciones fenotipicas y gendmicas
relacionadas con el desarrollo del cdncer. Dicha funcidn se lleva a cabo mediante la interaccion
de p53 con varias vias de sefializacion celular que desempefan procesos celulares esenciales,
como la divisidn celular, el mantenimiento de la estabilidad gendmica, apoptosis, autofagia,
respuesta inmunitaria y regulacién del microambiente tumoral®Z.

Ademas, en los ultimos afios se ha reconocido a Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-related factor
2), como un factor de transcripcion clave que media la reprogramacion metabdlica en las células



cancerosas. Su funcién principal es regular un conjunto de genes citoprotectores que contienen
elementos de respuesta antioxidante, cuya expresién se induce en respuesta al estrés celular.
En células sanas, bajo condiciones basales, los niveles de Nrf2 son bajos debido a su continua
degradacion proteosomal mediada por KEAP1 (Kelch like ECH associated protein 1), proteina
adaptadora de sustrato regulada por redox para un complejo de ubiquitina quinasa dependiente
de Culs. En células cancerosas, la sefializacién oncogénica, mutaciones genéticas, alteraciones
en la autofagia o alteraciones metabdlicas conducen a la pérdida de la funcién de KEAP1 vy a la
estabilizacion de Nrf21213,

Otra alteracién producida en el metabolismo del cancer es la debida a la dindmica mitocondrial.
La morfologia mitocondrial experimenta un equilibrio dindmico entre la fusidn y la fisiéon en
respuesta a diferentes sefiales intra y extracelulares. La glucélisis altamente activada en las
células cancerosas ha sido vinculada a la fisidn mitocondrial, mientras el metabolismo oxidativo
activo se ha relacionado con la fusidn mitocondrial. Algunas de las GTPasas involucradas en la
dindmica mitocondrial son Opaly Drp1!4. Opal (Optic atrophy protein 1), ademas de regular la
fusiéon de la membrana interna mitocondrial, influye en otros procesos del cancer como la
liberacién de citocromo c y apoptosis, la respiracidn mitocondrial, la proliferacién celular y la
angiogénesis®®. Por otro lado, Drpl (Dynamin-related protein 1), ubicada en el citosol regula la
fision mitocondrial. En células cancerosas, el aumento de la fisidn mitocondrial provoca una
reduccion en la sefial pro-apoptdtica, por lo que la fision excesiva conduce a una menor
captacion de Ca?* por las mitocondrias, y esto posteriormente reduce la regulacién a la baja de
factores pro-apoptoticos como Bax?.

Las proteinas de choque térmico HSP70s (70-kDa heat shock proteins) también participan de
manera directa en las caracteristicas del cancer, al sobreexpresarse en respuesta a agentes
fisicos y quimicos, como el calor o el estrés, entre otros. Proporcionan a las células cancerosas
una ventaja al suprimir multiples vias apoptéticas, regular la necrosis, eludir el programa de
senescencia celular, interferir con la inmunidad tumoral, promover la angiogénesis y la
metdstasis. Estas proteinas tienen diversas funciones: secuestro de multiples complejos
proteicos; transporte de cadenas polipeptidicas nacientes a través de la membrana celular;
regulacién del plegamiento proteico; y actan como chaperonas de otras proteinas inducidas en
estados especificos de desarrollo tales como la diferenciacién y oncogénesis®’.

2.2 La mitocondria

La mitocondria es un organulo celular citoplasmatico de origen endosimbiético, cuya funcién
principal es generar energia quimica en forma de ATP para activar las reacciones bioquimicas de
la célula. Este orgdnulo esta formado por un sistema de doble membrana, la membrana externa
(OMM, Outer Mitochondrial Membrane) y la membrana interna (IMM, Inner Mitochondrial
Membrane) (Figura 2). La membrana externa es permeable a moléculas pequefias debido a que
contiene unas proteinas llamadas porinas, que forman canales que permiten la libre difusién de
moléculas menores a unos 6000 Da. Por otro lado, la membrana interna es impermeable a la
mayoria de los iones y moléculas pequenias, lo que le ayuda a mantener el gradiente de protones
que impulsa la fosforilacién oxidativa, y es el lugar principal de generacion de ATP en la
mitocondria. Su estructura formada por unos pliegues denominados crestas, favorece el
aumento de su superficie, lo que permite incrementar la produccion de ATP. La membrana
externa e interna estan separadas por un espacio intermembrana (IMS, Intermembrane Space),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3297/

cuya funcién es la recepciéon de protones provenientes del bombeo de los complejos
enzimaticos. Ademas de la membrana interna, la matriz constituye un compartimento funcional
en la mitocondria, ya que contiene el sistema genético mitocondrial y las enzimas responsables
de las reacciones del metabolismo oxidativo, entre otras?®.

ATP Synthase

Intermembrane Space

Matrix

Cristae
Ribosome
Granules

\ Inner Membrane
Outer Membrane

Figura 2. Estructura de la mitocondria®®.

Las mitocondrias contienen su propio genoma, que es separado y distinto del genoma nuclear
de la célula. El genoma mitocondrial humano contiene moléculas de DNA circulares de unos 16
kb, y codifica 13 proteinas implicadas en el transporte de electrones y fosforilacién oxidativa,
que se designan como componentes de los complejos respiratorios I, lll, IV o V. También codifica
22 tRNA (RNA de transferencia) y 2 rRNA (RNA ribosomales), 12S y 16S, indispensables para la
traduccion de las proteinas codificadas en el mtDNA?,

2.2.1 Sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS)

El sistema de fosforilacion oxidativa, OXPHQOS, se localiza en la membrana interna mitocondrial
y se encarga de obtener energia en forma de ATP a través del transporte de electrones que se
da en la cadena respiratoria (complejos | al IV) y el bombeo de protones a través de la membrana
interna, resultando en un gradiente electroquimico que genera una fuerza motriz que promueve
la produccién de ATP a través de la ATP sintasa o complejo V. Ademas de los cinco complejos
proteicos hay dos transportadores de electrones (CoQ y Cyt c) embebidos o asociados a la
membrana interna. Los sustratos procedentes de la degradacion de los nutrientes se catabolizan
hasta acetil-CoA después de procesos como la glucélisis y la oxidaciéon del piruvato, la B-
oxidaciéon o conversiones enzimaticas para luego ingresar en el ciclo de Krebs donde se
transforman en CO; liberando GTP y moléculas reducidas como el NADH y el FADH,, que ceden
sus electrones hasta la cadena de transporte de electrones. El complejo | (NADH-
deshidrogenasa), se encarga de oxidar el NADH vy transferir protones al espacio
intermembranoso, mientras el complejo Il (succinato deshidrogenasa) se encarga de oxidar el
FADH,. Los complejos | y Il transfieren los electrones generados en ambas reacciones al CoQ
(coenzima Q), también denominado ubiquinona. Después esos electrones pasan al complejo Il
(ubiquinol-citocromo c- oxidorreductasa) lo que genera mas protones que bombear. Los
electrones del complejo lll pasan al complejo IV (citocromo c oxidasa) mediante el Cyt c
(citocromo c) generandose asi mas protones y reduciéndose el oxigeno molecular a agua. Por
ultimo, el complejo V (ATP sintasa) emplea el gradiente de protones generado para sintetizar
ATP a partir de ADP como se muestra en la Figura 3 202

La forma en la que se organiza el sistema OXPHOS en la membrana interna mitocondrial ha sido
objeto de debate en las Ultimas décadas entre los defensores de dos modelos de organizacion
del sistema OXPHOS, el modelo fluido y el modelo sélido. Sin embargo, en los ultimos afios se
ha demostrado que, los diferentes complejos respiratorios (I al IV) se ensamblan en estructuras
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supramoleculares (supercomplejos) para desempenar su funciéon ("respirasomas"), pero
también se encuentran de forma individual en la IMM dependiendo del tejido o del estado
metabdlico celular. Este modelo, ampliamente aceptado se denomina modelo de plasticidad?.

Inter- @ —————— )Q———->®————‘

membrane

space
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Cyte

Inner e 74 \!‘ J

membrane @
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2H*+120,
NAD'+ H' H,0

NADH FADH,

ADP-P,
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Cycle
AA«-WI CoA (from oxidation of pyruvate)

Figura 3. Representacién esquemdtica del sistema mitocondrial OXPHOS%,

2.2.2 Papel de la mitocondria en la sefializacién celular?

Ademas de la produccidon de energia, las mitocondrias son esenciales en diversas vias de
sefalizacion celular, como la homeostasis del calcio, el estado redox y la apoptosis. Mediante la
sefializacion de calcio entre el citosol y la matriz, las mitocondrias se pueden comunicar con el
citosol manteniendo el equilibrio entre la demanda y producciéon de energia celular, de manera
que los iones Ca%* pueden influir en la sintesis de ATP, ya que estos pueden ingresar en el espacio
intermembranoso de las mitocondrias. La mayor parte del Ca?* intracelular se almacena en el
reticulo endoplasmico, y cuando éste se activa, libera Ca%* al citosol, aumentando asi la
concentraciéon de Ca?* citosdlico. Esta elevada concentracion induce microdominios de altas
concentraciones de Ca?* dentro de la membrana externa de la mitocondria, permitiendo asi la
captacién de Ca?* mediante la activacion del uniportador de calcio mitocondrial.

La sefializacién redox se produce debido a cambios en el nivel de especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno (ROS y NOS) o cambios en el estado redox de un grupo sensible. La formacién de
ROS, como consecuencia de que las mitocondrias utilizan oxigeno para sintetizar ATP durante la
fosforilacién oxidativa, puede causar dafio oxidativo a componentes celulares, pero son vitales
en muchas vias de sefalizacion. Las ROS mitocondriales son convertidas en H,0, por la enzima
superdxido dismutasa en la matriz, de manera que el H0, mas estable difunde a través de la
membrana oxidando residuos de tiol en proteinas, funcionando asi, como una sefial redox entre
las mitocondrias y el resto de la célula.

La apoptosis, via de muerte celular, es producida por dos vias, extrinseca e intrinseca. La
apoptosis producida en las mitocondrias es generada por estimulos internos a la célula, como
las ROS, y esta controlada por proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2, que regulan la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, de modo que liberan proteinas del
espacio intermembranoso mitocondrial y facilitan la activacion de caspasas.



2.2.3 Papel de la mitocondria en el cancer

Se puede decir que hay, al menos, 5 mecanismos concretos en los que la mitocondria esta
involucrada en el cancer. Primero, se ha demostrado que un gran nimero de enfermedades
estdn relacionadas con mutaciones en el mtDNA, principalmente las producidas en la cadena de
transporte de electrones (ETC). En segundo lugar, la generacidn del cancer y su progresion hacia
la malignidad estd relacionada con el estrés oxidativo producido por las ROS, que se encuentran
en una mayor proporcion en comparacion con las células sanas. El tercer mecanismo se
relaciona con que las mitocondrias estan directamente involucradas en la regulacién de la
muerte celular, incluyendo a la apoptosis y necrosis. En cuarto lugar, mutaciones en genes que
codifican enzimas del ciclo de Krebs promueven la transformacién maligna de modo que, la
acumulacién de metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, tiene efectos procarcinogénicos.
Por ultimo, la transcriptasa inversa de la telomerasa se dirige a las mitocondrias en condiciones
de estrés oxidativo, preservando las funciones mitocondriales y protegiendo el mtDNA y nDNA
del dafio oxidativo, evitando asi la apoptosis®.

2.2.4 Papel de la mitocondria en la termogénesis

La mitocondria tiene un papel esencial tanto en la producciéon de ATP como en la produccién de
calor, siendo el sistema OXPHOS el principal determinante de la generacion de calor, ya que se
libera mas energia en forma de calor, que como ATP. La oxidacién de un mol de glucosa, que
contiene aproximadamente 2871 kJ de energia produce 38 moles de ATP, los cuales representan
1386 kJ (= 48%). Los 1503 kJ (= 52%) restantes son disipados en forma de calor?.

Las temperaturas por encima de los limites fisiolégicos inducen estrés oxidativo, y pueden
provocar danos en la estructura y funcion celular, provocando la muerte celular. Chrétien et al.
concluyeron que la temperatura de las mitocondrias funcionales es 10 °C mayor que la
temperatura fisioldgica normal, debido a la actividad de los complejos de la cadena respiratoria,
alcanzando su méximo potencial a 48 °C?’. Sin embargo, estos resultados, contradicen a las leyes
de la fisica térmica, resultando sorprendente la gran diferencia de temperatura entre el citosol
y la mitocondria, lo que da lugar a nuevas investigaciones sobre la temperatura real en la
mitocondria y su diferencia con la del citosol®.

En lo que respecta a las células tumorales, se sabe que éstas presentan una mayor sensibilidad
a la temperatura que las células sanas, debido a que, las células cancerosas presentan una
menor vascularizacidn, produciéndose una disminucidn del flujo sanguineo. Esta reduccion en
el suministro de sangre limita la capacidad para disipar el calor, dando lugar a un aumento
selectivo de la temperatura en el tumor®. Debido a esta mayor sensibilidad a la temperatura,
una estrategia terapéutica contra el cancer es la hipertermia, siendo un aspecto importante,
estudiar los limites de temperatura aplicados, para no producir un dafio celular en el tejido sano
circundante.

2.2.5 Papel de la mitocondria como diana para tratamientos tumorales

Las disfunciones en las funciones vitales asociadas a las mitocondrias contribuyen en el
desarrollo del cancer. La produccion de energia y metabolitos para el crecimiento tumoral y la
generacion de ROS en la ETC, son factores esenciales para el desarrollo del tumor, por lo que las
alteraciones mitocondriales en las células cancerosas son objeto de estudio para desarrollar
tratamientos antitumorales®. Los estudios que llevd a cabo Warburg, indicando que las células



tumorales presentan una glucélisis aumentada en comparacién con las células sanas, indican
que el sistema OXPHOS estd disminuido en el cancer de manera que una estrategia terapéutica
podria ser el uso de inhibidores del sistema OXPHOS3. Uno de los mas utilizados, es la
metformina, que inhibe el complejo | mitocondrial y, ademas, permite reducir la proliferacién
celular tumoral mediante la disminucién de los niveles de insulina, ya que ésta promueve la
proliferacién celular®2.

Ademas, las proteinas involucradas en la regulacién de la dindmica mitocondrial son
interesantes en el estudio de nuevas estrategias terapéuticas. En los ultimos afios, se han llevado
a cabo estudios en los que se han demostrado que, M-divi-1, un inhibidor de la proteina de fisién
mitocondrial Drp1, induce estrés oxidativo y reduce el metabolismo mitocondrial en el cancer.
Durante la fision mitocondrial, Drp1 interactta con los receptores en la membrana mitocondrial
externay posteriormente se polimeriza y promueve la constriccién y fision mitocondrial. M-divi-
1 se dirige a Drpl uniéndose y suprimiendo tanto el autoensamblaje de Drpl en estructuras
similares a anillos alrededor de las mitocondrias como su capacidad para catalizar la hidrolisis
de GTP. Este inhibidor provoca una rapida formacién de mitocondrias interconectadas sin
afectar a otras estructuras celulares como el citoesqueleto o el reticulo endoplasmatico.

Por otro lado, la via mitocondrial que conlleva a la apoptosis también podria ser una diana
terapéutica, debido a que en esta via hay varios genes y familias de proteinas cuya expresiény
funcién se ven alteradas en células tumorales, como el gen p53 o la familia de proteinas Bcl-2
(compuesta por proteinas pro-apoptdticas y anti-apoptoéticas que mantienen un balance en
condiciones normales)®*.

