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Resumen

La mejora de la bioactividad del ligando mortal TRAIL, ha sido un campo de
investigacion prometedor para el desarrollo de tratamiento anti-tumorales efectivos. En
este trabajo de fin de grado se ha estudiado el potencial anti-tumoral de nuevas
formulaciones de nanoparticulas lipidicas funcionalizadas, basadas en el anclaje del
ligando mortal TRAIL a su superficie (LUV-TRAIL) y en la encapsulacién de
doxorubicina, un quimioterapico muy utilizado con actividad anti-tumoral, en su interior
(LUVDOX-TRAIL). Se ha analizado el efecto citotoxico de TRAIL soluble, LUV-TRAIL y
LUVDOX-TRAIL y su capacidad para inducir apoptosis en tres lineas celulares
tumorales humanas procedentes de diferentes neoplasias hematoldgicas, MOLT4, Raji
y U937. También se ha estudiado la toxicidad de LUVDOX-TRAIL sobre células
mononucleares de sangre periférica y linfocitos T activados normales, buscando una
ventana terapéutica.

La formulacion LUV-TRAIL presenté una mayor actividad citotdxica que TRAIL soluble
en las lineas estudiadas, teniendo lugar un mecanismo de muerte dependiente de la
activacion de las caspasas. Los LUVDOX-TRAIL mostraron una mayor capacidad
citotoxica que LUV-TRAIL en las tres lineas celulares, manteniendo una elevada
citotoxicidad en células tumorales incluso cuando se disminuy6é la cantidad de
doxorubicina encapsulada a una concentracion en la que los LUVDOX-TRAIL no
mostraban una elevada toxicidad sobre células hematol6gicas normales.

Abstract

New TRAIL formulations with increased bioactivity are currently being developed with
the aim of achieving an effective anti-tumour therapy. In this final project the anti-tumour
potential of novel formulations using lipidic functionalized nanopatrticles with the death
ligand TRAIL attached on their surface (LUV-TRAIL) and doxorubicin, a conventional
anti-tumoral drug, encapsulated inside the particles (LUVDOX-TRAIL) has been studied.
The cytotoxic effect of soluble TRAIL, LUV-TRAIL and LUVDOX-TRAIL and their ability
to induce apoptosis were analysed in three human cell lines derived from different
haematological malignancies, MOLT4, Raji and U937. Moreover, LUVDOX-TRAIL toxic
effect was also studied in peripheral blood mononuclear cells and activated T
lymphocytes, in order to search a therapeutic window.

LUV-TRAIL showed higher cytotoxic activity than soluble TRAIL in all cell lines tested
and cell death induced by LUV-TRAIL was a caspase-dependant process. LUVDOX-
TRAIL showed a higher cytotoxic ability than LUV-TRAIL in the three cell lines analysed,
keeping their high cytotoxicity even though the amount of encapsulated doxorubicin was
reduced until a concentration in which LUVDOX-TRAIL did not show toxicity on normal
haematological cells.



Antecedentes y objetivos

A pesar de los ultimos avances en el entendimiento de la biologia del cancer y el
desarrollo de nuevas estrategias para su diagnostico, el cancer se mantiene como una
de las principales causas de muerte. La mayoria de las estrategias utilizadas por el
momento carecen de la suficiente especificidad para no dar lugar a efectos secundarios
severos. De esta manera, en la Ultima década se esté realizando un gran esfuerzo con
el objetivo de disefar terapias que ataquen selectivamente a las células cancerigenas y
puedan superar los mecanismos de resistencia que presentan las células tumorales a
las actuales terapias.

Apo2L/TRAIL (Apo2 Ligand/TNF related apoptosis inducing lignad)(en adelante, TRAIL),
es un ligando mortal de la familia de los TNF, descubierto a mediados de la década de
1990 por dos grupos diferentes de forma simultanea e independiente a partir de la
homologia de la secuencia con TNF y FasL (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). El
descubrimiento posterior de la capacidad de TRAIL para inducir la apoptosis sobre las
células tumorales, manteniendo intactas a las células normales, despertd un gran interés
en el desarrollo de terapias anti-tumorales basadas en TRAIL.

TRAIL es capaz de inducir la apoptosis en las células por medio de la union a sus
receptores TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5. TRAIL se ha relacionado con funciones en
las células con capacidad citotéxica y en la homeostasis de la respuesta inmune,
actuando como mediador en muerte celular inducida por activacion (AICD) de las células
efectoras. Debido al alto grado de especificidad para inducir la muerte en las células
tumorales y el hecho de que muchas células tumorales sobreexpresan los receptores
DR4 y DR5, distintos agonistas de los receptores de TRAIL se han utilizado en
aplicaciones clinicas (De Miguel et al., 2016).

Aunqgue los ensayos pre-clinicos resultaron prometedores, ningdn ensayo clinico ha
dado resultados con una eficacia significativa (Russo et al, 2010; Micheau et al, 2013).
Esto se puede deber a que muchos tumores son resistentes a TRAIL soluble en
monoterapia y a que los agonistas usados tenian baja afinidad por los receptores, entre
otros factores. Por ello, en los Ultimos afios, se han propuesto nuevas estrategias para
mejorar la bioactividad de TRAIL, como el desarrollo de nuevas formulaciones de TRAIL
altamente activas o la combinacién con agentes sensibilizadores para superar la
resistencia a TRAIL (De Miguel el al., 2016).

Profundizando en este hecho, el grupo de “Inmunidad, Apoptosis y Cancer’ del
Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular de la Universidad de
Zaragoza empez6é hace afios un proyecto para acoplar TRAIL a la superficie de
nanoparticulas lipidicas (LUV-TRAIL) con el fin de utilizarlos como tratamiento anti-
tumoral. Los LUV-TRAIL tienen una composicién lipidica similar a la de los exosomas
naturales en los que los ligandos mortales se encuentran en forma de proteina
transmembrana y suponen la forma fisiolégica de secrecion de TRAIL por parte de los
linfocitos T activados.

En primer lugar y debido a la implicacién de Apo2L/TRAIL en la regulacion del sistema
inmune, se emplearon los LUV-TRAIL in vivo en un modelo experimental de artritis
reumatoide (Martinez Lostao et al., 2010), apreciandose una mejora en la reduccion de
la inflamacién articular con respecto a TRAIL en su forma soluble.



Posteriormente se estudi6 la capacidad anti-tumoral de los LUV-TRAIL, analizando su
efecto citotdéxico en distintas lineas celulares tumorales humanas de estirpe
hematoldgica, que o bien sobre-expresaban proteinas anti-apoptoticas o bien se habian
silenciado proteinas pro-apoptéticas, lo que les conferia resistencia no solo a la muerte
inducida por Apo2L/TRAIL soluble sino también a la muerte celular inducida por los
farmacos quimioterapicos convencionales (De Miguel et al., 2013). El analisis demostré
que LUV-TRAIL tenian una capacidad citotoxica mayor que TRAIL soluble, siendo capaz
de inducir la apoptosis en aquellas lineas celulares que presentaban resistencia frente
a TRAIL. Recientemente, se ha concluido mediante experimentos de entrecruzamiento
de los receptores TRAIL, que la mayor capacidad citotdxica de TRAIL recae en su mayor
capacidad para inducir el entrecruzamiento de los receptores (De Miguel et al., 2015).

La nueva estrategia basada en los LUV-TRAIL ha tenido prometedores resultados, pero
es necesario ampliar el estudio en lineas celulares tumorales provenientes de diferentes
tumores y mejorar el potencial pro-apoptético de LUV-TRAIL mediante la inclusién de
moléculas que permitirdn el aprovechamiento del liposoma para vehiculizar farmacos
quimioterapicos, a la vez que inducen la apoptosis mediante la presencia de TRAIL en
su superficie. En este sentido, el grupo esta intentando desarrollar diferentes estudios
para analizar la accion citotéxica de LUV-TRAIL con doxorubicina encapsulada,
LUVDOX-TRAIL.

Con estos antecedentes, el objetivo principal de este trabajo de fin de grado ha sido
continuar estudiando la capacidad de los LUV-TRAIL y su funcionalizacion con
doxorubicina, LUVDOX-TRAIL, como tratamiento anti-tumoral. En este caso en lineas
tumorales humanas de diferentes neoplasias hematoldgicas, con diferente sensibilidad
a TRAIL soluble. Los objetivos concretos de este trabajo han sido:

1. Generar nanoparticulas lipidicas artificiales de caracteristicas similares en
cuanto tamafio y composicion lipidica a la de los exosomas naturales con TRAIL
soluble anclado a la superficie.(LUV-TRAIL)

2. Analizar la capacidad de inducir apoptosis in vitro de los LUV-TRAIL y de TRAIL
soluble en tres lineas celulares tumorales procedentes de diferentes neoplasias
hematoldgicas, MOLT4, Raji y U937. Estudiando los mecanismos moleculares
de induccion de la apoptosis

3. Encapsular doxorubicina en el interior de los LUV-TRAIL para generar los
LUVDOX-TRAIL.

4. Analizar la capacidad citotoxica in vitro de los LUVDOX-TRAIL, en las tres lineas
celulares de neoplasias hematolégicas, y ajustar la concentracion de
doxorubicina encapsulada.

5. Estudiar la toxicidad de LUVDOX-TRAIL sobre células mononucleares de sangre
periférica y linfocitos T activados normales provenientes de donantes sanos.



Introduccion
Apoptosis

La apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular programada en el organismo,
y a su vez, el mas intensamente estudiado. El proceso de apoptosis se activa y se
ejecuta de una manera controlada y ordenada por medio de un conjunto de proteinas
codificadas genéticamente.