2.3 Hipertermia para el tratamiento del cdncer®

La combinacidon de la extirpacién del tumor y la quimioterapia con o sin radiacidon es
frecuentemente utilizada en el tratamiento del cdncer. Sin embargo, aun existen ciertas
limitaciones, como la toxicidad, los efectos secundarios e incluso la resistencia adquirida al
tratamiento. En los Ultimos anos, se estan estudiado nuevas terapias, como la inmunoterapia, la
terapia génica o las nanoterapias dirigidas, pero debido al alto coste y a que la investigacidn en
estas dreas todavia es incipiente, es conveniente explorar otras alternativas para el tratamiento
del cancer.

Un enfoque prometedor es la hipertermia (HT), utilizada como terapia adyuvante con
tratamientos convencionales, como la quimioterapia o la radioterapia. Mediante la HT se
consigue calentar el tumor hasta 45 °C, de manera que se induce selectivamente la muerte
celular mediante apoptosis o necrosis, en células cancerosas hipdxicas y se aumenta la
citotoxicidad de las células inmunitarias contra las células cancerosas objetivo, lo que la hace
menos dafiina para el tejido sano. Por lo que la HT tiene efectos directos sobre las células
tumorales y efectos indirectos mediados por el sistema inmunoldgico. Existen tres tipos de HT,
que se aplican segun la etapa y el tipo de cancer: (i) HT de cuerpo entero, que se aplica en
aquellos canceres que se han ido diseminando por todo el cuerpo; (ii) HT regional, en la que se
aplica calor en areas extensas de tejido; y la (iii) HT local, en la que se aplica calor sobre un area
pequefia. Algunos de los métodos mas empleados para inducir calor, son la radiacién infrarroja,
la energia de radiofrecuencia y la energia electromagnética de microondas.



La aplicacién de HT genera cambios fisioldgicos celulares que, crean un entorno favorable para
la aplicacidn de tratamientos tradicionales contra el cancer. Es decir, las células tumorales se
vuelven mas permeables a los medicamentos debido a alteraciones que se producen en la
membrana, como la fluidez. A su vez, los niveles intracelulares de iones como Ca?*, K* y Mg? se
modifican promoviendo la senalizacion de la muerte celular. Ademads, el aumento de la
permeabilidad de la pared tumoral incrementa la acumulacién de fluidos y proteinas en el
microambiente tumoral, lo que conduce a un fuerte aumento de la presion del liquido intersticial
sobre los vasos sanguineos, reduciendo asi, la perfusion vascular en los tumores.

2.3.1 Hipertermia magnética con nanoparticulas

Las técnicas de hipertermia descritas anteriormente presentan ciertos efectos secundarios,
como ampollas, quemaduras, dolor y crecimiento tisular desregulado. Ademads, los métodos
convencionales de HT local no se consideran del todo efectivos, debido a que no producen una
distribucion homogénea de la temperatura y causan sobrecalentamiento en las areas mas
profundas del tejido canceroso. Una alternativa es, la hipertermia por induccién magnética,
empleando nanoparticulas magnéticas (MNPs), que puede ofrecer una mayor seguridad,
viabilidad y efectividad en la terapia de HT local. Esta técnica se basa en el calentamiento
experimentado en las MNPs cuando son irradiadas con un campo magnético alterno. Estas
MNPs pueden ser inyectadas directamente en el interior del tumor o acumuladas en el drea del
tumor mediante la manipulacién con un campo magnético alterno®®,lo que permite su accién
local, minimizando los efectos en el tejido sano circundante. Los principales mecanismos de
hipertermia relacionados con el cancer inducen la apoptosis y necrosis (Figura 4), lo que
contribuye a la expansion del compartimento intersticial y esto resulta en una mayor porosidad
tumoral que facilita la redistribucién de MNPs.
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Figura 4. Mecanismos de hipertermia relacionados con el cdncer mediados por nanoparticulas®.

Las MNPs mas empleadas en la hipertermia son los dxidos de hierro y, particularmente, la
maghemita (y-Fe,0s)*’, debido a que son biocompatibles, facilmente metabolizados por el
organismo y presentan superficies que pueden ser modificadas para su funcionalizacién con
biomoléculas activas de interés. Ademas, cuando las MNPs presentan un tamafio <20 nm, pasan
de ferromagnéticas a superparamagnéticas, de manera que las particulas individuales se
magnetizan y pueden alinearse en presencia de un campo magnético externo, pero pierden su
magnetizaciéon y se disgregan al retirar el campo. El calor disipado por las MNPs, en presencia
de un campo magnético alterno (AMF) se puede generar por dos mecanismos diferentes: por
friccion de la nanoparticula con el medio al rotar fisicamente para seguir el movimiento del AMF
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(relajacion de Brown); o mediante la rotacion de su momento magnético interno a lo largo de
su eje de facil imanacidn (relajacion de Néel)3®,

Para poder ser utilizadas en el interior del cuerpo humano, las suspensiones coloidales de MNPs
deben presentar una larga estabilidad en medios acuosos. Otros requisitos que deben presentar
para su uso en biomedicina son los siguientes: biocompatibilidad, buena biodistribucion (evitar
ser atrapadas por el sistema reticuloendotelial de forma inmediata), funcionalizacion especifica
y naturaleza inerte®. En los Ultimos afios, han tenido gran interés las nanoparticulas “core-shell”
con nucleo magnético revestido con una capa de polimero debido a las ventajas que este
recubrimiento presenta debido a su capacidad de encapsular farmacos y modular sus
caracteristicas biofarmacéuticas, propiedades farmacocinéticas y eficacia terapéutica. Ademas,
presentan una elevada estabilidad en fluidos bioldgicos y hay una amplia disponibilidad de
polimeros que pueden ser activados en funcién de estimulos especificos. Por otra parte, las
nanoparticulas basadas en polimeros deben presentar unas caracteristicas fisicoquimicas
determinadas en cuanto a tamafio, forma, polidispersidad y caracteristicas superficiales para
llevar a cabo una correcta encapsulacion de farmacos y obtener una mejor acumulacidon dentro
de los tumores®.

2.4 Funcionalizacion de nanoparticulas

La eficacia como transportadoras de farmacos de las MNPs poliméricas puede mejorarse
mediante el llamado targeting activo. Este puede implementarse mediante la unién a receptores
sobreexpresados en células diana que estan poco expresados o incluso ausentes en células
normales. Mediante el targeting activo, las MNPs facilitan la entrega de los farmacos en la
ubicacién deseada, evitando asi los tejidos sanos y mejorando la eficiencia terapéutica. La
internalizacién de las MNPs ocurre habitualmente mediante endocitosis mediada por receptor.
Los ligandos mas utilizados para el targeting activo son los anticuerpos, debido a su alta
especificidad, diversidad y eficiencia de reconocimiento®

2.4.1 Anticuerpos

Los anticuerpos son glicoproteinas que forman parte del sistema inmunitario, producidas por
las células B y capaces de reconocer moléculas especificas, denominadas antigenos. La
estructura de los anticuerpos consta de dos cadenas pesadas y dos ligeras unidas mediante
puentes disulfuro (Figura 5). La cadena pesada define la clase o isotipo de un anticuerpo y la
ligera se define como k o A segun diferencias en la secuencia polipeptidica. Cada cadena
presenta un dominio variable amino terminal y uno o dos dominios carboxilo terminales. Las
cadenas ligeras contienen un dominio constante, en cambio, las cadenas pesadas pueden
contener tres o cuatro dominios constantes. Por lo general una cadena ligera tipica tiene una
masa de 25 kDa y una cadena pesada de tres dominios constantes, tiene una masa de
aproximadamente 55 kDa. Funcionalmente los anticuerpos se dividen en una region Fab,
formada por las cadenas ligeras y un dominio variable y uno constante de la cadena pesada, que
esta involucrada en el reconocimiento del antigeno. Y una regidn Fc (fragmento cristalizable)
formada por los dominios restantes de la cadena pesada, que lleva a cabo funciones efectoras®..
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Figura 5. Estructura de un anticuerpo*.

2.4.2 Bioconjugacion via carbodiimida

Las estrategias para la funcionalizacidn de MNPs con anticuerpos pueden llevarse a cabo a través
del fendmeno de adsorcion, la unidn de naturaleza covalente o la unién mediante el uso de
moléculas adaptadoras. La inmovilizaciéon del anticuerpo en la superficie de las MNPs debe
garantizar tanto la cantidad adecuada de anticuerpos por MNPs como la orientacién apropiada
del anticuerpo.

Una de las estrategias mas empleadas es la conjugacion covalente a través de la reaccion de las
aminas primarias de los anticuerpos con grupos carboxilo incorporados a la superficie de las
MNPs (Figura 6). Para ello, previamente los grupos carboxilo de las MNPs deben ser activados
mediante la adicién de agentes de entrecruzamiento, siendo 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) el mas utilizado. Para una mayor eficiencia del acoplamiento también se
puede afiadir N-hidroxisuccinimida (NHS) o N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), permitiendo
asi la formacion de la amida a temperatura ambiente®.

Amide linkage

v

X I ENH,
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Figura 6. Esquema de la conjugacion de nanoparticulas con grupos terminales -COOH
con anticuerpos por el método de la carbodiimida®.

2.4.3 Cetuximab en la terapia del cancer

Cetuximab es el primer anticuerpo monoclonal de la subclase 1gG1 aprobado en 2004 por la
Administracion de Alimentos y Medicacion (FDA) para uso clinico, que se dirige al receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para inhibir la sefializacion de EGF en las células
cancerosas.

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) esta formada por cuatro
tirosinas quinasas transmembrana (EGFR1/ErbB1, Her2/ErbB2, Her3/ErbB3 y Her4/ErbB4) y 13
ligandos polipeptidicos secretados. Los EGFR estan sobreexpresados en muchos tumores
solidos, incluidos los de mama y su activacidn estimula el crecimiento y metastasis tumoral, la
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proliferacién, la angiogénesis, la invasion y la reparacion celular. Esta sobreexpresién de EGFRs
estd asociada con un peor prondstico y, ademas, se reconoce que existe un potencial de
desregulacion de la sefalizacion de EGFR1 en los tumores a través de varios mecanismos
alternativos, incluyendo mutaciones de EGFR1, aumento de la expresidn de ligandos y
heterodimerizacién con otros EGFRs, por lo que cetuximab inhibe la activacidn de la tirosina
quinasa del receptor mediada por el ligando al unirse con alta afinidad a EGFR1. También media
la desregulacidén del receptor a través de la dimerizacién inducida por el anticuerpo, lo que
resulta en la inhibicién del crecimiento®. Ademads, promueve la apoptosis y ejerce una actividad
antimetastdsica y antiangiogénica (Figura 7)®.
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Figura 7. Actividades antitumorales propuestas de cetuximab*.

Aungue cetuximab ha sido aprobado para uso clinico, hay ciertos pacientes que son resistentes
debido a la activacién o sobreexpresidn de vias alternativas, por lo que un enfoque prometedor
es el uso de nanoparticulas funcionalizadas con cetuximab®.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fin de master es estudiar el efecto de la hipertermia en lineas
tumorales procedentes de cancer de mama como una posible estrategia terapéutica de forma
individual o combinada con otras terapias. Para ello los objetivos especificos que se plantean
son los siguientes:

1. Estudiar la expresién génica de distintos genes implicados en la reprogramacion
metabdlica asociada a la transformacién tumoral o en otras funciones bioldgicas, en
especial aquellas relacionadas con la mitocondria, tras el tratamiento de hipertermia.

2. Evaluar el efecto de la combinacidn de la hipertermia y el uso de farmacos como posible
estrategia terapéutica.

3. Analizar el efecto de la hipertermia sobre la organizacidn del sistema OXPHQOS en lineas
celulares procedentes de cancer de mama.

4. Sintetizar MNPs para su posterior conjugacién con cetuximab mediante el método de
carbodiimida de dos pasos utilizdndose dos condiciones diferentes.

5. Comprobar la presencia de cetuximab y su correcta orientacidon en las MNPs mediante
técnicas de caracterizacion y gel de electroforesis SDS-PAGE.

6. Determinar la capacidad de las MNPs conjugadas a cetuximab para unirse
selectivamente a células de cancer de mama que sobreexpresan EGFR (MDA-MB-468)
en comparacion con aquellas que expresan niveles bajos de EGFR (MDA-MB-231).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Cultivos celulares

4.1.1 Lineas celulares*>4¢

En este trabajo se han empleado tres lineas celulares tumorales humanas procedentes del tejido
mamario, obtenidas comercialmente:

-MCF7 triple positiva: linea celular de cancer de mama de subtipo luminal A, que a diferencia
de la de subtipo luminal B, es menos agresiva. Ademads, se caracteriza por expresar niveles
considerables de receptores de estrogeno y progesterona, pero niveles bajos del factor de
crecimiento HER2. En cuanto a la expresidon de EGFR, presenta niveles muy bajos de dicha
proteina.

-MDA-MB-468 triple negativa: linea celular que no presenta receptores para estrégeno y
progesterona, ni sobreexpresa el factor de crecimiento HER2. Clasificada como basal A, debido
a que esta enriquecida con marcadores basales. Presenta una sobreexpresion de los niveles de
EGFR.

-MDA-MB-231 triple negativa: linea celular altamente invasiva que no presenta receptores para
estrégeno, progesterona ni sobreexpresa el factor de crecimiento HER2. Clasificada como basal
B, ya que sobreexpresa genes asociados con caracteristicas tumorales invasivas y agresivas.
Presenta una expresion menor de EGFR en comparacién con la linea MDA-MB-468.

4.1.2 Medio de cultivo

Para el mantenimiento de las lineas celulares el medio de cultivo empleado es el medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) con alto contenido en glucosa (Gibco™). Dicho medio contiene
4,5 g/L de glucosa, L-glutamina, piruvato de sodio y se suplementa con un 10 % de SFBy 1 % de
antibidtico (estreptomicina (5 ug/mL) y penicilina G 5000 U/mL).

4.1.3 Mantenimiento de los cultivos celulares

Se emplean campanas de flujo laminar (Nuaire), en cuyo interior se lleva a cabo el trabajo con
cultivos celulares. Antes de proceder a trabajar en la campana, ésta debe permanecer un tiempo
con luz UV, y después debe limpiarse con etanol al 70%, asi como todo el material introducido
(puntas de pipetas, pipetas, gradillas...). Los medios de cultivo y los reactivos que se utilicen
deben introducirse previamente en el bafo de agua (Selecta) a 37 °C.

Todas las lineas celulares se cultivan de manera rutinaria en placas de Petri de 35, 60, 100y 145
mm (TPP) y se mantienen en un incubador con 5 % CO; que se encuentra a 37°C (Nuaire CO; Air-
Jacketed Incubator) y proporciona las condiciones dptimas para el crecimiento y prevencion de
la contaminacion de cultivos celulares. Cada 2 o 3 dias se diluyen o se dividen en dos o mas
placas, dependiendo de la confluencia que alcanzan las células. Para ello se retira el medio de
cultivo de las placas, se hace un lavado con PBS (tampdn fosfato salino, GIBCO™) para eliminar
cualquier resto del medio de cultivo, posteriormente, se afiade tripsina-EDTA (0,05% tripsina,
0,01% EDTA en PBS) para permitir que las células se separen de la superficie y, finalmente, se
retira la tripsina y se incuba la placa durante 5-10 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, se afiade
una cantidad de medio de cultivo a la placa para recoger o repartir las células en nuevas placas.
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4.1.4 Congelacion y descongelacion de células

La congelacién de células se lleva a cabo en tubos criogénicos. Para ello, en primer lugar, las
células son tripsinizadas y recogidas afiadiendo PBS al 10% de SFB (suero fetal bovino). Después
se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos y se elimina el sobrenadante, de modo que el pellet
se resuspende en medio DMEM vy se transfiere a un tubo criogénico al que se afiade DMSO
(dimetilsulféxido), un agente crioprotector, a una concentracion final del 10%. Finalmente, los
tubos criogénicos se congelan a -80 °C, utilizando un contenedor para la crioconservacién de
células que contiene isopropanol y permite una congelacion gradual de las células (1 °C/min).