La apoptosis desempeiia un papel esencial en el desarrollo y la homeostasis de los
tejidos adultos, eliminando aquellas células innecesarias o que han sufrido alteraciones
irreparables (Taylor et al., 2008). La capacidad de las células para evadir la apoptosis
es uno de los problemas que contribuyen a la aparicién de distintas patologias, entre
ellas, el cancer, asi como al desarrollo de resistencia a terapias anti-tumorales.

Las células apoptéticas se van a definir por una serie de rasgos morfologicos y
bioguimicos que permiten su identificacién. Inicialmente, se aprecia una condensaciéon
del citosol acompafiado de la compactacién y fragmentacibn de la cromatina,
paralelamente, la dilatacion del reticulo endoplasmico, acabara originando la formacion
de vesiculas que se fusionaran con la membrana celular generando la morfologia
caracteristica de burbujas denominadas cuerpos apoptéticos. Entre los cambios
bioquimicos, se produce la caida del potencial mitocondrial y la translocacion de la
fosfatidilserina desde la capa interna de la membrana celular (donde se localiza
normalmente) a la capa externa. Este ultimo hecho, facilitar4 el reconocimiento de los
cuerpos apoptoticos y su fagocitosis por los macréfagos. La actuacion de los
macrofagos permitird que no se libere al medio el contenido intracelular de la célula
dafiada, el cual ocasionaria dafios en las células adyacentes al inducirse la respuesta
inflamatoria.

A parte de por la mencionadas caracteristicas morfolégicas, la apoptosis se caracteriza
a nivel molecular por ser ejecutada por una familia de proteasas localizadas en el
citoplasma conocidas como caspasas. Expresadas como zimdogenos inactivos
(conocidos como pro-caspasas), su activacion va a estar estrechamente regulada por
un proceso de escision (auto-protedlisis o por accion de otras caspasas) Yy
oligomerizaciébn. Las caspasas que intervienen en la apoptosis han sido
tradicionalmente clasificadas en dos grupos:

e Caspasas iniciadoras: caspasa -2, -8, -9 y -10, estructuralmente se pueden
clasificar en funcién de la presencia de una secuencia de aminoacidos que les
permiten establecer interacciones proteina-proteina entre dominios idénticos.
Dichos dominios son CARD (caspase activation and recruitment domains) en las
caspasas -2 y -9 y DED (death-effector domain) en las caspasas -8 y -10

o Caspasa efectoras: caspasa -3, -6 y -7, activadas por las caspasas iniciadoras
por protedlisis, se encargaran de continuar y amplificar la sefial apoptoética.

Las caspasas al ser proteolizadas dan lugar a dos subunidades (p20 y p10) que
interaccionan formando un heterodimero, que a su vez interacciona con otro para dar
un heterotetramero, que es la forma tipicamente activa de las caspasas (Shalini et al.,
2008).



Vias de la apoptosis:

La apoptosis puede ser activada por medio de dos vias diferentes:

e Viaintrinseca:

La via intrinseca o mitocondrial, debido a la actuacion de la mitocondria como elemento
regulador, fue la primera descrita y es la mas conservada evolutivamente. Esta via es
activada a partir de sefiales de estrés celular, provocadas por agresiones externas que
conducen a un dafio irreversible en el DNA. Esta alteracion en el DNA, es detectada
principalmente por la proteina p53, que se fosforila y actia como un factor de
transcripcion para genes implicados en la regulacion del ciclo celular, reparacion del
DNA y expresion de proteinas pro-apoptoéticas, lo que conduce a una alteracién en el
equilibrio entre las proteinas pro- y anti-apoptéticas de la familia Bcl-2. Las proteinas de
la familia Bcl-2 se identificaron por su homologia de dominios (dominios BH) y
constituyen los principales reguladores de la integridad de la membrana mitocondrial.
Se distinguen 3 subfamilias:

e Proteinas solo BH3 (Bid, Puma, Noxa, Bim): presentan Unicamente el dominio
BHS3, y estan encargadas de detectar los estimulos que inducen estrés en la
célula y activar la via intrinseca mediante interacciones con proteinas pro- y anti-
apoptéticas.

e Proteinas anti-apoptoticas (entre ellas: Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL): se asocian con las
proteinas Bcl-2 pro-apoptéticas inhibiendo su accion.

e Proteinas pro-apoptoéticas (entre ellas: Bax, Bak): la interaccion entre Bax y Bak
conduce a la formacién de canales en la membrana externa mitocondrial,
produciendo su permeabilizacion, la caida del potencial de membrana
mitocondrial (AYm) y la salida de proteinas pro-apoptéticas desde la matriz
mitocondrial al citosol como citocromo ¢ 0 Smac/DIABLO.

En el citosol, el citocromo C liberado se une a la molécula adaptadora Apaf-1y a la pro-
caspasa 9 promoviendo la formaciéon de un complejo denominado apoptosoma, en el
gue se activa la pro-caspasa 9. La caspasa 9 producird la activacién por protedlisis de
la caspasas ejecutoras (fundamentalmente caspasa-3 y -7) que conduciran a la muerte
celular por apoptosis (Taylor et al., 2008).

e Via extrinseca:

La via extrinseca se ejecuta por la interaccion de los ligandos mortales con sus
respectivos receptores (DR) en la superficie de la célula diana. Los ligandos mortales
pertenecen a la familia de los TNF (TNF-a, FasL y TRAIL) y los DR pertenecen a la
familia de los TNF-R. Mientras que FasL y TRAIL tienen una accién prominentemente
apoptotica, TNF activa predominantemente vias pro-inflamatorias.

La apoptosis a través de la via extrinseca se desencadena tras la interaccion de los
ligandos mortales, en forma de homotrimeros, con sus respectivos receptores en la
membrana celular , induciendo a su vez la trimerizacion de éstos y ocasionando una
serie de cambios conformacionales del receptor en la superficie celular. Como
consecuencia de dicho cambio conformacional, los dominios intracelulares del receptor,
conocidos como DD (death domain), sufren una reorganizacion espacial que permite el
reclutamiento de una proteina adaptadora (FADD, Fas-Associated protein with Death
Domain, en el caso de FasL y TRAIL, y TRADD, Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated DEATH domain protein en el caso de TNF) que se unir al receptor a través

5



de sus propios dominios DD. Dicho adaptador carente de actividad enzimatica, ejercera
su funcién como plataforma para el reclutamiento de las caspasas iniciadoras (caspasa
-8, caspasa -10) mediante los dominios DED. Se formard finalmente un complejo multi-
molecular conocido como DISC (Death-inducing signaling complex), para FasL y TRAIL,
y TNF-RSC (TNF-Receptor signaling complex) para TNF, diferenciandose en la
complejidad molecular de sus componentes y la capacidad para activar diferentes vias.
A nivel del DISC, una de las proteinas principales capaz de regular la activacion de la
caspasa-8 y la activacion de diferentes vias es cFLIP, la cual ser4 capaz de unirse a
FADD vy a la caspasa-8 por sus dominios DED. La proteina cFLIP tiene principalmente
una funcién anti-apoptética.

La caspasa-8 puede procesar directamente a las caspasas ejecutoras (principalmente
a la caspasa-3), dirigiendo a la célula hacia la apoptosis (Shalini et al., 2008).
Conjuntamente, la accion proteolitica de la caspasa-8 sobre su sustrato Bid, proteina de
la familia solo BH3, permite intercomunicar la via extrinseca con la intrinseca. La
formacion de t-Bid (forma truncada y activa de Bid) inducird la oligomerizacién de Bax y
Bak y acabara conduciendo a la formacion del apoptosoma. De esta manera, se genera
un bucle de amplificacion de la sefial que desemboca en un incremento de la activacion
de las caspasas efectoras (Sedger et al., 2014).

TRAIL

TRAIL es un ligando mortal de la familia del TNF capaz de inducir la apoptosis
independientemente de Fas (Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). Es una proteina
transmembrana de tipo Il de 281 aminoacidos y 28 kDa de peso molecular codificada
por el gen TNFSF10 de 20 kb localizado en la posicion 3926 del cromosoma 3, que
consta de 4 intrones y 5 exones. Aunque la homologia de TRAIL con TNF-a y FasL es
solo del 23% y 28% respectivamente, muestran gran similitud estructural. En el
desarrollo de este trabajo se ha utilizado la porcién extracelular soluble de TRAIL
(STRAIL), formada por los amino&cidos 114 al 281 a los que se les ha afiadido una cola
de histidinas en el extremo amino-terminal.

TRAIL forma un homotrimero que se unira a tres receptores en la superficie de la célula
diana. Sin embargo, al contrario que otros miembros de la familia de TNF, el trimero
necesita ser estabilizado por un atomo de Zinc unido a las cisteinas en el centro del
trimero, siendo crucial para su estabilidad y actividad. TRAIL posee 5 receptores, TRAIL-
R1/DR4 TRAIL-R2/DR5 TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2 y osteoprotegerina. DR4 y
DR5 son los uUnicos que pueden desencadenar la sefializacién apoptética, siendo
capaces de originar la formacion del DISC y la activacién de la caspasa-8. Por el
contrario, DcR1 y DcR2 seran incapaces de transducir la sefial apoptética al carecer, en
el caso de DcR1 de toda la porcion intracelular, y en el caso de DcR2 de dominios
mortales funcionales.(Newson et al., 2009)

La principal funcion fisiolégica de TRAIL es la regulacién de la respuesta inmune,
aungue su habilidad para inducir la muerte de células transformadas ha sido
intensamente detallada. En la actualidad se sabe que TRAIL es expresado en diversas
células del sistema inmunolégico como linfocitos T CD4+ y CD8+ activados, células NK,
macrofagos y células dendriticas. En linfocitos T activados, TRAIL es secretado como
una proteina transmembrana insertada en la membrana lipidica de unas vesiculas
llamadas exosomas (Martinez-Lorenzo et al., 1999).