Para la descongelacién de células, los tubos criogénicos se sacan del congelador y se atemperan
a 37 °C ainadiendo medio de cultivo caliente, después se pasa el contenido del tubo criogénico a
una placa de cultivo de 100 mm de didmetro completando hasta 10 mL con medio de cultivo.

4.1.5 Contaje y determinacion de la viabilidad celular

Para realizar el recuento celular se emplea la cdmara de Neubauer o Hematocitémetro, que es
un grueso portaobjetos de cristal dividido en 3 secciones, la seccion media presenta un rayado
fino formado por una cuadricula de 3 mm x 3 mm. En esta seccion se encuentran 4 cuadrantes
identificables al microscopio, divididos cada uno de ellos en un conjunto de 4 x 4, observandose
en la parte central un cuadro de 1 x 1 mm dividido en 25 cuadrantes de 0,2 x 0,2 mm, segun se
muestra en la Figura 8. Los 4 cuadrantes de los extremos son utilizados para el recuento celular.

1.0 mm
\
—
| ~

0.25 mm

Figura 8. Dimensiones de la cdmara de Neubauer®’.

El procedimiento del recuento celular es el siguiente: las células se recogen por tripsinizacion,
se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende en medio de cultivo, tomdndose una
alicuota de 50 pl a la que se afiade 50 pL de azul tripano, que permite distinguir entre células
viables y no viables. Al tener la suspension de células mezcladas con azul de tripano, se afiade
una cantidad a la cdmara de Neubauer y se coloca en el microscopio para realizar el recuento
celular. La férmula empleada para calcular la concentracion de células viables es la siguiente:

cel n? cel viables - factor de dilucién - 10*

Concentracion células viables (—) =
mL

n® cuadrantes
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4.2 Tratamientos de hipertermia

Para llevar a cabo los distintos estudios, las células se someten previamente a distintos
tratamientos a temperaturas superiores a 37 °C, introduciendo las placas Petri en un incubador
(SANYO CO; Incubator MCO-5AC) a las temperaturas correspondientes durante 1 hora. Tras el
tratamiento, las células se recogen por tripsinizacién y se lavan dos veces con PBS. Los pellets
celulares se almacenan a -80°C hasta su uso (extraccion de RNA, mitocondrias o proteinas).

4.3 Analisis de la expresion génica

4.3.1 Extraccion de RNA total con TRizol™

Una vez obtenidos los pellets celulares tras los tratamientos de hipertermia a 37, 43,45y 47 °C
de las tres lineas celulares estudiadas, se procede a extraer el RNA total mediante el reactivo
TRizol™ (Invitrogen™), que contiene tiocianato de guanidinio, un potente desnaturalizante de
proteinas, y fenol, un disolvente organico. Este reactivo permite mantener la integridad del RNA,
romper las células y desnaturalizar las proteinas. Para ello, se afiaden 300 uL de TRizol a los
eppendorf que contienen los pellets celulares, resuspendiendo, y se dejan incubando en hielo
durante 5 minutos. Después, se afiaden 60 pL de cloroformo con posterior agitacién vigorosa,
se dejan incubando durante 2-3 minutos en hielo y se centrifuga 15 minutos a 12000 gy 4 °C.
Tras la centrifugacidn se observan 3 fases, la fase acuosa, que contiene RNA, la interfase, que
contiene DNA vy la fase orgdnica, que contiene proteinas y lipidos. Por lo que se recoge la fase
acuosa y se afiaden 150 plL de isopropanol para precipitar el RNA. Seguidamente, se incuban las
muestras 10 minutos en hielo, se centrifugan durante 10 minutos a 12000 g y 4°C, se descarta
el sobrenadante y se realiza un lavado afiadiendo 300 pL de etanol al 75 %. Posteriormente se
agitan las muestras en un agitador vortex y se centrifugan 5 minutos a 7500 g y 4 °C.
Seguidamente, se descarta el sobrenadante y se dejan secar los pellets de RNA al aire y a
temperatura ambiente. Una vez secos se afiaden 20 pL de H,0 Gibco® y se incuban los pellets
en un termoblock a 55 °C con agitacidn durante 10 minutos y a 450 rpm para favorecer la
disolucion del RNA.

4.3.2 Cuantificacion de RNA total por espectrofotometria

Con el objetivo determinar la concentracién y pureza del RNA total aislado, se utiliza un
espectrofotometro Nanodrop®, en el que se adicionan 2 pyL de muestra en el pedestal del
equipo, obteniéndose asi la concentracidon en ng/uL y la pureza como relacién de absorbancia a
260 nmy 280 nm (Absze0/Absaso), teniendo en cuenta que Absaeo/Absage™ 2 indica que la muestra
presenta RNA puro.

4.3.3 Sintesis de cDNA a partir de RNA

Se lleva a cabo la retrotranscripcidon de los mMRNAs maduros con cola poliA en su extremo 3" a
cDNA monocatenario a partir del RNA total extraido, utilizando el kit comercial NZY First-Strand
cDNA Synthesis. Para ello se prepara una mezcla con las muestras de RNA y los reactivos del kit
comercial seglin se muestra en la Tabla A1, Anexo |, siendo el volumen final 20 puL.
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Después se agita la muestra y se incuba durante 10 minutos a 25 °C en el termociclador
(Biometra), pasado este tiempo se incuba durante 30 minutos a 55 °Cy posteriormente se afiade
1 pL de NZY RNase H, que elimina el RNA unido al cDNA. Finalmente, se incuba la muestra 20
minutos a 37 °C en el termociclador y los cDNA monocatenarios sintetizados se almacenan a -80
°C.

4.3.4 Analisis de expresion por gPCR

Para estudiar la expresién génica se lleva a cabo una gPCR empleandose el kit comercial
PowerUp™ SYBR™ Green (Thermo Scientific). Para ello, en una placa de 96 pocillos se afiaden
los reactivos necesarios para la qPCR (Tabla A2, Anexo 1), siendo el volumen final 10 pL (9 pL de
la mezcla de los reactivos y 1 pL de cada muestra de cDNA monocatenario diluido 1/5 en agua
estéril). Hay que tener en cuenta que el procedimiento se debe realizar con poca cantidad de
luz y en una campana de flujo laminar para evitar contaminaciones. Para cada muestra se
realizan tres triplicados bioldgicos (n=3) para el estudio de los distintos genes normalizados con
los datos obtenidos de la actina, gen housekeeping utilizado como control interno, cuya
expresidon se mantiene constante en comparacién con otros genes que pueden ser regulados de
manera mas viable en respuesta a condiciones especificas.

Una vez anadidos los reactivos de la qPCR y la muestra de cDNA monocatenario, se centrifuga
la placa y finalmente se introduce en el termociclador en el que se amplifican las muestras
siguiendo un programa estandar de gPCR: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos e
hidridacion a 60 °C durante 1 minuto. Finalmente se valora el Ct o ciclo en que se supera el
umbral de fluorescencia marcado por el equipo de cada muestra, obteniéndose el nivel de
expresion de la muestra respecto al control mediante las siguiente formulas:
AACt=(Ctgen blanco-Ctgen referencia)control-( Ctgen blanco-Clgen referencia) muestra

Nivel de expresién=2"2ACt

4.4 Ensayo MTT para medir citotoxicidad

Dicho ensayo se basa en que el bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT),
perteneciente a la familia de las sales de tetrazolio soluble en agua y con color amarillo, es
reducido por deshidrogenasas mitocondriales principalmente, en formazan, un compuesto
perteneciente a la familia de formazanos de color violeta e insoluble en agua, que precipita en
forma de cristales. Estos cristales disueltos en DMSO presentan un maximo de absorcién a 550
nm. La medida de la absorbancia es, por consiguiente, directamente proporcional al nUmero de
células viables. Las deshidrogenasas mitocondriales son las que principalmente actuan sobre el
MTT, pero también pueden intervenir reductasas citosélicas o de otros compartimentos
subcelulares, de modo que las coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH) convertiran el
MTT en formazano.

Para llevar a cabo el ensayo se siembran las células en placas de 96 pocillos y se deja la placa
incubando a 37 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se llevan a cabo dos aproximaciones
metodoldgicas: (i) se realizan incubaciones a 43 y 45 °C durante 1 hora, después se afiaden los
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inhibidores a distintas concentraciones y se deja incubando la placa a 37 °C durante 48 horas;
(ii) se afiaden los inhibidores, dejando la placa incubando 48 horas a 37 °C y posteriormente se
realizan las incubaciones, dejando la placa finalmente incubando 24 horas a 37 °C.

Una vez anadido los inhibidores, realizado las incubaciones y haber dejado la placa incubando
el tiempo necesario, se absorbe el medio, se afiaden 200 uL de medio de cultivo sin inhibidores
a cada pocillo y se afiaden 50 pL de MTT (5 mg/mL), sin retirar el medio. Posteriormente se deja
incubando la placa de 1 a 6 horas a 37 °C en oscuridad, hasta que se observe la formacién de
cristales. Transcurrido este tiempo, se quita el medio y se afiaden 200 uL de DMSO para asi,
disolver los cristales. Finalmente se mide la absorbancia a 550 nm, y ésta se relaciona con la
viabilidad, utilizando un espectrofotdmetro de microplacas (Biochrom™ EZ Reader 400
Microplate Reader — Fisher scientific). Los datos son obtenidos mediante el software ADAP. Por
lo que se obtienen medidas del indice viabilidad de las células en cada pocillo comparando la
absorbancia de cada tratamiento con la de las células sin tratar, como se muestra en la siguiente
férmula:

i Ab lulas tratad
Indice de viabilidad = Ssso(células tratadas)

Absss(células sin tratar)

Ademas, para llevar un seguimiento mds exhaustivo de cdmo la temperatura y la adicion de los
inhibidores puede afectar en la viabilidad de las células, se toman fotografias con un generador
de imdgenes de células fluorescentes (Zoe™ Fluorescent Cell Imager de Biorad).

4.5 Extraccion y purificacion de mitocondrias

Tras los tratamientos de hipertermia a 37, 45y 47 °C de las tres lineas celulares (segin como se
explica en el apartado 3.2), se procede a extraer y purificar las mitocondrias. Una vez
descongelados los pellets, éstos se resuspenden en buffer hipotdnico (83 mM sacarosa, 10 mM
MOPS, pH=7,2). Se debe ajustar el volumen de buffer hipotdnico seguin el volumen de células
(100 pL de pellet de células en 700 pL de buffer hipotdnico aproximadamente). Se incuban los
pellets resuspendidos en el buffer hipotdnico durante 2 minutos y se homogeniza mediante 10
buenos “pops”. Seguidamente se afiade un volumen de buffer hiperténico (250 mM sacarosa,
30 mM MOPS, pH=7,2) se mezcla y se centrifuga durante 5 minutos a 1000 g y 4°C para asi,
eliminar nucleos y células que han quedado sin romper. Después, se recoge el sobrenadante de
cada muestra en dos eppendorfs y se centrifuga durante 2 minutos a 9000 g y 4 °C. Los pellets
obtenidos se resuspenden en medio A (10 mM Tris-HCI, pH=7,4, 0,32 M sacarosa, 1 mM EDTA,
5 mM MgCly), juntando el contenido de los dos eppendorfs en uno, y se centrifuga de nuevo
durante 5 minutos 1000 g y 4 °C. Una vez eliminado el medio de lavado, la fraccién mitocondrial
se resuspende en medio BN sample buffer (50 mM NaCl, 50 mM imidazol/HCl, 2 mM &cido 6-
aminohexanoico, 1 mM EDTA, pH=7,0) para que la concentracion final de proteinas quede en
torno a 10 mg/mL. Seguidamente se afiade digitonina al 10% para que quede en una proporcion
de 4 g de digitonina por g de proteina mitocondrial (0,4 mL/mL suspensién mitocondrial), la
digitonina es una solucién detergente utilizada para lisar mitocondrias y permite observar la
formacién de SCs. Posteriormente, se incuban las muestras en hielo durante 5 minutos y por
ultimo se centrifuga durante 25 minutos a 13000 rpm y 4 °C y se recoge el sobrenadante.

18



4.6 Analisis de complejos mitocondriales

4.6.1 Electroforesis en gel Blue Native

Una vez extraidas las mitocondrias y obtenidos los lisados celulares, como se explica en el
apartado 3.5, se lleva a cabo el andlisis de proteinas mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida Blue Native (BN-PAGE, siglas del inglés Blue Native polyacrylamide gel
electrophoresis). Es una técnica optimizada que se basa en la extraccion de los complejos
multiproteicos del sistema OXPHOS de las membranas mitocondriales empleando detergentes
neutros suaves y separacion electroforética en condiciones nativas. Ademas, se utilizan una
combinacion de buffers que mantienen las interacciones entre los componentes de los
complejos individuales y de los supercomplejos. Para cuantificar las cantidades de enzimas
activas completamente ensambladas, el BN-PAGE suele combinarse ya sea con tincidon de
Coomassie, Western blot (WB) e inmunodeteccion de los complejos individuales de OXPHOS
utilizando anticuerpos contra subunidades estructurales especificas, o con experimentos de
actividad en gel (IGA), basados en ensayos histoquimicos para los complejos |, II, lIl, IV y V %,

Tras afadir el Azul de Coomassie G-250 (5% en 0,75 M acido aminocaproico) al sobrenadante
obtenido en el apartado 4.5, el gel BN-PAGE se coloca en el soporte y se afiade el buffer del
anodo (50 mM Bis-Tris, pH=7,0) y el buffer del catodo A (50 mM tricina, 15 mM Bis-Tris pH=7,0
(4 °C), 0.02% G-250)). Posteriormente, se cargan los geles, afadiendo unos 10 pL de muestra en
cada calle para el WBy 12,5 uL para el ensayo de actividad en gel (correspondientes a unos 60
a 80 ug de proteina mitocondrial). Se deja el gel correr a 80 V durante 30 minutos, después se
sube el voltaje a 150 V y se deja correr durante otros 30 minutos. Pasado este tiempo y cuando
el frente de tincion esté en medio del gel, se elimina el buffer del cadtodo A y se adiciona en su
lugar, el buffer del catodo B (50 mM tricina, 15 mM Bis-Tris pH=7,0 (4 °C), 0.002% G-250) que
presenta 10 veces menos colorante que el catodo A, lo que permite una mayor visualizacién de
los complejos proteicos. Finalmente se dejan correr los geles 1 hora y 30 minutos a 155 V. Todo
el procedimiento debe realizarse en cdmara fria a 4 °C.

4.6.2 Ensayo de actividad en gel (IGA)

Tras llevar a cabo la electroforesis, y por lo tanto haber separado los complejos y SCs de la
cadena respiratoria se realiza un ensayo de actividad en gel del complejo | (NADH
deshidrogenasa). Primero el gel debe colocarse en una caja y se incuba a temperatura ambiente
y con agitacién en la disolucion correspondiente para estudiar el complejo | (5 mM Tris-HCI, pH=
7,4, 0.1 mg/ml NADH, 2.5 mg/ml NBT), empezando a mostrarse la actividad pocos minutos
después y pudiendo desarrollarse durante varias horas. Para detener la reaccion, una vez las
bandas tienen una intensidad adecuada, se retira la disolucién y se fija el gel afiadiendo una
disolucién 40% metanol y 10% acido acético y se documenta mediante fotografia.