Apo2L/TRAIL en terapia anti-tumoral

Desde el descubrimiento de TRAIL y debido a su capacidad de inducir apoptosis en
células tumorales de manera selectiva, surgié rapidamente el interés de utilizar esta
molécula en clinica como agente anti-tumoral. Se desarrollaron dos estrategias clinicas,
por un lado, la utilizacion de TRAIL soluble humano recombinante y por otro, el uso de
anticuerpos monoclonales agonistas de los receptores DR4 y DR5. Sin embargo, los
resultados clinicos obtenidos, aunque garantizaban la seguridad de tratamiento, no
mostraban beneficios significativos (Lemke et al., 2014). Este fracaso terapéutico estaba
condicionado por una serie de factores: por un lado el bajo perfil farmacocinético de
TRAIL recombinante (con una vida media de unos 20 minutos) y la baja afinidad de los
agonistas por los receptores y por otro lado, el desarrollo de resistencias por parte de
muchos tumores al aplicar TRAIL soluble en monoterapia (Russo et al., 2010; Micheau
et al., 2013)

De esta manera, en los Ultimos afios, se estan desarrollando nuevas estrategias que
persiguen mejorar la bioactividad de TRAIL por medio de los siguientes aspectos: i)
incrementar la estabilidad y la valencia de Apo2L/TRAIL manteniendo la baja
citotoxicidad ii) dirigir de forma directa Apo2L/TRAIL a las células tumorales iii)
combinacién con otras terapias. Atendiendo a estos aspectos, se estan desarrollando
novedosas versiones de agonistas de TRAIL-R con caracteristicas prometedoras.
Ademas de la combinacion con otros farmacos, estas nuevas formulaciones estaran
basadas en el aumento de la estabilidad de TRAIL, mejorando su bioactividad como en
iZTRAIL (TRAIL soluble con una cola de isoleucinas), la fusion de TRAIL con anticuerpos
de cadena sencilla (scFv) dirigidos contra antigenos especificos expresados en la
superficie del tumor o en las células del microambiente tumoral y la asociacion de TRAIL
a distintas plataformas de tamafio nanométrico (De Miguel et al., 2016).

De esta manera y teniendo en cuenta el proceso fisiologico de secrecion de TRAIL,
como proteina transmembrana en exosomas, el Departamento de Bioguimica, Biologia
Molecular y Celular de la Universidad de Zaragoza inici6é un proyecto para acoplar TRAIL
recombinante a liposomas artificiales con caracteristicas similares a los exosomas
fisioldégicos con intenciéon de aumentar su bioactividad (De Miguel et al.,2013. De Miguel
et al., 2015. De Miguel et al., 2016).

Uso de liposomas en clinica

Los liposomas son nanovesiculas constituidas por una bicapa lipidica de fosfolipidos
gue encierra un medio acuoso interno. Esta estructura permite, por un lado, que los
farmacos mas hidrofilicos tiendan a encapsularse en su ndcleo polar, mientras que los
mas hidrofébicos se transportaran embebidos en la membrana plasmatica.

Los liposomas se pueden clasificar en unilamelares entre los que se encuentra los SUV
(small unilamellar vesicles, de entre 50-100 nm) y los LUV (large unilamellar vesicles,
de entre 100-250 nm) ideales para el transporte de farmacos hidrosolubles y en
multilamelares (MLV, multilamellar vesicles, de entre 1-5 mm), compuestos por varias
capas lipidicas y un limitado espacio acuoso, ideal para el transporte de los farmacos
més hidrofébicos.

Los liposomas parecen ser una de las alternativas mas prometedoras en el trasporte de
farmacos, dada su capacidad inherente para la encapsulacion de los farmacos, su
biocompatibilidad y su buena farmacocinética (Davis et al, 2008). Ademés, el hecho de
que los capilares sanguineos y linfaticos en los tumores se encuentren fenestrados, el
paso de los liposomas hacia el tumor vascularizado se ve facilitado respecto al paso de
los farmacos libres (Fang et al, 2011)



Doxorubicina

La doxorubicina es una antibiético de la familia de las antraciclinas (aislado de
Streptomyces peucetius), ampliamente usado en el tratamiento de distintos tipos de
tumores. Con un mecanismo de accién complejo, la doxorubicina se intercala en el DNA
bloqueando su sintesis y transcripcion, y ademas actta bloqueando a la topoisomerasa
I, lo que acaba generando fragmentacion y alteracién del DNA.

En respuesta al dafio en el DNA inducido por la doxorubicina en la célula tumoral se
producira la activacion de la via intrinseca de la apoptosis mediada por la activacién de
la proteina p53. Ademas, estudios recientes han demostrado la interaccion entre el dafio
en el DNA y la activacién de RIPK3 Y MKLK conduciendo a la necroptosis. (Matt et al,
2015)

A pesar de su amplio espectro de actividad neoplasica, sus efectos adversos,
particularmente la cardiotoxocidad y la depresion hematoldgica, han limitado el uso
convencional de la doxorubicina en la practica clinica. Para evitar dichos efectos
adversos, en los Ultimos afios, se ha llevado a cabo la generacion de nuevas
formulaciones de doxorubicina, basadas en la utilizacién de doxorubicina encapsulada
en liposomas (Tahover et al., 2015). Precisamente, fue la doxorubicina, el primer
farmaco encapsulado en liposomas aprobado por la FDA, bajo la denominacién
comercial de Doxil®.

Material y métodos
Apo2L/TRAIL-Hiss recombinante.

Para este trabajo se ha empleado la parte extracelular de Apo2L/TRAL-Hiss humano,
correspondiente a los aminoacidos de 114 a 281 de la proteina nativa, con una cola de
6 histidinas en su extremo N-terminal (TRAIL-Hisg). Este TRAIL recombinante (a partir
de ahora denominado TRAIL soluble, sSTRAIL) se conservO para su uso a una
concentracion 50 pug/mly 12 ug/ml en PBS a 4°C.

Preparacion de nanoparticulas lipidicas LUV-TRAIL

Se prepararon liposomas tipo LUV de 150 nm de diametro. El tamafio y la composicion
de los mismos se mantuvieron constantes a lo largo de todo el trabajo, mimetizando a
los exosomas naturales secretados por los linfocitos T (Martinez-Lorenzo et al., 1999).

Los liposomas tipo LUV se prepararon segun el método de hidratacion en film. Para
ellos, se partio inicialmente de una mezcla lipidica de fosfatidilcolina, esfingomielina,
colesterol y DOGs-NTA-Ni (lipido artificial con un atomo de niquel en su estructura)
(Avanti Polar Lipids) en una proporcion 55:30:10:5. El lipido artificial DOGS-NTA-Ni sera
el elemento responsable de la fijacion idnica de sTRAIL a la superficie del LUV mediante
la interaccion entre el niquel de lipido y la cola de histidinas de la proteina recombinante.
Tras la preparacion de la mezcla lipidica en un Eppendorf, el disolvente orgénico
(cloroformo) de los lipidos fue eliminado mediante la aplicacién de una corriente de
nitrégeno durante 10 minutos y sometiéndolos luego a condiciones de vacio durante 6
horas. Una vez finalizado este procedimiento, las laminas lipidicas secas que se
encontraban en el fondo del tubo se resuspendieron en un tampo6n de PBS formandose
los liposomas tipo MLV. Con el objetivo de eliminar varias capas lipidicas y obtener una
poblacion de liposomas tipo LUV con el didmetro deseado, los MLV se
congelaron/descongelaron una vez y se sometieron a 10 ciclos de un proceso de
extrusion en flujo de nitrégeno, haciendo pasar los liposomas a través de 2 filtros de
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policarbonato (Whatman) con un didmetro de poro de 200 nm. El proceso de extrusion
fue llevado a cabo usando un extruder (Northern Lipids) obteniendo finalmente
liposomas tipo LUV de aproximadamente 150 nm que se almacenan a 4°C hasta su
utilizacion.

La funcionalizacion de los LUV, para obtener LUV-TRAIL, se realizé incubando los LUV
con sTRAIL a 37°C durante 30 minutos y en agitacion a 850 rpm empleando el incubador
Thermomixer (Eppendorf). La interaccion de los residuos de histidina de la cola de
histidinas de sTRAIL con el atomo de Niquel de los LUV, permitioé la obtencién de los
LUV-TRAIL con un ratio ug proteina/umol de lipidos totales de 4.8, y una concentracion
final de TRAIL y lipidos totales de 12 ug/ml y 2.5 mM respectivamente. Finalmente LUV-
TRAIL se conservaron a 4°C hasta su uso.

Preparacion de nanoparticulas lipidicas LUVDOX-TRAIL

La doxorubicina se introdujo en el interior de los liposomas por medio de la técnica de
gradiente de pH. Para ello, se generaron LUV con sulfato de amonio en su interior (LUV-
AS) siguiendo la misma metodologia descrita para la produccién de LUV, pero con dos
diferencias significativas.

- La resuspensién de la lamina de lipidos tras someterla a condiciones de vacio
se realiz6 con 300 mM (NH4).SOs (sulfato de amonio, AS) a pH=4 en lugar de
PBS.

- Una vez que los LUV-AS fueron sometidos al proceso de extrusion, se filtraron
a través de una columna PD-10 (GE Healthcare) para cambiar el tampon externo
de los liposomas por PBS, con el objetivo de crear un gradiente iénico y de pH
entre el medio externo (PBS) y el interior del liposoma (AS).
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Una vez obtenidos los LUV-AS, se incubaron con doxorubicina (DOX, 10 mg/ml) en una
relacién molar de DOX/lipido de 1/3.2. El proceso se dividié a su vez en dos etapas con
el objetivo de optimizar la encapsulacion y el acoplamiento de sTRAIL en la membrana:

i) Lamezclade DOXy LUV-AS se incubd a 60°C (temperatura de transicion de la
membrana) durante 30 minutos, y con una intensa agitacion (800 rpm). La DOX
libre se introdujo en el interior del liposoma, protonandose en su interior debido
al pH acido. Este proceso conlleva la precipitacion del farmaco en el interior del
liposoma generando liposomas con DOX en su interior (LUVDOX), siendo
incapaz la DOX de atravesar de nuevo la membrana.

ii) Para generar LUVDOX con sTRAIL acoplado a su superficie (LUVDOX-TRAIL),
se siguio el protocolo ya descrito para los LUV-TRAIL, consiguiendo la union de
STRAIL a la membrana del liposoma. El volumen final se ajusté con PBS,
obteniendo los LUVDOX-TRAIL con una concentracion final de DOX y TRAIL,
de 775 uM y 12 pg/ml respectivamente.

Para la produccién de los LUVDOX-TRAIL (1/10) se mantuvo el mismo protocolo
variando la concentracion inicial de DOX (1 mg/ml), y modificando por tanto la relacién
molar de DOX/lipido (1/32) y la concentracion final de DOX encapsulada (77,5 uM)

Cultivos celulares

Todos los ensayos se realizaron de manera paralela en tres lineas celulares: MOLT4,
Raji y U937, ambas tienen en comdn su origen a partir de diferentes neoplasias
hematoldgicas humanas, por lo que se cultivaron en suspension. i) MOLT4: linfocitos T
procedentes de una leucemia linfoblastica aguda ii) Raji: linfocitos B procedentes de un
linfoma de Burkitt. iii) U937: monocitos procedentes de un linfoma histiocitico.

Las 3 lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10%, 2 mM L-glutamina y antibiéticos (penicilina 100 pug/ml,
estreptomicina 100 pg/mL) (a partir de ahora, medio completo). Se realizaron de manera
rutinaria (cada dos dias) ajustes del medio para mantener el cultivo a densidades
comprendidas entre 2x10°y 1x10° células/ml en frascos de cultivo de 25y 75 cm?. Las
células se mantuvieron a 37°C, bajo una atmdsfera constante de CO; al 5% en un
incubador termostatizado (Heraeus Cell). Todas las manipulaciones de los cultivos se
realizaron con material estéril y en campanas de flujo laminar (Telstar).

Para el mantenimiento de los cultivos en las densidades celulares adecuadas fue
necesario un control diario de la densidad y viabilidad celular, a través de la tincion por
exclusion con azul tripan y contaje en una camara de Neubauer.

DENSIDAD CELULAR: VIABILIDAD:

n2células vivas x FD x 10* nlcélulas vivas

nocélulas/mL = viabilidad = x100

nlcuadrantes nlcuadrantes
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Obtencién de PBMCs de sangre periféricay activacion
de células T.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron a partir de
muestras de sangre de donantes sanos. La sangre total anti-coagulada (10 ml) se diluyé
a la mitad en PBS (10 ml), y posteriormente se realiz6 una separacion por centrifugacion
en gradiente de densidad usando Ficoll-Paque®. Se trabaj6 con un tubo de fondo cénico
tipo Falcon de 50 ml, en el que inicialmente se afadieron 5 ml de Ficoll-Paque® y
posteriormente se afiadio 5 ml de sangre diluida. Esta adicion se realizé lentamente para
evitar la alteracion de la interfase.

Se centrifugd el tubo de 50 ml durante 20 minutos a 1500 rpm. Al finalizar la
centrifugacion, se observa como la muestra de sangre se ha dividido en diferentes fases,
separando los componentes de la sangre de acuerdo a su densidad. Todos los
componentes de la sangre mas densos que el Ficoll-Paque® (1,078 g/ml) lo
atravesaran, mientras que los PBMCs cuya densidad media es de 1,070 g/ml, se
dispondran justo encima del Ficoll-Paque®, observandose una banda blanquecina en la
interfase entre el plasma y el Ficoll-Paque®. El disco de PBMC se recogio
cuidadosamente y se dispuso en un tubo con 10 ml de PBS.

Los PBMCs obtenidos se lavaron dos veces en PBS con el objetivo de eliminar los restos
de Ficoll-Paque®. Finalmente se sembraron en medio RPMI decomplementado al 10%
de SFB y con una densidad de 1x10° cel/ml.

Para la produccién de las células T activadas, los PBMC fueron estimulados a lo largo
de un dia con 5 pg/ml PHA, factor mitdgeno de la familia de las lectinas. Tras 24 horas,
se eliminé la PHA, y las células se resuspendieron en un medio suplementado con 30
Ul/ml de IL-2 y se cultivaron durante 6 dias realizando cambios de medio con IL-2 cada
48 horas.

Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se desarrollaron de la siguiente manera: las células (5x10*
por pocillo) se sembraron en placas de 96 pocillos con medio completo. Posteriormente
eran tratadas con diferentes concentraciones (1-1000 ng/ml) de sSTRAIL o LUV-TRAIL,
LUVDOX o LUVDOX-TRAIL (64,56-0,09 uM) durante 24 horas.

En los ensayos en los que se estudi6 la inhibicién de la muerte celular a través de la
incubacién con z-VAD, inhibidor general de las caspasas (30 uM, Bachem) y RIK,
anticuerpo bloqueante de TRAIL (500 ng/ml, BD Bioscience). Los diferentes inhibidores
se afiadian 1 hora antes de la adicion de los distintos tratamientos.

Ensayo de reduccion del MTT

El método de Mosmann modificado basado en la reducciéon del MTT (bromuro de
dimetilo tiazolitetrazolio) fue utilizado para determinar la viabilidad de los cultivos
celulares tras aplicar los distintos tratamientos. Se trata de un método colorimétrico en
el que se va a establecer una relacion entre los cristales de azul de formazan producidos
en la reduccion del MTT vy el porcentaje de células viables.

Se sembraron 5x10* células por pocillo en placas de 96 pocillos y se les aplicé el
tratamiento correspondiente, a las siguientes concentraciones: 1000; 333,3; 111,11; 37;
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12,4; 4,1y 1,4 ng/ml para sTRAIL y LUV-TRAIL. Cada punto experimental se realizé por
triplicado, y se tomaron como controles células sin tratar y medio completo como blanco.

Después de 24 horas de tratamiento se anadié a cada pocillo 10 ul del reactivo MTT a
una concentracion inicial de 5 mg/ml en PBS y se incub6 a 37°C durante 2 horas.
Posteriormente se retiraron 70 pl del sobrenadante tras haber sometido la placa a un
pulso de centrifuga y se afiadié 100 pl de agente reductor isopropanol acido (0,05 M
HCI), lo que propicié que la sales de tetrazolio cambiaran a color azul y precipitaran,
quedando adheridas al fondo del pocillo. Tras agitar la placa (Bioblock) hasta observar
la disolucion completa de los cristales, se midio la absorbancia a 450 nm en un lector de
placas ELISA MR5000 (Dynatech).

La absorbancia observada en los controles se tom6 como el 100% de viabilidad y para
el célculo de la viabilidad en el resto de los pocillos se establecio una relacion porcentual
respecto a la observada en el control.

Marcaje con Anexina V.

La cuantificacion de la apoptosis se realiz6 por medio del marcaje con anexina V. La
anexina V es una proteina con capacidad para unirse de manera especifica a la
fosfatidilserina traslocada de la cara interna de la membrana celular a la cara externa
durante el proceso de apoptosis.

Tras realizar los diferentes tratamientos durante 24 horas en las placas de 96 pocillos,
ésta se centrifugé durante 2 minutos a 4500 rpm. Posteriormente se elimind el
sobrenadante y se afiadi6 1 yl de anexina-V-DY634 (Immunostep), conjugada con
aloficocianina (APC) en 49 ul del tampdén ABB 1x (Annexin binding buffer, 140 mM NacCl,
2.5 mM CaCl,, 19 mM HEPES/NaOH, pH 7.4) para obtener una concentracion final de
anexina V de 1,5 yg/ml en cada pocillo. La incubacién de las células con la anexina V
se realizé durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, se afadieron 200 ul de PBS estéril a la suspensién celular y ésta fue
procesada usando el citbmetro de flujo FACSCalibur y analizada mediante el programa
CellQuest (BD Bioscience).

Marcaje de proteinas de superficie

Para determinar la expresion de los receptores mortales de TRAIL (DR4 y DR5) en la
superficie de membrana en estado basal, las células se marcaron con anticuerpos
especificos para cada receptor conjugados con ficoeritrina (BD Bioscience).

Se tomaron 10° células por punto experimental (control de isotipo, DR4 y DR5), por
duplicado. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en una dilucion del
anticuerpo correspondiente en 100 ul de PBS con 5% de SFB. Las células se incubaron
durante 30 minutos a 4°C. Tras un lavado de las células con 500 ul de PBS en 5% de
SFB las muestras se analizaron mediante citometria de flujo. El control de isotipo
consiste en un anticuerpo del mismo isotipo conjugado con ficoeritrina pero que no
reconoce ninguna molécula en las células a analizar.
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Analisis de proteinas mediante Western blot

La técnica de Western blot se realizd en las tres lineas celulares con el objetivo de
analizar los niveles de expresién y activacion de las principales proteinas implicadas en
la via extrinseca de la apoptosis, caspasa-8, caspasa-3 y sus respectivos sustratos, Bid
y PARP-1. Como control de carga se analizé la expresion de (B-actina.