4.6.3 Ensayo Western Blot

4.6.3.1 Transferencia de proteinas a membranas de PVDF
La transferencia de las proteinas separadas electroforéticamente a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF), se realiza mediante electrotransferencia hiumeda, utilizando el sistema
Mini Trans-Blot® Cell de Bio-Rad. Para ello se recorta un pedazo de membrana de PVDF, se activa
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con metanol durante 10 segundos, se lava varias veces con agua destilada, y se equilibra en el
tampdn de transferencia BSN (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20%(v/v)), sumergiéndose el
gel en el mismo tampdn de transferencia. Posteriormente se recortan 4 papeles Whatman que
también son sumergidos en el tampdn de transferencia. A continuacién, se procede a montar el
sandwich que posteriormente se encaja en el soporte que tiene los electrodos y se introduce en
la cubeta como se indica en las instrucciones del fabricante. La transferencia se lleva a cabo en
camara fria a 80 V durante 2 horas a 4 °Cy en agitacidon constante con un imdn a 500 rpm. Una
vez acabada la transferencia, las proteinas se fijan a la membrana con metanol y por ultimo se
lava la membrana con PBS-T (PBS + 0.1 % Tween 20) y se conserva sumergida en PBS-T a 4 °C
hasta su uso.

4.6.3.2 Inmunodeteccion de proteinas

En primer lugar, debe bloquearse la membrana mediante una incubacién en una disolucién de
leche desnatada en polvo al 5% en PBS-T durante 1 hora con agitacidn a temperatura ambiente.
A continuaciodn, se elimina el exceso de agente bloqueante mediante varios lavados cortos con
PBS-T y se procede a realizar la incubacién con el anticuerpo primario. Para ello se diluye el
anticuerpo primario en la proporcién adecuada en 10 mL de PBS-T con 0,1 % de leche en polvo
(esta cantidad es variable y depende del anticuerpo a usar) y se incuba la membrana con el
anticuerpo primario durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitacion. Después, se retira
la disolucién que contiene el anticuerpo primario y se realizan dos lavados de 10 minutos con
PBS-T, para asi poder incubar la membrana con el anticuerpo secundario (anti IgG de ratén o
conejo, segun el origen bioldgico del anticuerpo primario y conjugado con peroxidasa de rabano)
cuya disolucién se ha realizado en las mismas condiciones que el anticuerpo primario y en la
proporcién adecuada. Esta vez se incuba la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente
y con agitacidn. Finalmente se elimina el anticuerpo secundario y se realizan varios lavados con
PBS-T. En la Tabla A4 del Anexo | se muestran los anticuerpos utilizados (primarios y secundario).

Para la deteccidon de proteinas se mezclan los reactivos del kit Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate, afadiendo 800 pL de cada uno sobre la membrana, de forma que quede repartida
por toda la membranay se deja incubar durante 1 minuto. Seguidamente se coloca la membrana
previamente escurrida entre dos pldsticos y se revela en el equipo Amersham™ Imager 680. Al
acabar el revelado la membrana se puede reutilizar, para ello ésta se sumerge en una solucion
stripping (2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, Tris-HCl 1 M, pH 6,7), se incuba durante 30
minutos a 58 °C y se lava varias veces la membrana con PBS-T.

4.7 Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales se lleva a cabo a partir de los pellets obtenidos tras los
tratamientos de hipertermia durante 1 hora a 37, 43, 45 y 47 °C. Para ello se resuspenden los
pellets en el volumen adecuado de tampdn RIPA (Tris-HCI 50 mM pH=7,4, NaCl 50 mM, Triton
X100 1%, desoxicolato de sodio 0,5 %, EDTA 5mM), que contiene una mezcla de inhibidores de
proteasas (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets de Roche) y se trasvasa a un tubo
eppendorf. Seguidamente, se incuba en una rueda giratoria 15 minutos a 4 °Cy posteriormente
se centrifuga durante 15 minutos a 13000 rpm y 4 °C. Finalmente se recupera el sobrenadante
y se guarda a -80 °C hasta su uso.
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4.8 Analisis de proteinas totales

4.8.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

El método de Bradford es un método de ensayo cuantitativo, basado en la unidn del compuesto
Azul de Coomassie G250 a una muestra de proteina, y mediante la medicidon de absorbancia a
595 nm de construye una recta de calibrado con cantidades conocidas de una proteina,
normalmente seroalbimina bovina (BSA, Bovine Serum Albumin)®,

La recta de calibrado se construye a partir de BSA de concentracion 1 mg/mL, para ello se
preparan patrones con concentraciones de BSA 0, 1, 3, 5, 10 y 20 ug/mL. En cuanto a las
muestras, se adicionan 3 pL de muestra, tanto a los patrones como a las muestras,
adicionandose, ademas, 200 pL del reactivo de Bradford (Bio-rad Protein Assay) y la cantidad de
agua destilada necesaria para tener un volumen final de 1 mL. Las medidas de absorbancia de
los patrones y de las muestras se miden a 595 nm en un espectrofotometro. Con la recta de
calibrado obtenida se interpolan los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
muestras para calcular la concentracién de proteina presente en éstas.

4.8.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS-PAGE

La separacion electroforética de las proteinas que conforman los extractos celulares totales se
lleva a cabo en geles desnaturalizantes de SDS-PAGE, utilizando el sistema Mini Protean lll de
BioRad. En primer lugar, se vierte el gel separador entre los dos cristales que forman el soporte
dejando unos 2 cm para el gel concentrador. En la Tabla A5, Anexo | se encuentra la composicién
de las disoluciones para la preparacidon de los geles separador y concentrador al 12,5 % de
acrilamida. Tras la polimerizacion del gel se llena la cubeta con tampdn de electroforesis 1X
preparado a partir del tampdn de electroforesis 10X (Tris-HCI 250 mM, glicina 1,92 M, SDS
1%(p/v)) y se cargan las muestras mezcladas con el tampdn de carga 4X (Glicerol 20 %, Tris- HCI
0.16 M pH 6,8, EDTA 20 mM, SDS 8 % (p/v), azul de bromofenol 0.4 % (p/v), B-mercaptoetanol
4 % (v/v)). El primer pocillo se carga con el marcador de pesos moleculares Precision Plus
Portein™ Standars (BioRad). La electroforesis se lleva a cabo a una intensidad constante de 10
mA por gel hasta que las muestras lleguen al gel separador y posteriormente se sube la
intensidad a 20 mA/gel hasta que las muestras lleguen al final del gel. Posteriormente se lleva a
cabo la transferencia de proteinas a membranas de PVDF y la inmunodeteccién de proteinas
segln se describe en los apartados 4.6.3.1 y 4.6.3.2. En la Tabla A6, Anexo |, se muestran los
anticuerpos utilizados, empleandose la tubulina para normalizar.

4.9 Analisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos se lleva a cabo mediante un anlisis
de varianza de dos factores (ANOVA) y el test de Dunnett para comparar cada uno de los
tratamientos con el control o el test de Tukey para realizar comparaciones multiples, en el
software GraphPad Prism.
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4.10 Sintesis de nanoparticulas

4.10.1 Sintesis de los nucleos magnéticos

Los nucleos magnéticos de y-Fe,0s fueron sintetizadas por coprecipitacion en combinacion con
un tratamiento hidrotermal realizado a 120 °C durante 15 horas siguiendo el protocolo de Gu
et. al.>® Este procedimiento incluye un tratamiento de opsonizacion con HNOs para aumentar la
carga superficial de las particulas y la re-dispersion en HCI diluido a pH=2 para obtener un
ferrofluido.

4.10.2 Revestimiento de los ntcleos magnéticos con polimero

Las nanoparticulas magnéticas core-shell se obtuvieron mediante recubrimiento de los nucleos
magnéticos con un copolimero bloque (P4VP-b-P(MPEGA-co-RhodPEGMA-co-carboxylic
PEGMA)) funcionalizado con un fluoréforo (rodamina) y con grupos reactivos carboxilo (-COOH)
aptos para la conjugacion de las nanoparticulas con anticuerpos (Figura Al, Anexo ). El
copolimero fue sintetizado mediante polimerizacién radical por transferencia de &tomo (ATRP)>!
en el grupo de acuerdo con Gu et. Al /. Se prepararon varias muestras de MNPs core-shell con
distintas proporciones de polimero, y se selecciond la que presentaba mejores propiedades de
estabilidad y ausencia de agregacién. El procedimiento se puede describir como sigue: en un vial
se adicionan: 7,65 mL H,0 milliQ; 5,35 mL de una disolucién de polimero (18,7 mg polimero/mL)
en HCl 0,05 M; y 7 mL de la mezcla de ferrofluido (y-Fe,0s) con 11,80 mg (y-Fe,0s)/mL, que es
previamente sonicada (Hielscher Ultrasonics, Ciclo 0,5; Amplitud 40%) durante 10 minutos y
filtrada por un filtro de nitrocelulosa de 0,45 um (Milipore). A continuacidn, se vuelve a sonicar
la muestra obtenida, durante 2 minutos y se adiciona NaOH 0,25 M gota a gota, para elevar
gradualmente el pH hasta 7,36. Una vez elevado el pH, se vuelve a sonicar el ferrofluido durante
4 minutos y se filtra primero por un filtro de 0,45 um y después por un filtro de 0,22 um
(Milipore). Finalmente, las MNPs se purifican mediante separacion magnética empleando una
columna LS (Miltenyi Biotec) y un separador magnético (Miltenyi Biotec), de forma que las MNPs
se quedan retenidas en la columna, para lavarlas y luego recuperarlas con 2x1 mL de H,O milliQ.

Para determinar la concentracién de Fe;Os; en la muestra final se lleva a cabo un anilisis
elemental, el procedimiento consiste en digerir 50 pL de la muestra de MNPs en 1 mL de HCI
concentrado. La concentracién de Fe;03; se determina mediante Espectroscopia de Emision
Atomica en plasma ICP (ICP-OES) Thermo Scientific i CAP PRO XP Duo en el servicio de andlisis
quimico-SAl de la Universidad de Zaragoza. La concentracidn final de Fe;Os; de las MNPs
revestidas con polimero fue de 3,75 mg/mL.

4.10.3 Conjugacion de las MNPs con el anticuerpo anti-EGFR Cetuximab

Lo siguiente que se lleva a cabo es la conjugacion del anticuerpo a las MNPs empleando el
método de carbodiimida de dos pasos, teniendo en cuenta estudios previos del Grupo de
acuerdo con Puertas et. al > modificado en el TFM de Gustavo Lou Ramirez®. En primer lugar,
se activan los grupos carboxilo de las MNPs mediante la adicion de EDC formandose asi un
aducto de O-acilurea. Este aducto no reacciona especificamente con los grupos amino del
anticuerpo y ademas puede dar lugar a una N-acilurea, que no es reactiva, por tanto, se adiciona
NHS para da lugar a un éster activo intermedio que posteriormente reacciona con los grupos
amino con una mayor especificidad. El mecanismo de la reaccidn se muestra en la Figura A2,
Anexo |.
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El procedimiento se puede describir como sigue: se sonican las MNPs revestidas con el
copolimero, se anade la cantidad necesaria de MES 0,1 M para ajustar el pH a un valorde 6,1y
la concentracion final del buffer a 10 mM, y se vuelve a sonicar; se toman dos alicuotas de 500
uL de las MNPs, de forma que se tratan independientemente, a cada alicuota se adiciona las
cantidades correspondientes de disoluciones de EDC (Sigma-Aldrich, pureza: 98%) y NHS
(Indagoo, pureza: 98%) 400 mM, para que las proporciones sean de 2 umol y 3 umol
respectivamente por cada mg de MNPs, y se incuban durante 45 minutos en agitaciéon a
temperatura ambiente; finalmente se vuelve a sonicar la muestra y se purifica por retencién en
una columna magnética y re-dispersion en 1500 pL de H,0 milliQ.

A continuacidn, se adiciona la cantidad necesaria de MES 0,1 M para ajustar el pH a un valor de
6,1y la concentracion final del buffer a 10 mM, y se vuelve a sonicar la muestra. Una vez ajustado
el pH, se incuban ambas alicuotas de MNPs con el anticuerpo (250 pg anticuerpo por mg de
Fe,03) monoclonal cetuximab (Erbitux, 5 mg/ml) durante 2 h en agitacién a temperatura
ambiente. El anticuerpo es previamente centrifugado empleando los filtros Amicon Ultra 0,5 mL
centrifugal filters de Sigma-Aldrich (en las condiciones que se muestran en la Tabla A7, Anexo 1),
para asi eliminar compuestos que puedan interferir en la reaccidn. Finalmente, se bloquea el
exceso de grupos reactivos, afiadiendo 250 ul de glicina (PanReac AppliChem, pureza: 99,5 %)
25 mM, durante 30 minutos en agitacion. Finalmente, las MNPs se separan magnéticamente
recogiéndolas en 1500 pL de H,O milliQ y adicionando posteriormente MES 0,1 M. Las
concentraciones de Fe;03 determinadas por mediante Espectroscopia de Emisién Atémica en
plasma ICP-OES de ambas alicuotas fueron 0,76 (12 alicuota) y 1,48 (22 alicuota) mg/mL.

Para poner a punto la conjugacidn, se preparan dos muestras conjugadas, una activada con
sulfo-NHS y la otra con NHS, utilizando el mismo procedimiento que se describe anteriormente,
pero en este caso, los tiempos de incubacidn se realizan a 37 °C para favorecer la reaccién y el
blogueo se lleva a cabo utilizando polietilenglicol (PEG). Estas dos muestras solo se utilizan en el
ensayo de deteccion del anticuerpo mediante electroforesis el gel SDS-PAGE antes de aiadir el
PEG, debido a que tras la reaccidn de bloqueo se produjo una agregacién de las MNPs.

4.11 Caracterizacion de nanomateriales

4.11.1 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Se llevan a cabo mediciones de tamafo hidrodindmico y potencial zeta de las MNPs empleando
la técnica de dispersion de luz dinamica, DLS (Dynamic Light Scattering), una técnica de analisis
espectroscopico no destructiva que permite medir la distribucion de tamafios de particula en un
rango de 1 a 1000 nm en suspensiones liquidas a partir de la intensidad de luz laser dispersada
por las nanoparticulas, de forma que la deteccidn de la luz dispersada en interacciones luz-
materia proporciona informacidn sobre las propiedades fisicas de la muestra. Las particulas
suspendidas en un liquido experimentan un movimiento aleatorio: el movimiento browniano.
Generalmente la medicidn por DLS se basa en el principio del efecto Doppler, que establece que
la frecuencia de la luz dispersada por una particula se desplaza dependiendo de la velocidad de
la particula. Las particulas pequefias se mueven mas rdpidamente en el medio que las grandes,
lo que resulta en una sefial de intensidad mas variable y rapida®“.

Las medidas de DLS (Tabla A8, Anexo |) se llevan a cabo a 25 °C en un equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) equipado con un laser HeNe laser (633 nm), en
el que se introduce la muestra diluida (dilucién 1:20) en H,O o en MES 10 mM en una cubeta de
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poliestireno y una celda-z Celda capilar plegada (DTS1070, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, UK) para medir el tamafio hidrodinamico y potencial zeta, respectivamente. En
la Tabla A8, Anexo | se muestran las medidas de tamafio hidrodindmico en MES 10 mM, ya que
tanto en H,0 como en MES 10 mM, las medias de tamafio hidrodinamico no varian (Figura A3,
Anexo |), esto nos indica que no se estd produciendo agregacion en la muestra. Se realizan 3
medidas de cada muestra, para asi garantizar la reproducibilidad de los resultados. Los datos
representados corresponden a la media de las medidas realizadas.

4.11.2 Microscopia electrdnica de transmision de barrido (STEM)

Las muestras de MNPs sin conjugar y conjugadas son observadas con el microscopio electrénico
de transmision de barrido (STEM) de alta resolucién, Thermo Fisher Scientific Titan Analitico,
que se encuentra en el Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA). El STEM es una
combinacion de SEM y TEM, de modo que se obtiene una imagen de transmision utilizando un
método de barrido. Es decir, es una técnica utilizada para visualizar la estructura y composicion
en escalas de longitud nanométrica o subatémica. Proporciona imdgenes de alta resolucién y
datos espectroscdpicos al escanear un haz de electrones enfocado a través de una muestra muy
delgada y recolectar varias sefales en paralelo. Ademas, se puede combinar con espectroscopia
de rayos X de energia dispersiva (EDS o EDX) o espectroscopia de pérdida de energia de electrdn
(EELS) para obtener mapas espectrales de composicion elemental y estructura electrdnica >>°®,
Las muestras para el andlisis STEM se preparan por recubrimiento por inmersién (dip-coating),
en una rejilla de cobre recubierta con una pelicula de carbono.

4.11.3 Electroforesis en gel SDS-PAGE

La eficiencia de la bioconjugacién de las MNPs se estudia mediante electroforesis en gel SDS-
PAGE, empledndose el gel comercial Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels de BioRad (Gradiente
poliacrilamida 4-15%, 15 well, 15 pL). Una vez colocado el gel en la cubeta, ésta se llena con
tampdn de electroforesis 1X preparado a partir del tampdn de electroforesis 10X (Tris-HCI 250
mM, glicina 1,92 M, SDS 1%(p/v)) y se cargan las muestras mezcladas con el tampdn de carga 4X
(Glicerol 20 %, Tris- HCl 0.16 M pH 6,8, EDTA 20 mM, SDS 8 % (p/v), azul de bromofenol 0.4 %
(p/v), B-mercaptoetanol 4 % (v/v)). De manera que se carga el marcador de pesos moleculares
Precision Plus Protein™ Standars (BioRad), las MNPs conjugadas con el anticuerpo, el anticuerpo
y el sobrenadante de las MNPs conjugadas. La electroforesis se lleva a cabo a 120 V durante 1
hora. Transcurrido este tiempo, se lleva a cabo una tincién del gel con plata empledndose el kit
comercial ProteoSilver™ Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich).

4.12 Evaluacion de la internalizacion de MNPs

4.12.1 Por generador de imagenes de células fluorescentes

El polimero (Figura Al, Anexo I) con el que estan revestidas las MNPs presenta rodamina,
compuesto quimico que posee fluorescencia. Por tanto, mediante un generador de imagenes
de células fluorescentes (Zoe™ Fluorescent Cell Imager de Biorad), se obtienen imagenes de
fluorescencia de las células una vez internalizadas las MNPs, empleandose el canal rojo que
utiliza un LED verde cuya longitud de onda es de 556 nm. El procedimiento para internalizar las
MNPs en las células es el que se describe a continuacién: en una placa de 96 pocillos se siembran
2000 células/pocillo de las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468, tras 24 horas en la
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incubadora a 37 °C, se adicionan las MNPs a concentraciones de 100 y 300 mg Fe,Os/mL y se
deja la placa incubando durante 1 hora. Pasado este tiempo, se toman las fotografias.

4.12.2 Por citometria de flujo

Se evalua la internalizacidon de las MNPs tanto conjugadas como sin conjugar en las lineas
celulares MDA-MB-468 y MDA-MB-231 realizdndose un marcaje con Anexina V-FITC. La anexina
V es una proteina de unidn a fosfolipidos dependiente de Ca?* de 35-36 kDa que tiene una alta
afinidad por la fosfatidilserina (PS), fosfolipido situado en la cara interna de la membrana celular
gue sufre una translocacion a la parte externa en los primeros estadios del proceso apoptético.
La anexina V puede conjugarse con fluorocromos, incluido el FITC, de manera que conserva su
alta afinidad por la PSy, por lo tanto, sirve como una sonda sensible para el analisis de células
que estan experimentando apoptosis®’. Por lo que, en este caso, se va a dar un doble marcaje:
por un lado, la rodamina presente en las MNPs (FL2); y, por otro lado, el marcaje de anexina V-
FITC (FL1).

El procedimiento se puede describir como sigue: se siembran las células en una placa de cultivo
de 12 pocillos (100.000 células/pocillo) y se incuban a 37 °C. Tras 24 horas, se adicionan las MNPs
a concentraciones de 100 y 300 mg Fe,O3/mL y se deja la placa incubando durante 1 hora.
Pasado este tiempo, se recogen las células de los pocillos sembrados y se resuspenden durante
5 minutos a 1500 rpm (Eppendorf™ MiniSpin™). El pellet obtenido se resuspende con una
solucién de ABB 1x (Anexin Binding Buffer, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,, 10 mM HEPES/NaOH
pH 7,4) y anexina V-FITC. Tras el marcaje se dejan los tubos en oscuridad durante 15 minutos y
seguidamente se pasan las muestras por el citdémetro FACSCalibur (BD) que se encuentra en el
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la Universidad de Zaragoza. Los
datos son recogidos con el software CellQuestPro y analizados utilizando el programa Flowlo
10.8.1.
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5. RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de la expresion génica

Con el objetivo de evaluar si la hipertermia modifica la expresion génica de genes implicados en
la reprogramacion metabdlica asociada a la transformacién tumoral o en otras funciones
biolégicas en las distintas lineas celulares, se llevan a cabo ensayos de PCR cuantitativa en
tiempo real (qPCR) tras incubar las células a distintas temperaturas (apartado 4.3).

5.1.1 Anadlisis de la expresion basal de los genes

En primer lugar, se estudia la expresion de los distintos genes a analizar a 37 °C, para asi
determinar cudl es la expresidn basal en las distintas lineas celulares y determinar si hay
diferencias entre ellas. La Figura 9 muestra las representaciones del porcentaje del nimero de
copias de los genes estudiados expresadas con respecto a la actina a 37 °C. La media de los
valores representados (n=3) se calculan con respecto a la linea celular MDA-MB-468.
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Figura 9. Representacion del porcentaje del nimero de copias de los genes en las distintas lineas
celulares a 37 °C. (A) HIF-1a; (B) ICAM-1; (C) Factores de transcripcion, ATF4, p53 y Nrf2; (D) GTPasas,
Opaly Drpl. En las grdficas se muestran las medias + sd (n=3) con respecto a la linea celular MDA-MB-
468. Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la linea
MDA-MB-468.

En la Figura 9 (A) se puede observar que, en la linea MDA-MB-231 la expresién de HIF-1a es
mucho mayor que en las otras dos lineas, en las que no hay diferencias significativas entre ellas.
Por otro lado, la expresion de ICAM-1 (Figura 9 (B)), es muy elevada en la linea MDA-MB-468 en
comparacién con las otras dos lineas celulares, siendo practicamente indetectable la expresion
de la proteina en la linea MDA-MB-231. En cuanto a la expresién de los factores de transcripcion,
ATF4, Nrf2 y p53 (Figura 9 (C)), la linea celular MDA-MB-231 presenta una sobreexpresién, en
los tres casos con respecto a la linea MDA-MB-468. En cambio, la expresion en la linea MCF7 es
menor respecto a la linea MDA-MB-468 o no presenta diferencias significativas. Por ultimo, en
la Figura 9 (D) se observa la expresion de las GTPasas relacionadas con la dindmica mitocondrial,
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Opaly Drpl. Las dos lineas celulares de tipo TNBC, presentan una mayor expresion de Opal, lo
gue indicaria un incremento en los procesos de fusién mitocondrial. Por otro lado, la linea MDA-
MB-468 presenta una mayor expresién de Drpl, gen implicado en fision mitocondrial, en
comparacion con las otras dos lineas celulares, que no presentan diferencias significativas entre
ellas.

5.1.2 Andlisis de la expresion de los genes tras el tratamiento de hipertermia

Una vez estudiados los niveles de transcritos de los genes a 37 °C, se procede a analizar como el
aumento de temperatura puede afectar a la expresidn génica de estos mismos genes en cada
una de las tres lineas.

5.1.2.1 Andlisis de la expresion de HIF-1a

En la Figura 10 se muestra la expresidon de HIF-1a en las distintas lineas celulares. Se observa
una disminucioén significativa de la expresién de la proteina al aumentar la temperatura en la
linea MDA-MB-231. En cambio, en el caso de las lineas MDA-MB-468 y MCF7, que partian de
niveles de expresién basal mas bajos, la expresion de HIF-1a aumenta, presentandose la maxima
expresion a 45y 43 °Crespectivamente. A temperaturas superiores se observa que la expresiéon
del mRNA disminuye, probablemente porque las células ya estén demasiado afectadas por el
incremento de la temperatura.
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Figura 10. Representacion del porcentaje del numero de copias de HIF-1a respecto a la actina en funcion
de la temperatura. En la grdfica se muestran las medias + sd (n=3). Los asteriscos representan las
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la expresion de cada linea a 37 °C.

5.1.2.2 Andlisis de la expresion de ICAM-1
La expresién de ICAM-1 se muestra en la Figura 11, en la que se aprecia una disminucién de los
niveles de mRNA en la linea celular MCF7 presentando diferencias significativas respecto a su
expresion a 37 °C. Por el contrario, en las lineas MDA-MB-231 y MDA-MB-468 se produce un
aumento de la expresién de ICAM-1 cuyos maximos son a 47 y 43 °C respectivamente. En el caso
de lalinea MDA-MB-468, a temperaturas mayores que 43 °C, la expresion del gen disminuye con
respecto a los niveles de mRNA a 37 °C.
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Figura 11. Representacion del porcentaje del nimero de copias de ICAM-1 respecto a la actina en funcion
de la temperatura. En la grdfica se muestran las medias + sd (n=3). Los asteriscos representan las
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la expresion de cada linea a 37 °C.

5.1.2.3 Andlisis de la expresion de factores de transcripcion

El estudio de la expresion de los factores de transcripcion, ATF4, Nrf2 y p53 se muestra en la
Figura 12. La expresion de los tres factores de transcripcién se encuentra aumentada en las
lineas MDA-MB-468 y MCF7 con el incremento de temperatura. En el caso de la linea MDA-MB-
468, los tres genes presentan la maxima expresidn a 45 °C, mientras que en la linea MCF7, ATF4
y Nrf2 presentan el maximo de expresion a 43 °C, en cambio, p53 lo presenta a 47 °C. Por otro
lado, en la linea MDA-MB-231, que presentaba mayores niveles de expresién a 37 °C, el nUmero
de copias de los mMRNA de los factores de transcripcidn disminuye al aumentar la temperatura.
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Figura 12. Representacion del porcentaje del nimero de copias de los factores de transcripcion respecto a
la actina en funcion de la temperatura. (A) ATF4. (B) Nrf2. (C) p53. En las grdficas se muestran las medias
+ sd (n=3). Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la

expresion de cada linea a 37 °C.
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5.1.4 Andlisis de la expresién de GTPasas

La expresion de las GTPsas involucradas en la dindmica mitocondrial se muestra en la Figura 13.
La expresidon tanto de Opal como de Drpl aumenta con la temperatura en la linea MCF7,
presentando su maximo a 43 °C. Por otro lado, en la linea MDA-MB-468 solo Drpl presenta
cambios en la expresion al incrementar la temperatura observandose un aumento a 45 °C. Por
ultimo, la linea MDA-MB-231 presenta una disminucidn de la expresion de Opal y Drpl al
aumentar la temperatura, que es estadisticamente significativa en casi todas las temperaturas
ensayadas.
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Figura 13. Representacion del porcentaje del nimero de copias de GTPasas respecto a la actina en
funcidn de la temperatura. En las grdficas se muestran las medias * sd (n=3). Los asteriscos representan
las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la expresion de cada linea a 37 °C.

5.2 Andlisis de la expresidn proteica de HSP70

Con el propdsito de estudiar si la expresion de HSP70 se modifica al someter las células a estrés
térmico, se lleva a cabo un ensayo de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS-PAGE
seguido de un ensayo Western Blot. En la Figura 14 se muestran los resultados del Western Blot
y la cuantificacidn de bandas respecto a 37 °C normalizada respecto a la tubulina. En el caso de
las lineas MDA-MB-468 y MCF7 se produce un aumento en los niveles proteicos de HSP70,
presentandose el maximo a 43 y 47 °C respectivamente, a 45 °C se observa una disminucién de
los niveles proteicos en la linea MDA-MB-468. Por el contrario, en la linea MDA-MB-231, a 43 °C
disminuye la expresion proteica respecto a 37 °C presentando un aumento a 45 y 47 °C respecto
ad3°C.
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la proteina HSP70 en las tres lineas celulares. Se muestran los
resultados del Western Blot y la cuantificacion de bandas respecto a 37 °C normalizada con respecto a la
tubulina.

5.3 Medida de la citotoxicidad inducida en presencia de dos inhibidores

Una de las estrategias terapéuticas para el desarrollo del cancer asociado con las disfunciones y
alteraciones producidas en la mitocondria es el uso de inhibidores de la funcién del organulo.
Para estudiar si la combinacion de la hipertermia y el uso de inhibidores podria resultar en una
estrategia terapéutica mas eficiente, se lleva a cabo un ensayo MTT (apartado 4.4) en el que se
mide la inhibicién del crecimiento celular tras el tratamiento combinado de hipertermia e
inhibicidon farmacoldgica. Se llevaron a cabo dos aproximaciones metodoldgicas para estudiar (i)
el efecto de la temperatura sobre la sensibilidad al farmaco v, (ii) el efecto del farmaco sobre
sensibilidad a la temperatura. Las medidas del indice de viabilidad se llevan a cabo en presencia
de: metformina, inhibidor del complejo | mitocondrial; y M-divi-1, inhibidor de la proteina de
fision mitocondrial Drp1.