Las células se mantuvieron en frascos de cultivo de 75 m? hasta obtener 40 ml con una
densidad de 8x10°/ml. Tras centrifugar y resuspender intensamente las células en 2,4
ml de medio completo, se trasvasaron 225 ul de la muestra a diferentes Eppendorf a los
que se afadieron de manera secuencial 25 ul de sTRAIL o LUV-TRAIL a una
concentracion de 12,5 pg/ml obteniendo en cada muestra la dosis maxima de 1000
ng/ml tanto de STRAIL como de LUV-TRAIL. Ambos tratamientos se fueron afadiendo
de manera secuencial en la siguiente franja temporal: 6, 4, 2, 1 hora y control (O horas).
Finalmente se tomaron alicuotas para la cuantificacién de la apoptosis y se procedio al
lisado de las células.

Para la realizacion del lisado celular, se lavaron inicialmente las células tras
centrifugarlas (3 minutos 1500rpm) con PBS para detener la accioén de sTRAIL o LUV-
TRAIL y se anadieron 50 ul de tampdn de lisis (Tritén X-100 al 1% (v/v), 50 mM Tris-HCI
pH 7,6, 1 mM EDTA, 10 mM fluoruro de sodio, 1 mM leupeptina, 150 mM cloruro de
sodio y glicerol al 10% (v/v)). La disolucién resultante se centrifugé 20 minutos a 14.000
rpm y 4°C, posteriormente se recolectaron 40 pl del sobrenadante donde se encontraban
las proteinas celulares, y se realiz6 un ensayo de BCA para cuantificar la cantidad de
proteina utilizando el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Life Technologies).

El ensayo de BCA combina la reduccién de Cu?a Cu!* por proteinas en un medio
alcalino y la deteccion colorimétrica del cation Cu'*con el acido biciniconimico (BCA). El
complejo BCA/Cul*es soluble en agua y puede ser medida su absorbancia a 562 nm. El
ensayo de BCA permitira determinar la concentracion total de proteina e igualar la
cantidad de proteina cargada en cada una de las muestras.

A las muestras se les afadié el tampdn de carga 3x (150 mM Tris -HCI pH 7,4, SDS al
3% molibdato de sodio 0,3 mM, 30 mM pirofosfato sodico, 30 mM fluoruro de sodio,
glicerol al 30% (v/v), B-mercaptoetanol al 30% (v/v) y azul de bromofenol al 0,06% (p/v))
y se calentaron a 94°C durante 5 minutos.

Las muestras junto con los marcadores de peso molecular se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 12% con SDS que consta de dos partes, el gel concentrador y el gel de
resolucion. La composicion del gel de concentracion fue: acrilamida/bis al 5%, 125 mM
Tris-HCI, pH 6,8, SDS al 0,1%, persulfato amdnico al 0,1%, TEMED al 0,01%. La
composicion del gel de resolucion fue: acrilamida/bis 10% o 15% 370 mM Tris-HCI, pH
8,8, SDS al 0,1%, persulfatoamonico 0,1%, TEMED al 0,01%. La composicion del
tampén de electroforesis fue: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y SDS al 0,1%. La
electroforesis se llevo a cabo a 80 V y 20 mA durante 10 minutos para que las proteinas
atravesasen el gel concentrador y a 180 V y 20 mA durante 75 minutos para que
atravesasen el gel de resolucion.

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF (polivinilo
difluorido, Hybond C-extra, Amersham) utilizando un tampén de transferencia (48mM
Tris-HCI pH 8,3, 3 mM glicina, SDS al 0,037% y metanol al 20%). La transferencia se
llevé a cabo en un equipo de transferencia semi-seca (Hoefer) a 20 V' y 400 mA, durante
1 hora.
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Para el andlisis de las proteinas se utilizaron anticuerpos especificos que reconocen a
cada una de las proteinas mencionadas y anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa que reconocen a los anticuerpos primarios y finalmente se detectaron los
inmunocomplejos mediante una reaccién quimioluminisciente llevada a cabo por la
peroxidasa. En primer lugar, la membrana de PVDF se bloqued durante 1 hora con leche
desnatada en polvo al 5% (p/v), disuelta en PBS y se lavd 3 veces durante 5 minutos
con tampon B (0,12 M NacCl, 10 mM Tris/HCI, pH 8,0, tween 20 al 0,1% (p/v) en PBS,
pH 7,4). Posteriormente la membrana se incub6 con el anticuerpo primario especifico
(diluido en tampon B con leche desnatada en polvo al 2%) durante 24 horas a 4°C. Los
anticuerpos utilizados fueron:

Antigeno//animal en el que se ha generado (casa comercial)

- Caspasa-8//raton (BD Pharmingen) - PARP1// raton (ENZO lifesciences)
- Caspasa-3//conejo (CellSignaling) - Actina//raton (eBiosciences)
- Bid// cabra (R&D Systems)

Tras la incubacion, se lavé la membrana tres veces durante 5 minutos en agitacion y
luego se incubd con el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (Sigma) diluido
en tampon B con leche desnatada en polvo al 2% durante 1 hora. Posteriormente se
lavé la membrana otras tres veces y se afiadi6 el sustrato correspondiente.

La deteccion de los inmunocomplejos se realizé mediante una solucién de revelado,
preparada en el momento de su utilizacién, que contenia: 22,5 ml de tampé6n 0,2 M
Tris/HCI, 1 mM MgCl;, pH 9,6, 2,5 ml de una disolucion 1mg/ml de NBT en
dimetilformamida y 375 pl de una disolucién 4 mg/ml de BCIP en dimetilformamida
(todos ellos de Sigma). Una vez revelada, la membrana se conservo a 4°C. Los tiempos
de revelado dependieron de la cantidad de muestra y de la sensibilidad del anticuerpo
primario utilizado.

Analisis estadistico

Para todos los estudios de comparacion entre variables cuantitativas se aplico el test de
la t de Student. Los datos que se muestran corresponden a la media + desviacion
estandar tipico (SD).

En todos los casos, se consider6 como significativamente estadistico un valor de p
<0,05. Los datos estadisticos fueron analizados usando el programa Microsoft Office
Excel 2013 (Microsoft).
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Resultados

Expresion basal de los receptores mortales de TRAIL

Como paso previo al analisis de citotoxicidad inducida por TRAIL, se realizé un estudio
de los niveles basales de expresion de los receptores pro-apoptoticos DR4 y DR5 en las
tres lineas celulares empleadas en el presente trabajo, MOLT4, Raji y U937 (Anexo
figuras: figura 1). Tanto en la linea celular MOLT4 como en la linea celular Raji se
observaron altos niveles de expresiéon del receptor DR5, mientras que el receptor DR4
se expresaba en menor medida, llegando a ser indetectable en las células MOLT4. Por
el contrario, en la linea celular U937, se observé una baja expresion del receptor DR5
mientras que la expresion de DR4 fue alta.

Citotoxicidad inducida por TRAIL

El andlisis de la capacidad citotoxica de TRAIL se llevé a cabo a través de ensayos dosis
respuesta durante 24 horas, en paralelo con TRAIL soluble (sTRAIL) y TRAIL acoplado
a liposomas (LUV-TRAIL). Se determiné la viabilidad celular con la realizaciéon de un
ensayo de reduccion del MTT (Anexo Figuras: figura 2) y el porcentaje de muerte celular
por apoptosis mediante citometria de flujo tras el marcaje con anexina V (Anexo Figuras:
figura 3).

En los estudios de viabilidad celular se observa, de forma estadisticamente significativa,
como en las tres lineas celulares, a altas dosis de LUV-TRAIL (> 333,3 ng/ml), el
descenso de la viabilidad celular es mayor con respecto al descenso de la viabilidad
obtenido de sTRAIL. Los resultados derivados del marcaje de la traslocacion de
fosfatidilserina con anexina V, corroboran la mayor accion citotéxica de LUV-TRAIL y su
mayor capacidad de inducir apoptosis a altas concentraciones comparado con sTRAIL.

Para la linea celular MOLT4, la reduccion de la viabilidad a altas concentraciones (1000
ng/ml) llega hasta el 35% para LUV-TRAIL, mientras que para altas concentraciones de
STRAIL, la viabilidad se mantiene entre el 80% (Anexo Figuras: figura 2.A). El porcentaje
de células anexina V positivas obtenido a la maxima concentracion de LUV-TRAIL (1000
ng/ml) fue de 65,1%, en comparacion con el 24,8% obtenido para la misma
concentracion de sTRAIL. En ambos experimentos la diferencia entre los resultados
obtenidos fue estadisticamente significativo a partir de la concentracion 111,1 ng/ml de
TRAIL (Anexo Figuras: figura 3.A).

Las células Raji presentaron una reduccion de la viabilidad hasta valores proximos al
50%, a la méxima concentracion de LUV-TRAIL (1000 ng/ml), mientras que el descenso
de la viabilidad a la méas alta concentraciéon de sTRAIL permaneci6é en torno al 25%
(Anexo Figuras: figura 2.B). Por otro lado, los porcentajes de células anexina V positivas
obtenidos, fueron del 46,05% para la maxima concentracién de LUV-TRAIL (1000ng/ml)
y del 27,1% para sTRAIL. En este caso, Unicamente presentd significacion estadistica
el resultado obtenido a la maxima concentracion (Anexo Figuras: figura 3.B).

Finalmente en la linea celular U937 se observé una disminucion de la viabilidad celular
hasta un 20% a la concentracion mas alta de LUV-TRAIL (1000 ng/ml), mientras que
con sTRAIL, la viabilidad se mantuvo proxima al 80% (Anexo Figuras: figura 2.C). El
porcentaje de células anexina V positivas para la concentracion mas alta de LUV-TRAIL
(2000 ng/ml) fue del 70,5%. Al emplear sSTRAIL a 1000 ng/ml se obtuvo un valor de
20,1%, practicamente similar a la muerte basal observada en el control (Anexo Figuras:
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figura 3.C). En ambos ensayos a partir de la concentracion de 111,1 ng/ml de TRAIL se
observé significacion estadistica comparando los resultados obtenidos para sTRAIL y
LUV-TRAIL.