5.3.1 Evaluacion de la citotoxicidad de tratamientos combinados de M-divi-1
e hipertermia

5.3.1.1 Efecto de la temperatura sobre la sensibilidad al farmaco

Primeramente, se analiza el indice de viabilidad a 37 °C de las tres lineas celulares a las distintas
concentraciones de M-divi-1 (Figura 15). Se puede observar que, al aumentar la concentracion
del inhibidor el indice de viabilidad disminuye en las tres lineas celulares. Ademas, se puede
deducir que, de las tres lineas la mas sensible al inhibidor es la MDA-MB-231, presentando un
menor indice de viabilidad a todas las concentraciones evaluadas en comparacion con las de las
otras lineas celulares. En la Figura 16 se muestran las imdgenes tomadas con el microscopio de
la linea celular MDA-MB-231, en las que se observa que a medida que aumenta la concentracion
del inhibidor, las células se encuentran mas destruidas.
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Figura 15. indice de viabilidad a 37 °C en las distintas lineas celulares a las distintas concentraciones de
M-divi-1. En las grdficas se muestran las medias * sd (n=3). Los asteriscos representan las diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la concentracién 0 uM en cada linea celular.
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Figura 16. Imdgenes de las células MDA-MB-231 tomadas con el microscopio a 37 °C a las distintas
concentraciones de M-divi-1: (A) 0 uM; (B) 10 uM; (C) 20 uM; (D) 40 uM

A continuacion, se estudia el efecto de la temperatura en la sensibilidad al farmaco (Figura 17).
Para ello, tras llevarse a cabo las incubaciones a 43 y 45 °C durante 1 hora, se afiaden los
inhibidores a distintas concentraciones y se deja incubando la placa a 37°C durante 48 horas. En
general, en las tres lineas celulares se observa que el efecto del farmaco a 43 °C produce una
disminucién en el indice de viabilidad con respecto al control, sin embargo, a 45 °C el indice de
viabilidad se mantiene practicamente constante. Ahora bien, el efecto de aumentar la
temperatura produce cambios significativos en las tres lineas celulares en el indice de viabilidad
a 45 °C respecto a 37 °C a cada concentracion de M-divi-1 , sin embargo, a 43°C a
concentraciones elevadas de farmaco no se produce cambio en el indice de viabilidad. En las
imagenes tomadas con el microscopio (Figura 18) se puede apreciar que la linea MDA-MB-468
a 45 °C no presenta cambios muy significativos al aumentar la concentracién de M-divi-1. No
obstante, a altas temperaturas se aprecian sobre todo en las lineas MDA-MB-468 y MDA-MB-
231 una especie de vacuolas alrededor de las células, lo que podria deberse a vesiculas de
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autofagia o acumulacién de gotas lipidicas, lo que indica que las células estan siendo sometidas
a algun tipo de estrés.
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Figura 17. Indice de viabilidad en funcidn de la temperatura a las distintas concentraciones de M-divi-1
en las distintas lineas celulares normalizados por el valor de viabilidad de cada una de ellas a 37 °C en
ausencia de farmaco: (A) MCF7; (B) MDA-MB-468; (C) MDA-MB-231. En las grdficas se muestran las
medias * sd (n=3). Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
respecto a 37 °C a cada concentracion de M-divi-1.
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5.3.1.2 Efecto del farmaco sobra la sensibilidad a la temperatura

De la misma manera, se estudia el efecto del farmaco en la sensibilidad a la temperatura en las
distintas lineas celulares (Figura 19). Para ello, se afiade el inhibidor, dejando la placa incubando
48 horas a 37 °C y posteriormente se realizan las incubaciones, dejando la placa finalmente
incubando 24 horas a 37 °C. En este caso, tanto a 43 como a 45 °C se produce una disminucion
del indice de viabilidad a medida que aumenta la concentracion, presentando diferencias
significativas con respecto a la concentracion 0 uM en cada temperatura. Sin embargo, no se
producen diferencias significativas al aumentar la temperatura en el indice de viabilidad
respecto a 37 °C a cada concentracidn de inhibidor en las lineas MCF7 y MDA-MB-231. Por el
contrario, en la linea MDA-MB-468 a 43 °C se produce una disminucidn del indice de viabilidad
respecto a 37 a cada concentracién de M-divi-1.
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Figura 19. indice de viabilidad en funcién de la temperatura a las distintas concentraciones de M-divi-1
en las distintas lineas celulares normalizados por el valor de viabilidad a 37 °C en ausencia de farmaco:
(A) MICF7; (B) MDA-MB-468; (C) MDA-MB-231. En las grdficas se muestran las medias + sd (n=3). Los
asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a 37 °C a cada
concentracion de M-divi-1.

5.3.2 Evaluacion de la citotoxicidad de tratamientos combinados de
metformina e hipertermia

5.3.2.1 Efecto de la temperatura sobre la sensibilidad al farmaco

Al analizar el indice de viabilidad a las distintas concentraciones de metformina, a 37 °C en las
tres lineas celulares, se observan comportamientos distintos (Figura 20). En la linea MDA-MB-
468, el aumento de concentracién de metformina no produce diferencias significativas en el
indice de viabilidad. Sin embargo, en las otras dos lineas se aprecia una disminucién del indice
de viabilidad al aumentar la concentracién del inhibidor. En el caso de la linea MCF7, dicha
disminucién, se produce a la concentracion de 10 mM, no presentando diferencias significativas
con respecto a 10 mM a mayores concentraciones. Por otro lado, la linea MDA-MB-231,
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presenta una disminucion significativa del indice de viabilidad solamente a la mayor
concentracidn de inhibidor.
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Figura 20. indice de viabilidad a 37 °C en las distintas lineas celulares a las distintas concentraciones de
metformina. En las grdficas se muestran las medias + sd (n=3). Los asteriscos representan las diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a la concentracion 0 mM en cada linea celular.

Una vez evaluado el efecto del farmaco sobres las lineas celulares, se estudia como afecta la
temperatura a la viabilidad celular en las distintas lineas celulares a cada concentracidon de
metformina (Figura 21). Al analizar el efecto del inhibidor en cada temperatura, se observa que,
a 43 °C, el indice de viabilidad va disminuyendo al aumentar la concentracion en la linea MDA-
MB-231, no produciéndose dicha disminucién en la linea MDA-MB-468 y MCF7. Sin embargo, a
45 °C, no se observan diferencias significativas en las tres lineas. Por otro lado, al analizar el
efecto de la temperatura en cada concentracidn de inhibidor, se observa que tanto a 43 como a
45 °C, el indice de viabilidad disminuye presentando diferencias significativas respecto a 37 °C
en las lineas MDA-MB-468 y MDA-MB-231.

B
A P MCF7 omMm P MDA-MB-468 0 mi
© [
@ 1.5 = 5mM 5 15m 5 mi
§ m 10 mM g m 10 mM
o - 20 mM 2
o 1.0+ o = 20mM
; 4 1.0 |
3 * * B
= n o * ok
3 05 = 054 ¥
= © * ok ok
: . “ ]
@ 0.0~ I l
o @ 0.0 T T T
2 3 “° 45 & 37 43 45
b s

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

C e MDA-MB-231
M~
o
w 1.57 0 mMm
_g = 5mM
a = 10 mM
@ 1.0
2 = 20 MM
z *
T ¥ w
3 0.5+
> R o ok
Q
=}
& 00-
] 37 43 45
£

Temperatura (°C)

Figura 21. indice de viabilidad en funcién de la temperatura a las distintas concentraciones de
metformina en las distintas lineas celulares normalizados por el valor de viabilidad a 37 °C en ausencia
de farmaco: (A) MCF7; (B) MDA-MB-468; (C) MDA-MB-231. En las grdficas se muestran las medias * sd

(n=3). Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a 37 °C
a cada concentracion de metformina.
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5.3.1.2 Efecto del farmaco sobre la sensibilidad a la temperatura

El efecto del farmaco sobre la sensibilidad a la temperatura se muestra en la Figura 22. En este
caso, tanto a 43 como a 45 °C se produce una disminucidn del indice de viabilidad en las lineas
MCF7 y MDA-MB-468. En la linea MDA-MB-231 a 45 °C no se presentan diferencias significativas
en el indice de viabilidad. Ahora bien, el efecto de la temperatura provoca diferencias en el
indice de viabilidad a 43 con respecto a 37 °C a cada concentracién de metformina en las lineas
MDA-MB-468 y MDA-MB-231. A 45 °C el efecto de la temperatura no es tan significativo en las
tres lineas celulares respecto a 37 °C.
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Figura 22. indice de viabilidad en funcidn de la temperatura a las distintas concentraciones de
metformina en las distintas lineas celulares normalizados por el valor de viabilidad a 37 °C en ausencia
de farmaco: (A) MCF7; (B) MDA-MB-468; (C) MDA-MB-231. En las grdficas se muestran las medias * sd

(n=3). Los asteriscos representan las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a 37 °C
a cada concentracion de metformina.

5.4 Analisis del ensamblaje de los complejos mitocondriales

Estudios previos llevados a cabo por el grupo de investigacién demuestran que, las temperaturas
mayores a 43 °C pueden causar dafios en la estructura y funcién mitocondrial?’. Con el objetivo
de confirmar cdmo la hipertermia puede afectar a la organizacidn del sistema OXPHOS en las
distintas lineas celulares estudiadas, se llevan cabo ensayos de electroforesis en gel Blue Native
seguido de un ensayo IGA y Western Blot tras los tratamientos a 45 y 47 °C.

5.4.1 Medida de la actividad del complejo |

La Figura 23 muestra el ensayo de actividad del complejo | en gel en las tres lineas celulares
estudiadas a 37, 45 y 47 °C. En general, en las tres lineas celulares el complejo | aparece
mayoritariamente en forma de SCs respiratorios. Ademas, se puede observar como al aumentar
la temperatura, la intensidad de las bandas de los SCs que contienen el complejo | va
disminuyendo. La disminucién de la intensidad de las bandas es mas notoria a 47 °C que a 45 °C,
observandose este efecto sobre todo en la linea celular MCF7. Ademas de las bandas del CI-SCs,
se puede observar la aparicidon de una banda correspondiente al complejo V que es visible por
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la presencia de colorante Coomassie Blue-G tanto en el tampdn de electroforesis como en el de
carga de las muestras.
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Figura 23. Ensayo de actividad del complejo I en gel.

5.4.2 Inmunodeteccidn de los complejos individuales del sistema OXPHOS

En la Figura 24 (A) se muestran las bandas obtenidas en el Western Blot, por otro lado, en la
Figura 24 (B-D), se observa la cuantificacion de bandas respecto a 37 °C normalizada con
respecto al Cll. En general, en las tres lineas celulares, se muestra la misma tendencia observada
en el ensayo de actividad del complejo I, al aumentar la temperatura se produce una fuerte
disminucién de la intensidad de las bandas del CI-SCs, sin embargo, en la linea celular MDA-MB-
468 se produce un aumento significativo a 45 °C, posiblemente por una cuantificacién poco
precisa del Cll debido a su saturacidn. (Figura 24 (C)). Ademas, en la linea MCF7 a 47 °C se
observa una banda (asterisco blanco) debajo de la banda correspondiente al CI-SCs que
corresponderia a SCs de menor peso molecular que contienen Clll, probablemente fruto de la
degradacion del SC debido a la temperatura.

En cuanto al complejo Ill, se observan las bandas correspondientes al Clll libre y al Clll asociado
al CIV en forma de complejo Ill,IV. En las tres lineas celulares se observa una disminucidn de la
intensidad del CllI-SCs conforme aumenta la temperatura, presentando nuevamente la linea
MDA-MB-468 un aumento a 45 °C. En cambio, el Clll libre presenta el comportamiento contrario,
aumenta conforme aumenta la temperatura, no presentando apenas diferencias en la linea
MCF7 (Figura 24 (D)).

Por ultimo, el complejo 1V, aparece, ademas de asociado en el Clll, en sus formas dimérica y
monomérica. El aumento de temperatura produce un aumento de la intensidad del CIV
monomérico en el caso de la linea celular MDA-MB-468, una disminucién en el caso de las lineas
MCF7 y no produce ningin cambio en la linea MDA-MB-231. En el caso de la linea MCF7 a 47 °C
se vuelve a observar una banda debajo de la banda correspondiente al CIV.
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Figura 24. Efecto de la temperatura en los complejos y SCs mitocondriales en las tres lineas celulares. (A)
Resultados del Western Blot; Cuantificacion de bandas respecto a 37 °C normalizada con respecto al ClI
de las lineas celulares (B) MCF7, (C) MDA-MB-468, (D) MDA-MB-231. Los asteriscos representan las
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a 37 °C. Las cuantificaciones representan la
media + sd de tres ensayos independientes (triplicados bioldgicos).

5.5 Caracterizacion de MNPs

Una vez sintetizadas las MNPs como se indica en los apartados 4.10.1 y 4.10.2 y funcionalizadas
con cetuximab para dirigirlas especificamente a células que expresen en su superficie el receptor
de EGF (EGFR) (apartado 4.10.3), se procedid a su analisis previo a su uso en cultivos celulares.

5.5.1 Evaluaciéon de MINPs revestidas con polimero

Mediante DLS se mide el tamafio y potencial zeta, que determina la carga superficial (Tabla A8,
del Anexo I). En la Figura 25 se muestra el tamario hidrodindmico de los nicleos magnéticos (25
+ 7,7 nm) y las MNPs revestidas con polimero (30,72 + 9,54 nm), observandose como el tamafio
aumenta. Respecto a la carga superficial, tras revestir las MNPs con polimero se produce una
disminucién de ésta debido a la presencia de grupos carboxilo, presentando los nucleos
magnéticos un valor de 36,5 + 2 mV y las MNPs un valor de -7,62 + 7,84 mV.
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Figura 25. Tamafio hidrodindmico de los nucleos magnéticos y de las MNPs core-shell revestidas con
polimero.

En la Figura 26 se observan las imagenes reales obtenidas mediante STEM y TEM de las MNPs.
En ambas imagenes se observan que las MNPs presentan un tamafio de alrededor de 20 nm,
similar al observado mediante DLS y ademas alrededor de éstas se puede confirmar la presencia
del polimero. En el espectro STEM-EDS (Figura A4, Anexo IlI) se observan los picos
correspondientes a los siguientes elementos: C, Fe, O y Si (la aparicidn de este ultimo no implica
necesariamente su presencia en la muestra, sino que se puede considerar como un artefacto del
detector).

Figura 26. Imdgenes reales obtenidas de las MINPs revestidas con polimero mediante (A) STEM a una escala
de 20 nm (B) TEM a una escala de 10 nm.

5.5.2 Evaluacion de MNPS conjugadas con cetuximab

Una vez llevada a cabo la conjugacién de las MNPs con el anticuerpo se vuelve a medir el tamario
hidrodindmico y potencial zeta mediante DLS (Tabla A8, Anexo |). En la Figura 27 se muestra el
tamafio hidrodinamico de las dos alicuotas de las MNPs conjugadas en comparacién con las
MNPs revestidas con polimero. Ambas alicuotas presentan un tamafio hidrodindmico mayor que
las MNPs revestidas con polimero (12 alicuota: 34,62 + 11,06 nm; 22 alicuota: 34,42 + 10,15 nm)
y un potencial zeta similar al de las MNPs revestidas con polimero (12 alicuota: -7,91 + 4,83 mV;
22 alicuota: -6,8245,12 mV).
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Figura 27. Tamafio hidrodindmico de las MINPs conjugadas con cetuximab (12 y 29 alicuota) en
comparacion con las MNPs revestidas con polimero.

Ademas, se toman imdagenes mediante STEM de ambas muestras conjugadas para comprobar la
presencia de anticuerpo (Figura 28). Los analisis elementales por espectroscopia de rayos X de
energia dispersiva (EDS o EDX) (Figura 29), demuestran la presencia de anticuerpo debido a
sefiales correspondientes al azufre y nitrdgeno en ambas muestras. Ademas, se observan
sefiales correspondientes a los siguientes elementos: K, Ca, Na, Cl, Siy Pd.
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Figura 29. Imagen de la 1° alicuota de las MNPs conjugadas mediante STEM y su correspondiente
espectro STEM-EDS con los respectivos % en peso molecular de cada elemento.
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5.6 Deteccidon de cetuximab mediante un gel SDS-PAGE

Se realiza una electroforesis en gel SDS-PAGE (apartado 4.11.3) de una muestra referencia
(pocillo 1), de las dos alicuotas de MNPs conjugadas con cetuximab (pocillos 2 y 3), del
anticuerpo solo (pocillo 4), del sobrenadante y las MNPs activadas con sulfo-NHS (pocillos 5y 6
respectivamente) y del sobrenadante y las MNPs activadas con NHS (pocillos 7 y 8
respectivamente). Es preciso puntualizar que en las dos ultimas muestras activadas con sulfo-
NHS y NHS la temperatura de reaccion fue de 37 °Cy se utiliz6 PEG-NH; para el bloqueo de los
grupos -COOH libres, mientras que la activacién con NHS de las dos alicuotas (pocillo 2 y 3) se
realizd a temperatura ambiente (RT) y se utilizé glicina como bloqueante (Figura 30). En todas
las muestras de MNPs conjugadas se pueden apreciar las dos bandas correspondientes al
anticuerpo. La banda de peso molecular 50 kDa (mas intensa) corresponde a la cadena pesada,
y la banda en torno a 25 kDa, a la cadena ligera. Ademads, se pueden apreciar diferencias de
intensidad entre las bandas correspondientes a muestras preparadas en distintas condiciones
(i.e. muestras pocillo 6 y 8 respectivamente). En los sobrenadantes de estas muestras (pocillo 5
y 7) también se observan ambas bandas, por lo que parte del anticuerpo no se ha unido.
Respecto, a las dos alicuotas diferentes de MNPs conjugadas (pocillo 2 y 3) se observa una mayor
intensidad en las bandas en el caso de la 22 alicuota (pocillo 3), por lo que esta muestra se
selecciona para los estudios de internalizacidn de las MNPs en células.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

r

250
150

100 ) h‘;

75

ol - - G G e e

37

25 - '..-Bh

Figura 30. Electroforesis en gel SDS-PAGE para la deteccidon de cetuximab en las MNPs conjugadas. (1)
marcador de pesos moleculares; (2) 19 alicuota MNPs conjugadas; (3) 22 alicuota MNPs conjugadas; (4)
cetuximab; MINPs conjugadas en distintas condiciones (5 y 6) sobrenadante y MNPs activadas con sulfo-

NHS respectivamente; (7 y 8) sobrenadante y MNPs activadas con NHS respectivamente.

5.7 Internalizacion de MNPs en las lineas MDA-MB-468 y MDA-MB-231

La evaluacion de la internalizacién de las MNPs en ambas lineas celulares se lleva a cabo
mediante un generador de imagenes de células fluorescentes (Figura A5, Anexo Il) y citometria
de flujo. En las Figuras 31 y 32 se observa cdmo a medida que aumenta la concentracién de
Fe,03 tanto en las MNPs sin conjugar como en las conjugadas se produce un aumento de la
fluorescencia media (MFI) en ambas lineas celulares. Por otro lado, si se compara las MNPs
conjugadas y sin conjugar a la misma concentracion de Fe,;0s, se observa una mayor intensidad
de fluorescencia en las células con MNPs sin conjugar que en las conjugadas. Para evaluar si hay
diferencias en la internalizacién de las MNPs en lineas celulares con diferente expresion del
EGFR, se analizd la incorporacién de MNPs conjugadas en las lineas MDA-MB-468, que presenta
una expresion muy elevada del EGFR, y MDA-MB-231, cuya expresion es menor“®. En la Tabla 1
se presenta la proporcién de MFI de las MNPs conjugadas respecto a las MNPs sin conjugar,
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observandose un mayor indice de MFI en las linea MDA-MB-468 vy, por lo tanto, una mayor
internalizacidn, respecto a la linea MDA-MB-231.
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Figura 31. Representacion de la intensidad de fluorescencia con sus respectivos valores de MFI de la linea
celular MDA-MB-468 con las MINPs sin conjugar y conjugadas a distintas concentraciones de Fe20s.
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Figura 32. Representacion de la intensidad de fluorescencia con sus respectivos valores de MFI de la linea
celular MDA-MB-231 con las MINPs sin conjugar y conjugadas a distintas concentraciones de Fe20s.

Tabla 1. Valores de la proporcion MFI en MNPs conjugadas respecto a las MNPs sin conjugar en ambas
lineas celulares a las dos concentraciones de Fe:0s estudiadas.

Linea celular

Concentracion Fe,03

Proporcion MFIl en

(mg/mL) MNPs conjugadas/sin
conjugar
MDA-MB-468 100 7,67
300 11,2
MDAMB-231 100 6,34
300 9
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6. DISCUSION

6.1 Expresion génica en la reprogramacion metabdlica

El primer objetivo de este trabajo era analizar la expresidon de distintos genes implicados en la
reprogramacion metabdlica y la implicacién de la HT en dicha expresion. Mediante ensayos de
gPCR, se ha podido confirmar que, la HT produce cambios significativos en la expresion génica.
Respecto a HIF-1a se ha observado una elevada expresién a 37 °C en la linea MDA-MB-231, lo
gue podria estar asociado a la alta invasividad de dicha linea celular. Se ha demostrado en
estudios de la literatura, que al aplicar temperaturas entre 39-43 °C durante 1 hora se activa
HIF-1a, produciéndose mejoras en la oxigenacion del tumor y que ademas las ROS juegan un
papel esencial en la regulacion al alza de HIF-1a ya que la HT activa la NADPH oxidasa mediante
induccién de la expresion de NADPH oxidasa 1 (NOX1)%8. Esto podria coincidir con lo observado
en el caso de las lineas MDA-MB-468 y MCF7, sin embargo, la linea MDA-MB-231 no presenta
dicho comportamiento, posiblemente porque la respuesta adaptativa de aumentar la expresién
del gen podria estar limitada en esta linea, por su elevada expresion basal a 37 °C. Por lo que la
disminucién en la expresiéon de HIF-1a en la linea MDA-MB-231 podria implicar una mayor
sensibilizacidn a otros tratamientos.

En cuanto a la expresion de ICAM-1, se ha observado una elevada expresién a 37 °C en el caso
de la linea MDA-MB-468 y una expresion practicamente nula en la linea MDA-MB-231. La baja
expresion en esta ultima linea podria deberse a que ésta es clasificada como claudin-low,
caracterizada por presentar una baja expresidn de proteinas de adhesidn intercelular®. Tras el
tratamiento de temperatura, parece que la hipertermia podria sensibilizar a las células MDA-
MB-231 a la accidn del sistema inmunitario por el incremento en la expresion de ICAM-1.

En relaciéon con los tres factores de transcripcion analizados en este trabajo, la linea MDA-MB-
231 presenta una sobreexpresidn de éstos a 37 °C. Esto podria explicar la elevada capacidad
proliferativa de dicha linea celular, ya que, tanto ATF4 como Nrf2 promueven la proliferacion
celular en respuesta a varios estimulos®*?Por otro lado, la elevada expresién de p53, gen
supresor de tumores, podria deberse a una mutacién en dicho gen, bastante frecuente en
células cancerosas y presente en la linea MDA-MB-2311.Tras los tratamientos de hipertermia,
la linea MDA-MB-231 presenta una disminucién de la expresion de dichos factores de
transcripcién, posiblemente por su elevada expresién basal a 37 °C. Por el contrario, tras los
tratamientos de hipertermia, las lineas MDA-MB-468 y MCF7 presentan una sobreexpresion de
los tres factores de transcripcion. Se ha demostrado que, el estrés térmico aumenta la
transcripcién de proteinas clave de la UPR, respuesta adaptativa a las perturbaciones en la
homeostasis del ER, a causa del desorden de los niveles de calcio, acumulacién de proteinas mal
plegadas y la hipoxia. El proceso de UPR depende de la activacidn de tres principales proteinas
sensoras transmembrana del ER, PERK, IREla y ATF6. La activacién de PERK permite la
fosforilacidon de la subunidad alfa del factor de iniciacidn de la traduccion eucariota 2 (elF2a),
gue bajo condiciones de estrés favorece el aumento de la traduccion de mRNA de un namero
de proteinas, siendo una de ellas ATF4%°. Adema3s, la HT induce la apoptosis a través de la
generacion de ROS, por lo que después del estrés térmico se inducen los sistemas antioxidantes
que las células utilizan para mantener el control de su equilibrio redox. Uno de los sistemas que
reacciona a este estrés oxidativo involucra genes regulados de manera coordinada por
transcripcién a través del elemento de respuesta antioxidante que se activa mediante la unién
a Nrf282, Dichas condiciones de estrés por calor también activan a p53, a través de la apoptosis
mediada por Bax mediante la activacién de la caspasa-3 en células cancerosas®.
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Por ultimo, el gen Opal en la linea MDA-MB-231 se encuentra sobreexpresado a 37 °C en
comparaciéon con las otras dos lineas celulares, esto se ha asociado con un prondstico
desfavorable?®. Por otro lado, a 37 °C Drp1 se encuentra sobreexpresado en la linea MDA-MB-
468, relacionado también con un peor prondsitco?®. En condiciones de estrés térmico, se ha visto
en nuestros resultados que la expresién de Opal o bien no varia, o presenta un ligero aumento
de la expresion, o en el caso de la linea MCF7, presenta un aumento a 43 °C. Por el contrario, la
expresion de Drpl se ve aumentada en el caso de las lineas MCF7 y MDA-MB-468. Los cambios
no significativos en Opaly la elevada expresion de Drpl se han descrito en estudios llevados a
cabo en musculo de ratones, donde se vio que, tras la exposicién al calor, se produce un
aumento de la fragmentacion mitocondrial, sin embargo, en las proteinas relacionados con la
fusién mitocondrial no tuvo ningun efecto®.

Para confirmar las modificaciones producidas a nivel de proteina, deberian llevarse a cabo
estudios utilizando otras técnicas, como la citometria para analizar, por ejemplo, la expresion
de la proteina ICAM-1 en la superficie celular, analisis protedmicos, inmunocitoquimica o
Western Blot. De confirmarse estas modificaciones, la hipertermia podria ser una buena terapia
para sensibilizar a estos tumores frente a la accion del sistema inmunitario, debido al aumento
de la expresién de ICAM-1 y a la accidén de otras terapias por la disminucién de HIF-1a y de los
factores de transcripcion, ATF4, Nrf2 y p53.

Como se ha comentado en la introduccion, HSP70 juega un papel importante en el desarrollo
del céncer. El crecimiento rapido de las células cancerosas demanda una sintesis constante de
proteinas que participan en la replicacidn, esto da lugar a alteraciones significativas en las vias
de transduccion de sefiales y estrés metabdlico. Por lo que las células cancerosas dependen de
proteinas como las HSP inducibles por estrés, que presentan actividad de chaperonas
moleculares para llevar a cabo el plegamiento de proteinas normales a su forma nativa. Siendo
asi, las funciones citoprotectoras de las HSP esenciales para el mantenimiento y supervivencia
de las células cancerosas®®. Con el objetivo de detectar si la HT modifica la expresion proteica de
HSP70, se evalud su expresion mediante un ensayo de Western Blot. En éste, se observa un
aumento en los niveles proteicos de HSP70 en las lineas celulares MDA-MB-468 y MCF7, no
observandose dicho aumento en la linea MDA-MB-231. El principal problema de la HT es la
elevada expresiéon de HSP70, esto favorece que las proteinas se mantengan en las células
cancerosas aumentando asi, su tolerancia. Por tanto, una posible estrategia para controlar el
aumento de la expresion es el uso de inhibidores de HSP70 en combinacién con la HT®.

6.2 Hipertermia y uso de inhibidores como estrategia terapéutica

Lo siguiente que se plantea es estudiar si la HT en combinacién con el uso de farmacos podria
resultar en una estrategia terapéutica eficiente. Los farmacos estudiados actuan: inhibiendo la
dindmica mitocondrial, como es el caso de M-divi-1, inhibidor de la proteina de fisidn
mitocondrial Drp1; o bien inhibiendo el sistema OXPHOS como es el caso de la metformina, que
inhibe el complejo | mitocondrial. Para evaluar las condiciones 6ptimas, se plantean dos
ensayos: (i) estudiar el efecto de la temperatura sobre la sensibilidad al farmaco; (ii) estudiar
efecto del farmaco sobre la sensibilidad a la temperatura.

Mediante un ensayo de MTT se ha podido concluir que, en general no parece que la combinacion
de la HT y M-divi-1 pueda presentar un efecto sinérgico significativo en el indice de viabilidad,
pero si un efecto de la temperatura y el farmaco por separado en las lineas MCF7 y MDA-MB-
231. Sin embargo, en el caso de la linea MDA-MB-468 en el segundo ensayo, parece que la
combinacion de ambos tratamientos podria resultar eficiente a 43 °C (Figura 19). A 45 °C en las
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imagenes tomadas con el microscopio se han observado una especie de vacuolas alrededor de
las células, que podrian deberse a vesiculas de autofagia o acumulacidn de gotas lipidicas. En
condiciones de estrés, se produce un aumento en el flujo de la autofagia a través de
modificaciones postraduccionales y una activacién de factores transcripcionales sensibles al
estrés como p53 Y Nrf2%. Esto se podria relacionar con el aumento de la expresion de p53 y Nrf2
tras los tratamientos de hipertermia en la linea celular MDA-MB-468 (apartado 5.1.2.3). El estrés
celular promueve la acumulacién de gotas lipidicas en células cancerosas, que llevan a cabo
importantes funciones como el almacenamiento de energia, regulacidn del trafico lipidico,
gestién y control de calidad de las proteinas y replicacién viral®®. Para conseguir una mayor
eficiencia en la combinacidn de la HT y el uso de M-divi-1 en las lineas MCF7 y MDA-MB-231,
podria resultar conveniente, llevar a cabo el segundo ensayo, es decir, aplicar la HT en células
pre-tratadas con los farmacos, permitiendo la recuperacion de las células a 37 °C tras la
hipertermia antes de analizar la inhibicién del crecimiento celular por la combinacién de los dos
tratamientos. Posiblemente asi, se podria observar un mayor efecto de la combinacién del
farmaco y la hipertermia, debido a que la hipertermia puede tener un efecto sobre el
crecimiento celular que no sea inmediato.

Por el contrario, la combinacion de la HT y metformina, parece que resulta efectiva en el caso
de la linea MDA-MB-231 a 43 °C, como se observa en el primer ensayo (Figura 21). En las otras
dos lineas celulares a 43 °C el indice de viabilidad no sigue un patrén determinado (MCF7) o no
presenta diferencias al aumentar la concentracion de farmaco (MDA-MB-468). Del mismo modo,
en el segundo ensayo, parece que resulta efectiva la combinacién de ambos tratamientos en las
lineas MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Es decir, al llevar a cabo el tratamiento combinado de
hipertermia e inhibicién farmacoldgica, se podria conseguir una mayor eficiencia sobre la
viabilidad celular empleando una menor concentracidn del farmaco.

6.3 La hipertermia causa daiio en la funcién y estructura mitocondrial

Se puede concluir que, el estrés térmico produce una fuerte degradacidn del CI-SCs en las tres
lineas celulares, asi como una disminucion moderada de la asociacion lll;1V, que va acompafiado
de un aumento mas o menos marcado de los niveles de ClIl dimérico sobre todo en las lineas
MDA. Ademas, produce un efecto diferente sobre el ensamblaje de CIV con un aumento en la
linea MDA-MD-468 y una disminucién en la linea MCF7. En el caso de la linea MCF7 a 47 °C se
observa una banda anormal de SCs que migran por debajo del CI-SCs (marcada con un asterisco
blanco), esto podria deberse a una alteraciéon en su composicién debido a la pérdida de algunas
subunidades presentes en estas asociaciones. También se detecta un subcomplejo que revela la
degradacion parcial del CIV. Porlo que, se puede confirmar que, las temperaturas mayores a 43
°C producen una alteracién del sistema OXPHOS, ademas de que se pueden observar diferencias
entre las diferentes lineas celulares estudiadas, reflejando asi diferencias en la capacidad
respiratoria de las células.

6.5 Analisis de la funcionalizacion de MNPs

Mediante DLS y STEM se lleva a cabo una caracterizacion previa de las MNPs revestidas de
polimero, para asegurar que sus propiedades fisicoquimicas son adecuadas para su posterior
funcionalizacidon con el anticuerpo. Mediante DLS, se observa que las MNPs revestidas con
polimero presentan un tamafio hidrodinamico mayor que los nicleos magnéticos y un potencial
zeta menor, lo que podria indicar el correcto revestimiento de los nucleos magnéticos y la
presencia de cargas negativas debido a los grupos carboxilo del polimero. Mediante las
imagenes de STEM y TEM también se puede apreciar una capa de ligero contraste, que se puede
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asignar al recubrimiento de polimero, alrededor de los nicleos de fuerte contraste que segun el
espectro STEM-EDS estan compuestos de éxido de hierro.