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos en paralelo para LUV-TRAIL y sTRAIL
en presencia y ausencia de z-VAD, inhibidor general de las caspasas y RIK, anticuerpo
blogueante de TRAIL (Anexo Figuras: Figura 4). Los resultados obtenidos muestran
como en las tres lineas la presencia de z-VAD o de RIK disminuye la apoptosis hasta
los niveles de muerte basal. Ademds, para las tres lineas existird significancia
estadistica entre los resultados de muerte celular de LUV-TRAIL (1000 ng/ml) y los
valores obtenidos para LUV-TRAIL (1000 ng/ml) combinado con z-VAD o RIK.

Activacion de la apoptosis via extrinseca por TRAIL

Tras llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad con las diferentes formulaciones de
TRAIL (STRAIL y LUV-TRAIL) y observar la mayor capacidad de LUV-TRAIL para inducir
la apoptosis, pasamos a analizar mediante Western blot la activacion de las principales
proteinas implicadas en la via extrinseca de la apoptosis (caspasa-8, caspasa-3 y sus
respectivos sustratos Bid y PARP-1). Para ello, se utilizé la dosis maxima de 1000 ng/ml
tanto de sTRAIL como de LUV-TRAIL y se fueron afladiendo de manera secuencial a
las células durante los tiempos indicados (Anexo Figuras: figura 5). Simultaneamente,
alicuotas de las muestras a diferentes tiempos se recogieron y se analizé el porcentaje
de células apoptoticas mediante tincion con anexina V.

Cuando las células MOLT4 se trataron con sSTRAIL se observé en el ensayo con anexina
V como la induccién de la apoptosis en los diferentes tiempos era baja y apenas
obteniamos un porcentaje de células anexina positivas del 12,7% (Anexo Figuras: figura
5.D). Estos resultados se correlacionaban con los obtenidos por el Western Blot, en los
que apenas se observa procesamiento de la pro-caspasa-8 y de la pro-caspasa-3
(aumento discreto de los diferentes fragmentos procesados). En contraposicion, el
tratamiento con LUV-TRAIL causa una clara activacion de ambas caspasas ya a las 2
horas. Ademas, el procesamiento de las caspasa-8 y de la caspasa-3 es completamente
funcional como lo demuestra el procesamiento de sus respectivos sustratos Bid y PARP-
1. Adicionalmente, esta activacion de las caspasas se correlaciona con la presencia de
células anexina V positivas (Anexo Figuras: Figura 5.D).

En los resultados obtenidos para las células Raji se observa también como LUV-TRAIL
induce una mayor activacion de la caspasa-8, desapareciendo por completo el
fragmento de la pro-caspasa-8 a 6 horas, mientras que para STRAIL, los niveles de pro-
caspasa permanecen practicamente inalterados con el tiempo. Ademas la activacion de
las caspasa-8 es funcional al verificar el respectivo procesamiento que se observa en
su sustrato Bid. En cuanto a la caspasa-3, los resultados extraidos no permiten distinguir
una clara diferencia de activaciéon entre los ensayos con LUV-TRAIL y sTRAIL,
existiendo en ambos casos niveles de los fragmentos p19, pl7 similares a partir de las
2 horas (Anexo Figuras: figura 5.B). Este hecho se constata al analizar los resultados
extraidos del analisis de la muerte celular, donde a las 6 horas, todavia no existe una
diferencia acusada entre los valores obtenidos para STRAIL y LUV-TRAIL (Anexo
Figuras: figura 5.E).

Por dltimo, los resultados del Western blot para las células U937 también muestran la
mayor capacidad de los LUV-TRAIL, en comparacion con sTRAIL, de activacion de las
principales moléculas implicadas en la apoptosis. Mientras que con el tratamiento con
STRAIL no es posible distinguir a ningan tiempo activacion de ambas caspasas (caspasa
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-8 y -3), con el tratamiento de LUV-TRAIL se observa una ligera disminucion de la pro-
caspasa-8 y la aparicién del fragmento procesado pl9 de la caspasa-3 a partir de las
2h, en consecuencia, observamos un procesamiento de Bid y de PARP-1 (Anexo
Figuras: figura 5.C). Los resultados obtenidos paralelamente, en lo referente a la muerte
celular mediante la tincion con anexina V, corroboran esta mayor activacion de la via
extrinseca con los LUV-TRAIL (Anexo Figuras: figura 5.F).

Potencial citotoxico de LUVDOX-TRAIL

Una vez que se llevd a cabo la produccion de los LUVDOX-TRAIL, el siguiente paso fue
realizar un estudio de citotoxicidad sobre las correspondientes lineas celulares
tumorales hematolégicas (MOLT4, Raji y U937).

En primer lugar, se realizaron estudios dosis-respuesta analizando en paralelo la
citotoxicidad de LUVDOX-TRAIL y LUVDOX. La dosis mas alta corresponde a una
concentracion de TRAIL de 1000 ng/ml y a una concentracién de DOX de 64,56 uM
(Anexo Figuras: figuras 6 A. 6.B. 6.C). En las tres lineas celulares se observé un elevado
efecto citotoxico de los LUVDOX-TRAIL, siempre mayor que los LUV-TRAIL. En el caso
de los LUVDOX, mientras que en las células MOLT4 la capacidad citotéxica fue similar
a la de los LUVDOX-TRAIL, en el caso de las células U937 y sobre todo en las células
Raji, los LUVDOX mostraron una citotoxicidad inferior a los LUVDOX-TRAIL. Se
determind reducir la dosis de DOX en los LUVDOX-TRAIL (1/10) y LUV-DOX (1/10) 10
veces (6,456 pM), (Anexo Figuras: figuras 6.D, 6.E, 6.F).

En las células MOLT4, DOX muestra un elevado efecto pro-apoptético y en
consecuencia tanto LUVDOX como LUVDOX-TRAIL fueron capaces de matar
practicamente el 100% de las células (Anexo Figuras: figura 6A). Al disminuir la
concentracion de DOX 10 veces, se redujo la capacidad citotoxica de LUVDOX(1/10) y
se mantuvo un efecto pro-apoptético de LUVDOX-TRAIL (1/10) elevado, proximo al
100%, mientras que el de los LUVDOX (1/10) fue de 74,5% a la dosis maxima de DOX
(Anexo Figuras: figura 6.D).

En las células Raji, los LUVDOX-TRAIL mostraron un sorprendente efecto pro-
apoptotico, siendo capaces de matar casi el 90% de la células. Ademas, este efecto
parece ser dependiente de la presencia de TRAIL, ya que los LUV-DOX, con una muerte
del 45%, no mostraron un efecto tan acentuado como en otras lineas celulares (Figura
6B). Este efecto dependiente de TRAIL queddé de manifiesto al disminuir la
concentracion de DOX en LUVDOX-TRAIL (1/10), consiguiendo mantener un efecto
citotoxico préximo al 70% pero disminuyendo casi por completo el proceso pro-
apoptético en LUVDOX (1/10), presentando unos porcentajes de células anexina V
positivas de un 24,3%, préximos a la muerte basal de las células (Anexo Figuras: figura
6.E).

Las células U937 presentaron una elevada muerte celular a altas concentraciones de
LUVDOX-TRAIL, en torno al 90%, pero este efecto al igual que en las células MOLTA4,
parecia estar determinado principalmente por DOX ya que los LUVDOX presentaron
una citotoxicidad similar a LUVDOX-TRAIL (Anexo Figuras: figura 6.C). Este efecto
cambié al disminuir la concentracién de DOX. Los LUVDOX-TRAIL (1/10) alcanzaron
una citotoxicidad en torno al 85%, similares a los obtenidos para mas alta concentracion
de LUV-TRAIL, pero la actividad pro-apotética de LUVDOX (1/10) disminuy6
abruptamente. Este hecho permite establecer que la capacidad citotoxica de los
LUVDOX-TRAIL (1/10) depende fundamentalmente de la presencia de TRAIL (Anexo
Figuras: figura 6.F).
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Caracterizacion de la muerte celular inducida por los
LUVDOX-TRAIL (1/10)

Tras comprobar que cuando se disminuye en diez veces la concentracién de DOX se
observan diferencias en la capacidad citotoxica de los LUVDOX y LUVDOX-TRAIL en
algunas de las lineas celulares estudiadas, se analiz6 si el aumento del efecto pro-
apoptético de los LUVDOX-TRAIL (1/10), también estaba acompafado de un
incremento de las caracteristicas cinéticas de muerte con respecto a LUV-TRAIL y
LUVDOX (1/10). Para ello se realizaron ensayos en paralelo de LUVDOX (1/10),
LUVDOX-TRAIL (1/10) y LUV-TRAIL y se cuantificaron los niveles de apoptosis a dos
tiempos: 6 y 24 horas. (Anexo Figuras: figura 7)

Los resultados obtenidos muestran como el tratamiento con los LUVDOX-TRAIL (1/10)
no presenta una cinética de muerte mas rapida en ninguna de las 3 lineas celulares,
siendo necesario realizar un ensayo de 24 horas, para observar diferencias marcadas
en la citotoxicidad entre las diferentes formulaciones utilizadas. Tras 24 horas, se
observé diferencias en la citotoxicidad estadisticamente significativas entre LUVDOX-
TRAIL (1/10) con LUVDOX (1/10) y LUV-TRAIL respectivamente en todas las lineas. A
excepcion de la linea MOLT4 donde la diferencia del efecto pro-apoptético entre
LUVDOX-TRAIL (1/10) y LUVDOX (1/10) no fue significativa.

Por otro lado, la muerte celular observada tras 24 horas con las diferentes formulaciones
presentd las caracteristicas morfolégicas tipicas de una muerte por apoptosis (Anexo
Figuras: figura 8).

Para profundizar en la caracterizacion del efecto pro-apoptético de LUVDOX-TRAIL
(1/10), se analizé la contribucién de las caspasas en la muerte inducida por los
LUVDOX-TRAIL (1/10). Para ello, las distintas lineas celulares fueron tratadas con
LUVDOX (1/10), LUVDOX-TRAIL (1/10), LUV-TRAIL y DOX (1/10) soluble a las
maximas concentraciones y en diferentes combinaciones, en presencia y ausencia de
z-VAD (inhibidor general de las caspasas), z-IETD (inhibidor especifico de la caspasa-
8) y RIK, anticuerpo bloqueante de TRAIL (Anexo Figura: figura 9).

En las células MOLT4, DOX en cualquiera de sus formulaciones, tanto como nico
tratamiento como en combinacién con TRAIL produjo una elevada citotoxicidad (Anexo
Figuras: figura 9.A). La citotoxicidad producida por DOX fue en parte dependiente de la
activacion de las caspasas ya que z-VAD fue capaz de revertirla en parte. A pesar de
esta participacion de las caspasas en la citotoxicidad inducida por las distintas
formulaciones en las que estaba presente DOX, el papel de caspasa-8 no parece
relevante en dicha citotoxicidad ya que el pre-tratamiento z-IETD, inhibidor especifico
de la caspasa-8, apenas tuvo efecto en el descenso de la capacidad citotdxica. Del
mismo modo, el pre-tratamiento con el anticuerpo blogueante de TRAIL, RIK no tuvo un
importante efecto en el descenso de la citotoxicidad cuando DOX en cualquiera de sus
formulaciones esté presente en el tratamiento. Hay que destacar que tanto z-IETD como
RIK si que disminuyeron la muerte celular hasta niveles basales cuando las células
MOLT4 fueron tratadas con LUV-TRAIL (Anexo Figuras: figura 9.A). Resulta interesante
gue la citotoxicidad que se obtuvo con los LUV-TRAIL cuando se combinaron con las
distintas formulaciones de DOX (LUV-TRAIL+DOX soluble, LUV-TRAIL+LUVDOX y
LUVDOX-TRAIL) fue similar.

En el caso de las células Raji, DOX sola (bien en forma soluble o0 como LUVDOX) no
fue capaz de producir una elevada citotoxicidad (Anexo Figuras: figura 9.B) aumentado
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ligeramente cuando se combiné DOX soluble con LUV-TRAIL. Sin embargo, el empleo
de las formas liposomales de DOX con TRAIL (TRAIL+LUVDOX y LUVDOX-TRAIL)
mostraron una elevada y similar capacidad citotoxica. En las células Raji, la muerte
producida por las distintas combinaciones fue dependiente de caspasas ya que z-VAD
revirtio la citotoxicidad hasta niveles basales en todos los casos. Por ultimo, en las
combinaciones en las que se usé TRAIL, el empleo del inhibidor de caspasa-8, z-IETD
y del anticuerpo bloqueante de TRAIL, RIK, produjeron también un descenso muy
pronunciado de la capacidad citotoxica.

Por ultimo, en las células U937, DOX sola (bien soluble o como LUVDOX) tampoco
produjo una elevada citotoxicidad (Anexo Figuras: figura 9.C) aunque en este caso, a
diferencia de lo observado en las células Raji, la combinacion de DOX soluble con LUV-
TRAIL si que produjo un aumento considerable de la citotoxicidad (Anexo Figuras: figura
9.C) alcanzando valores similares a los obtenidos cuando los LUV-TRAIL se combinaron
con las distintas formulaciones de DOX liposomal (LUV-TRAIL+LUVDOX y LUVDOX-
TRAIL). Sin embargo, las distintas combinaciones de LUV-TRAIL con DOX sélo
aumentaron ligeramente la capacidad citotoxica de éstos con respecto a cuando se
emplean solos. La pre-incubacion con el inhibidor general de caspasas, z-VAD,
descendié en gran mediada la capacidad citotoxica de los distintos tratamientos,
indicando que la muerte celular observada depende al menos en parte de la activaciéon
de las caspasas. Resulta interesante que en aquellas combinaciones en las que estaba
presente TRAIL, el pre-tratamiento con RIK revirtié la muerte celular a niveles similares
a los obtenidos con z-VAD pero sin embargo el pre-tratamiento con el inhibidor de
caspasa-8 z-IETD, bloqueé sélo parcialmente la muerte cuando TRAIL estaba presente
en el tratamiento a excepcion del tratamiento sélo con LUV-TRAIL donde el bloqueo fue
practicamente completo.

Efecto citotoxico de LUVDOX-TRAIL en PBMCs y en
células T activadas humanas normales.

Finalmente, se analiz6 el efecto de LUV-TRAIL (1000 ng/ml), LUVDOX, LUVDOX-TRAIL
y DOX soluble a concentracion de DOX tanto de 64,56 uM como de 6,456 uM (1/10)
sobre PBMCs y células T activadas obtenidas a partir de éstos tras 6 dias de activacion
provenientes de donantes sanos. (Anexo Figuras: figura 10).

Los resultados obtenidos mostraron como LUV-TRAIL carece de un efecto citotoxico
significativo tanto en los PBMCs como en las células T activadas. En contraposicion,
cuando se emple6 DOX a altas concentraciones, tanto los LUVDOX, como los
LUVDOX-TRAIL y DOX soluble mostraron un potente efecto citotdxico, induciendo un
70% de muerte en PBMCs y un 85% en células T activadas, tras 24 horas de tratamiento
(Anexo Figuras: figura 10.A, 10.B, barras negras). Al disminuir las dosis de DOX 10
veces (LUVDOX (1/10), LUVDOX-TRAIL (1/10) y DOX soluble (1/10)) la capacidad para
inducir la muerte celular en las células sanguineas descendi6 drasticamente, alcanzado
unos niveles de citotoxicidad similar a los obtenidos en las células control sin tratar, 18%
para los PBMCs y 50% para los linfocitos T activados (Anexo Figuras: figura 10.A, 10.B,
barras blancas).

Adicionalmente, se evalu6 de manera especifica el efecto pro-apoptético de los
diferentes compuestos sobre los linfocitos T activados CD4+ (Anexo Figuras: figura
10.C) y CD8+ (Anexo Figuras: figura 10.D), comprobando que no existian diferencias
en la toxicidad entre ambas subpoblaciones linfocitarias.
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Discusion

En el presente trabajo se ha analizado la capacidad citotoxica de nuevas formulaciones
de TRAIL, basadas en el anclaje de TRAIL a la superficie de nanopatrticulas lipidicas
tipo LUV (LUV-TRAIL) y en la incorporacion, en el lumen hidrofébico del liposoma, de
un farmaco extensamente utilizado en la terapia contra el cancer, la doxorubicina. Los

ensayos se realizaron simultaneamente en tres lineas celulares tumorales, procedentes
de distintas neoplasias hematolégicas humanas, MOLT4, Raji y U937.

Todos los experimentos de citotoxicidad en las tres lineas, mostraron de manera
estadisticamente significativa la mayor capacidad de LUV-TRAIL para inducir la muerte
celular mediada por este ligando en comparacion con la forma soluble de TRAIL. Con
los resultados obtenidos en estas 3 lineas se corroboran las posibilidades, ya
observadas anteriormente, de utilizar LUV-TRAIL como una buena opcion para
sensibilizar lineas celulares resistentes a la muerte celular inducida por TRAIL soluble
(De Miguel et al.,2013. Nair et al., 2015).

La pre-incubacion de las 3 lineas celulares en presencia de z-VAD, inhibidor general de
las caspasas y RIK, anticuerpo bloqueante de TRAIL, antes de los tratamientos con
TRAIL soluble y LUV-TRAIL, determin6 como la muerte celular producida era
dependiente de la union de TRAIL a sus receptores y la activacion de la apoptosis
mediada por caspasas, ya que en presencia de RIK y z-VAD respectivamente, los
porcentajes de muerte observados se reducian a niveles basales.

Las razones moleculares en las que subyace esta mayor capacidad de inducir la muerte
celular por parte de los LUV-TRAIL, radican en la mayor capacidad de los LUV-TRAIL
para inducir la oligomerizacién vy la clusterizacién de los receptores.(De Miguel et al.,
2015), siendo capaces de aumentar la concentracion local de trimeros de receptores de
TRAIL entrecruzados, que activaran la formacion de plataformas supra-moleculares
(mayor reclutamiento de DISC), favoreciendo el reclutamiento y la activacion mas
potente de las caspasas. Esta necesidad de un nivel de clusterizacion superior entre los
receptores, para la correcta activacion de los mismos, ya habia sido descrita
previamente en otros miembros de la familia de los receptores del TNF (O"Reilly el al,
2009). Respecto a esto, la contribucion relativa de cada uno de los ligandos de muerte
DR4 y DR5, a la muerte dependiente de ligando, se mantiene como objeto de debate y
parece depender del tipo celular. A partir de los resultados derivados de los niveles de
expresion y la citotoxicidad de TRAIL en las 3 lineas celulares, parece no existir una
relacion directa entre la expresion diferencial de DR5 o DR4 y la capacidad de TRAIL
para inducir la apoptosis en cada una de las lineas.