El analisis de las MNPs mediante DLS muestra un aumento del tamafio hidrodindmico en ambas
alicuotas tras la conjugacidn con el anticuerpo consecuente con la incorporacién del anticuerpo
a la superficie de las MNPs, mientras que, el potencial zeta apenas varia debido a las cargas
negativas correspondientes a los grupos carboxilo del anticuerpo. Por otra parte, los datos de
STEM-EDS corroboran la presencia de cetuximab, por la aparicién de picos de N y S presentes
en su estructura y las sefiales de K, Ca, Na, Cl, que pueden corresponder a los excipientes
utilizados en la preparacion del farmaco®. Sorprendentemente en ambas muestras de las MNPs
conjugadas aparece el elemento Pd en el espectro STEM-EDS, aunque un analisis por emision
atémica (ICP-OES) descarta la presencia de este elemento en la muestra original por lo que se
puede atribuir la aparicidn de esta sefial a alguna contaminacion en la preparacion de la rejilla
para la observacion por TEM/STEM.

6.6 Presencia de cetuximab en MINPs

La presencia de cetuximab y su orientacién en las MNPs después de la conjugacién por el
método de la carbodiimida se analiza mediante electroforesis de gel SDS-PAGE. Aparentemente
el rendimiento de la conjugacion con cetuximab es mayor cuando se realiza en condiciones de
37 °C y utilizando PEG como bloqueante puesto que la intensidad de las dos bandas
correspondientes al anticuerpo es mucho mayor en comparaciéon con las dos muestras de MNPs
conjugadas a temperatura ambiente y utilizando glicina como bloqueante. Sin embargo, a pesar
de que la intensidad de las bandas sea mayor, este procedimiento genera una abundante
agregacion, probablemente atribuible a una neutralizacién de las cargas superficiales y la
consecuente ausencia de repulsiones electrostaticas entre las nanoparticulas. Es evidente que
se precisa una optimizacion de las condiciones de reaccidn, de las proporciones
MNPs/anticuerpo vy la utilizacién de procesos de separacion y purificacién magnética durante el
procedimiento. Aunque dicha optimizacidn queda para posteriores investigaciones. Mientras
tanto, las MNPs conjugadas a temperatura ambiente y bloqueadas con glicina, no generan
ninguna agregacion, aunque incorporen una menor cantidad de anticuerpo.

En cuanto a la orientacién del anticuerpo, éste puede adoptar cuatro posiciones: (a) end-on; (b)
head-on; (c) sideaways-on; (d) flat-on (Figura 33). La posicion end-on, se considera la orientacion
Optima, debido a que se produce la conjugacion a través de fragmento Fc, dejando asi la region
Fab libre para el reconocimiento de antigenos. Las posiciones head-on y sideaways-on no son
adecuadas, ya que la eficiencia del reconocimiento del antigeno de las MNPs funcionalizadas se
ve obstaculizada debido a la interferencia estérica. Por ultimo, la orientacion flat-on también se
podria considerar adecuada, ya que no altera la actividad de unién al antigeno®,

End-on Head-on Sideways-on ~ Flat-on

Y A A

Figura 33. Representacion esquemdtica de las cuatro posiciones diferentes de los anticuerpos sobre
superficies®.
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En el método carbodiimida de dos pasos se ve favorecida la orientacion flat-on en MNPs con un
tamafio hidrodinamico grande donde se unen tanto las cadenas pesadas como ligeras por lo que
en el gel SDS-PAGE no se verian las bandas correspondientes a ambas cadenas. Sin embargo, en
MNPs con un tamafio hidrodindmico menor se favorece la unidn a través de las cadenas pesadas,
observandose en el gel predominantemente la banda correspondiente a las cadenas ligeras (25
kDa). En el gel SDS-PAGE (Figura 30) se observa la presencia tanto de cadenas pesadas como de
ligeras, siendo la intensidad de las cadenas pesadas similar a la de las cadenas ligeras en los
pocillos 2 y 3, pero si se compara la intensidad de las cadenas pesadas de las MNPs conjugadas
con respecto a las del anticuerpo libre, se observa una disminucién de la intensidad, por lo que
se puede deducir que el anticuerpo podria estar mayoritariamente orientado en la disposicidon
end-on®. La presencia de cadenas pesadas podria deberse a que, no todo el anticuerpo se une
covalentemente. Como se apuntaba arriba, el método podria mejorarse llevando a cabo una
separacion y purificacion tras afiadir el anticuerpo y optimizando la cantidad de anticuerpo
afiadida para conseguir una unién de anticuerpo éptima sin necesidad de afectar a la estabilidad
coloidal. Por otra parte, seran los estudios de afinidad celular los que den una medida mas
certera de la eficacia de la conjugacion.

6.7 Determinacion de la bioactividad de los conjugados MNPs-cetuximab

Mediante imagenes de células fluorescentes y citometria de flujo se estudia la capacidad de los
conjugados cetuximab-MNPs de reconocer y unirse a su ligando biolégico, EGFR, en dos lineas
celulares, MDA-MB-468 (sobreexpresa EGFR) y MDA-MB-231 (presenta menores niveles de
expresion de EGFR). En primer lugar, se observa una mayor proporcién de MFI a mayores
concentraciones de Fe,03 pero, al comparar las MNPs conjugadas y sin conjugar, se observa una
mayor MFI en éstas ultimas en ambas lineas celulares, a pesar de expresar niveles distintos de
EGFR. En un Trabajo de Fin de Mdster previo® se estudié la internalizacién de conjugados
nimotuzumab-MNPs en lineas MDA-MB-468 y SKBR-3 (expresa niveles bajos de EGFR),
observandose una mayor internalizacién de los conjugados con respecto a las MNPs sin conjugar
en la linea MDA-MB-468 y una menor internalizacion de las MNPs conjugadas en la linea SKBR-
3. Esto podria deberse a que nimotuzumab, que es un anticuerpo anti-EGFR como el cetuximab,
pero con una afinidad mas baja, interfiere solo con la activacién dependiente del ligando,
reduciendo asi fuertemente la sefalizacién de EGFR a nivel basal, independientemente del
ligando. Por otro lado, cetuximab, inhibe tanto la dimerizacién del EGFR dependiente de ligando
como la independiente de ligando, bloqueando la unidn del EGF e interfiriendo estéricamente
con la conformacidn activa y no anclada del receptor™.

En cambio, cuando se comparan los valores de MFI de las MNPs conjugadas respecto a las MNPs
sin conjugar en ambas lineas celulares estudiadas, se observa una mayor proporciéon de MFl en
la linea MDA-MB-468 respecto a la linea MDA-MB-231. Aunque la diferencia no sea muy
significativa, debido a la necesidad de optimizar el procedimiento de conjugacidn, estas lineas
celulares podrian ser adecuadas para estudiar la bioactividad de los conjugados cetuximab-
MNPs que deberian unirse preferentemente a la linea MDA-MB-468.
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7.CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y su comparacién con otras investigaciones
se puede concluir lo siguiente:

1.

La expresién génica presenta cambios tras los tratamientos de hipertermia, lo que
podria resultar en un enfoque terapéutico para sensibilizar a los tumores frente a la
accién del sistema inmunitario y a la accién de otros tratamientos.

El tratamiento combinado de hipertermia e inhibicién farmacoldgica parece resultar
eficiente utilizando los dos inhibidores. Quizas se podria conseguir una mayor eficiencia
en el caso de M-divi-1 optimizando el tiempo de recuperacidn de las células a 37 °C tras
la hipertermia antes de analizar la inhibicidn del crecimiento celular por la combinacién
de los dos tratamientos.

La hipertermia causa dafio en la funcién y estructura mitocondrial, produciendo una
fuerte degradacion del CI-SCs, que va acompafado de un aumento mds o menos
marcado de los niveles del Clll dimérico. En cuanto al CIV, la hipertermia provoca un
efecto diferente sobre el ensamblaje de este complejo en las tres lineas celulares
estudiadas.

Es necesario llevar a cabo una re-optimizacion del método de carbodiimida de dos pasos
en las dos condiciones utilizadas en la funcionalizacion de las MNPs con cetuximab,
debido a problemas en la estabilidad coloidal y en la aparicién de cadenas pesadas en el
gel SDS-PAGE probablemente porque no todo el anticuerpo se esté uniendo
covalentemente.

La linea MDA-MB-468 presenta una mayor proporcion de internalizacion de las MNPs
conjugadas respecto a la linea MDA-MB-231. Aunque la diferencia no sea muy
significativa, debido a la necesidad de optimizar el procedimiento de conjugacidn, estas
lineas celulares podrian ser adecuadas para estudiar la bioactividad de los conjugados
cetuximab-MNPs que deberian unirse preferentemente a la linea MDA-MB-468.

CONCLUSIONS

Based on the results obtained in this work and their comparison with other research, the
following conclusions can be drawn:

Gene expression shows changes after hyperthermia treatments, which could result in a
therapeutic approach to sensitize tumors to the action of the immune system and the
action of other treatments.

The combined treatment of hyperthermia and pharmacological inhibition seems to be
effective using both inhibitors. Greater efficiency could be achieved with M-divi-1 by
optimizing the cell recovery time at 37°C after hyperthermia before analyzing cell
growth inhibition by the combination of the two treatments.

Hyperthermia causes damage to mitochondrial function and structure, producing a
strong degradation of CI-SCs, accompanied by a more or less marked increase in the
levels of dimeric ClIl. Regarding CIV, hyperthermia causes a different effect on the
assembly of this complex in the three cell lines studied.

It is necessary to re-optimize the two-step carbodiimide method under the two
conditions used for functionalizing MNPs with cetuximab, due to issues with colloidal
stability and the appearance of heavy chains in the SDS-PAGE gel, probably because not
all of the antibody is covalently bound.
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5. The MDA-MB-468 line shows greater internalization of the conjugated MNPs compared
to the MDA-MB-231 line. Although the difference is not very significant due to the need
to optimize the conjugation procedure, these cell lines could be a target for studying the

bioactivity of cetuximab-MNP conjugates, which should preferentially bind to the MDA-
MB-468 line.
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9. ANEXO

9.1 ANEXO I: Informacion adicional al desarrollo experimental

Tabla Al. Reactivos para la sintesis de cDNA monocatenario.

Reactivo Cantidad
RNA total 1ug
NZYRT Enzyme Mix¥ 2ul
NZYRT 2x Master Mix® | 10 L
DEPC-treated water Hasta 20 pL

(1) Incluye la transcriptasa reversa NZY y el inhibidor de la ribonucleasa NZY

(2) Incluye el oligo(dT)18, hexdmeros aleatorios, Mg2*y dNTPs.

*El Master Mix 2X contiene colorante SYBR Green, DNA polimerasa Taq Dual-Lock, dNTP con mezcla de dUTP/dTTP,

Tabla A2. Reactivos utilizados en la gPCR.

Reactivo Volumen
Primers (Tabla A3) 0,5 uL
Master Mix 2X* 5puL
H,0 (RNasa free) 3,5uL

UDG termolabil, colorante de referencia pasiva ROX y componentes de tampdn optimizados.

Tabla A3. Primers utilizados en la qPCR.

Gen Primer directo Primer reverso
HIF-1a ACATCGCGGGGACCGAT TCAATATCCAAATCACCAGCATCC
ICAM-1 TGTGACCAGCCCAAGTTGTT TAAGGTTCTTGCCCACTGGC
Nrf2 CACATCCAGTCAGAAACCAGTGG | GGAATGTCTGCGCCAAAAGCTG
Drpl GATGCCATAGTTGAAGTGGTGAC | CCACAAGCATCAGCAAAGTCTGG
ATF4 ATGGGTTCTCCAGCGACAAG GAAGGCATCCTCCTTGCTGT
Opal GTGGTTGGAGATCAGAGTGCTG | GAGGACCTTCACTCAGAGTCAC
p53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC
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Tabla A4. Anticuerpos utilizados en la inmunodeteccion de proteinas (WB) para el andlisis de complejos
mitocondriales.

Complejo Anticuerpo Casa Concentracion Anticuerpo Casa
comercial secundario comercial
| a-NDUFB6 Invitrogen 1:5000 Anti-IgG de Invitrogen
monoclonal raton
antibody de
ratén
I a-SDHA Invitrogen 1:5000 Anti-lgG de Invitrogen
monoclonal raton
antibody de
raton
1l a-UQCRC2 Invitrogen 1:5000 Anti-IgG de Invitrogen
monoclonal raton
antibody de
raton
v a-CO1 Invitrogen 1:5000 Anti-lgG de Invitrogen
monoclonal raton
antibody de
raton

Tabla A5. Composicion de las disoluciones para la preparacion de los geles separador (12,5 % de
acrilamida) y concentrador para la electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Gel separador

Gel concentrador

(12,5%) (12,5%)
Acrilamida:Bisacrilamida (30%) 2,084 mL 0,33 mL
Tampon 4X* 1,25 mL 0,5mL
SDS 20% 25 L 10 pL
H20 destilada 1,641 mL 1,17 mL
APS 20% 15 pL 10 pL
TEMED 5uL 5uL

*Tampon 4X gel separador (Tris-HCI 1,5 M pH=8,8, SDS 0.4%, EDTA 8 mM) y tampdn 4X gel concentrador (Tris-HCI 0,5
M pH=6.8, SDS 0.4%, EDTA 8 mM)

Tabla A6. Anticuerpos utilizados en la inmunodeteccidon de proteinas (WB) para el andlisis de proteinas

totales.

Anticuerpo Casa comercial | Concentracion Anticuerpo Casa
primario secundario comercial
Tubulina Sigma-Aldrich 1:5000 Anti-lgG de raton Invitrogen

HSP70 Novus 1:5000 Anti-lgG de raton Invitrogen
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Figura A2. Esquema del mecanismo de activacion de los grupos COOH de las MNPs mediante el

acoplamiento de carbodiimida asistido o no por NHS. Para simplificar, el EDC se ha representado en
forma neutra, aunque se encuentra en forma catidnica en las condiciones de reaccién®.

Tabla A7. Retencion de proteinas empleando los filtros Amicon Ultra 0,5 mL centrifugal filters de Sigma-

Aldrich.
Concentracion Peso molecular NMWL Retencion % | Tiempo (min)
Tiroglobulina 677,000 100K >95 10
1gG (1 mg/mL) 156,000 100K >95 10
Ovoalbumina 45,000 100K <30 10

*Condiciones: rotor con un angulo fijo de 40°, 14000x g, temperatura ambiente, volumen de partida 500
pL
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Tabla A8. Medidas de tamafio hidrodindmico (nm) y potencial zeta (mV) con sus respectivas sd en MES

10 mM medido en DLS.
Muestra Tamaiio hidrodinamico (nm) Potencial zeta (mV)
Nucleos magnéticos 25%7,7 36,52
MNPs sin conjugar 30,7249,54 -7,6217,84
MNPs conjugadas 12 34,62+11,06 -7,91+4,83
alicuota
MNPs conjugadas 22 34,42+10,15 -6,8215,12
alicuota
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Figura A3. Tamafio hidrodindmico de las MNPs conjugadas 22 alicuota en MES 10 mM 'y en H:0.
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9.2 ANEXO IlI: Informacion adicional a los resultados
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Figura A4. Imagen de las MNPs revestidas con polimero mediante STEM y su correspondiente espectro
STEM-EDS con los respectivos % en peso molecular de cada elemento.
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Figura A5. Imdgenes de células fluorescentes de las lineas celulares MDA-MB-468 (en morado) y MDA-
MB-231 (en azul) con las MNPs sin conjugar y conjugadas a distintas concentraciones de Fe0s3.