El andlisis por Western blot de la activacion de las principales proteinas implicadas en
la via extrinseca de la apoptosis (caspasa-8, caspasa-3 y sus respectivos sustratos Bid
y PARP-1) a tiempos relativamente cortos, permite evidenciar como los LUV-TRAIL, no
sélo fueron capaces de activar las caspasas de manera mas eficiente sino también de
manera mas rapida, presentando una cinética de activacion de las caspasas mas rapida
que TRAIL soluble en las tres lineas celulares. Aunque la activacién de las caspasas
por LUV-TRAIL tiene lugar en las 3 lineas celulares, la apoptosis inducida en cada una
de las lineas celulares es diferente. Entre las caracteristicas individuales que
diferenciaran la respuesta de las lineas celulares a LUV-TRAIL se encuentran: el nivel
de expresién de caspasa-8 (y de las caspasas en general), el control de la accién de
DISC a través de diferentes modificaciones post-traduccionales y la dependencia o no
de la amplificacién de la sefial de muerte por la via mitocondrial que conlleva la
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clasificacion de las células en tipo |, si la caspasa-8 es capaz de inducir de manera
directa la activacion de las caspasas efectoras o de tipo Il si necesita la amplificacion de
la sefial de muerte a través de la via mitocondrial por medio de la activacién de la
proteina sélo BH3 Bid.

Mientras que en las MOLT4 y en las células U937 la activacion de la caspasa-8 va a
acabar desencadenando una activacién de la caspasa-3, y unos niveles de muerte
celular relativamente altos (=70%), en las células Raji, la activacion de la caspasa-8, no
desencadenara una intensa activacion de la caspasa-3 y los niveles de muerte celular
se veran reducidos, presentando cierta resistencia a la accion de LUV-TRAIL. Este
hecho, parece ser debido a una baja concentracién de la caspasa-8, que no sera capaz
de activar por si sola a la caspasa-3, indicando que esta linea celular es de tipo Il.
Aunque la via mitocondrial se pueda llegar a activar ya que se observa el procesamiento
de t-Bid, alteraciones en el equilibrio de las proteinas pro- y anti-apoptéticas podran
impedir la correcta activacion de la via mitocondrial en esta linea celular.

Una vez evaluada la mayor capacidad citotéxica de LUV-TRAIL frente a TRAIL soluble,
se persiguié aumentar la capacidad citotéxica de LUV-TRAIL, aprovechando las
caracteristicas intrinsecas de los liposomas para realizar la encapsulacién de farmacos.
Las razones que llevaron a la eleccibn de la doxorubicina como farmaco para
incorporarse a los LUV-TRAIL fueron las siguientes: i) el empleo de doxorubicina
encapsulada como tratamiento tumoral se lleva desarrollando desde hace mas de 20
afos y existe mucha informacién acerca de la preparacion y caracterizacion del farmaco
en la literatura. i) la encapsulacion de la doxorubicina era compatible con la fijacion de
TRAIL soluble a la superficie de los liposomas, y ambos procesos (encapsulacion y
fijacion) se pueden combinar facilmente vy iii) en estudios anteriores se habia descrito la
existencia de un efecto sinérgico de doxorubicina con TRAIL cuando se administraban
en paralelo (Bae et al., 2012).

En una primera aproximacion, se llevaron a cabo los experimentos con doxorubicina a
altas concentraciones. La elecciéon de esta concentracion se baso6 en investigaciones
anteriores del grupo, en las que se habia observado una importante accién sinérgica de
LUVDOX-TRAIL en lineas celulares humanas provenientes de diversos canceres de
origen epitelial (De Miguel, resultados no publicados). El tratamiento de las lineas
celulares tumorales hematol6gicas empleadas en el presente trabajo con los LUVDOX-
TRAIL a esa concentracion elevada de doxorubicina, constatd unos altos niveles de
muerte celular pero dependientes principalmente de la alta accion citotoxica de la
doxorubicina en las células, presentando LUVDOX-TRAIL y LUVDOX unos valores de
muerte celular similares en las lineas tumorales analizadas (MOLT4, Raji y U937),
apuntando a la alta capacidad de los LUVDOX para atravesar la membrana celular de
las células tumorales hematoldgicas y llevar a cabo su accién citotdxica en el nicleo.

Debido a que la doxorubicina tiene importantes efectos adversos, se buscé aprovechar
la combinacion existente de farmacos en los LUVDOX-TRAIL para disminuir la
concentracion de doxorubicina, manteniendo altos niveles de muerte celular en las tres
lineas. A partir de los datos obtenidos de las curvas de dosis-respuesta a altas
concentraciones de doxorubicina en las tres lineas celulares, se considerd disminuir la
concentracion de doxorubicina en 10 veces, manteniendo la misma concentracion de
TRAIL (LUVDOX-TRAIL (1/10)). De este modo, se pretendia conseguir un efecto
aditivo/sinérgico de TRAIL y doxorubicina pero con una concentracion potencialmente
mucho menos toxica de ésta ultima.
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Los resultados mostraron una mayor variabilidad en la respuesta frente a LUVDOX
(1/10). Mientras que en las células MOLT4 seguian siendo capaces de inducir la
apoptosis en un porcentaje elevado de células, en las células U937 y Raji la capacidad
citotoxica de los LUVDOX (1/10) descendia a niveles basales. Por otro lado a pesar de
la variabilidad de respuesta tanto a TRAIL como a la doxorubicina entre las diferentes
lineas, la utilizacion de LUVDOX-TRAIL (1/10) permitia obtener un efecto citotdxico
elevado en las diferentes lineas (superior al 80%). Aungque en estos ensayos no se
observo un efecto claramente superior de los LUVDOX-TRAIL (1/10) en comparacion
con los LUV-TRAIL en las células U937, la adicion de los efectos de ambos farmacos
(TRAIL y doxorubicina) en forma de LUVDOX-TRAIL (1/10) fue claramente superior en
las células Raji y sobre todo en las células MOLT4 cuando se comparé con la actividad
citotoxica de los LUV-TRAIL.

Este efecto superior de los LUVDOX-TRAIL (1/10) puede explicarse por diversos
mecanismos. Por una parte, la activacion de la via intrinseca de la apoptosis por la
doxorubicina junto con la activacion de la via extrinseca por parte de la unién de TRAIL
a su receptor permitiran que tenga lugar el efecto aditivo, concurriendo en una mas
intensa activacion de la caspasa-3 y por tanto en una mayor muerte celular. Por otro
lado, también se ha descrito como la doxorubicina puede ocasionar un efecto sinérgico
con TRAIL, al favorecer el aumento de los niveles de DR4 y DR5 y disminuir la expresion
de la proteina anti-apoptética c-FLIP (Bae et al, 2012), lo que justificaria también la
mayor accion citotoxica de LUVDOX-TRAIL (1/10) en comparacién con LUV-TRAIL.

Analizando los mecanismos moleculares implicados en la muerte inducida por los
LUVDOX-TRAIL (1/10), la participaciéon de las caspasas sigue siendo necesaria en este
nuevo escenario, aunque en todas las lineas celulares se observé como la incubacién
con z-VAD no inhibia completamente la muerte inducida por los LUVDOX-TRAIL (1/10),
lo que indica que es posible que otros tipos de muerte celular pudieran estar implicados.

La necroptosis, es un tipo de muerte celular inducida por ligandos de la familia de TNF
en condiciones en las que las caspasas estaban inhibidas (Vandenabeele P et al., 2010).
La necroptosis se caracteriza principalmente por la formacién de un complejo
denominado necroptosoma en el que participan proteinas como RIPK1, RIPK3, FADD
y el heterodimero FLIP-caspasa-8. Este fendbmeno de necroptosis podria estar detras
de esta muerte celular en presencia de inhibidores de caspasas, aunque hay evidencias
bibliograficas de la capacidad de la doxorubicina de favorecer la formacion del
necroptosoma en presencia de caspasa-8 inactiva (Matt et al., 2015), los mecanismos
de interconexion de la apoptosis via intrinseca y la necroptosis se desconocen. En
nuestro caso necesitariamos profundizar en este proceso utilizando un inhibidor
especifico de la necroptosis como necrostatina-1 para determinar la verdadera
implicacion de la necroptosis en el mecanismo de muerte celular observado.

Por otra parte, el empleo de RIK (anticuerpo bloqueante de TRAIL) y de z-IETD
(inhibidor de la caspasa-8), tenia como objetivo estudiar la implicacion de TRAIL y la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis en el mecanismo de muerte inducido por
los LUVDOX-TRAIL (1/10). A pesar de que en las tres lineas celulares los LUVDOX-
TRAIL (1/10) mostraron un elevado potencial citotoxico, los resultados obtenidos con z-
IETD y RIK ponen de manifiesto el diferente comportamiento desde el punto de vista
mecanistico de cada tipo celular.

En las células MOLT4, los resultados obtenidos con z-IETD y RIK indican que la
participacion en la muerte celular inducida por los LUVDOX-TRAIL (1/10) aunque
parcialmente dependiente de caspasas, la contribucién de la activacion de la caspasa-
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8 por TRAIL contribuye en un pequefio porcentaje. Tal y como se ha comentado
anteriormente, probablemente otros tipos de muerte celular inducidos por TRAIL y/o
doxorubicina podrian estar implicados.

En las células Raji, la muerte dependiente de caspasas observada se puede atribuir en
su totalidad a la activacion de la caspasa-8 a través de la via extrinseca de la apoptosis
y esta activacion es dependiente de TRAIL ya que tanto z-IETD como RIK inhiben la
citotoxicidad de los LUVDOX-TRAIL (1/10) a niveles similares a los conseguidos con z-
VAD. Sin embargo, en el caso de las células U937, aunque el anticuerpo bloqueante de
TRAIL, RIK, revirti6 la muerte celular a niveles similares que z-VAD, el inhibidor
especifico de la caspasa-8, z-IETD, sigui6 presentando altos niveles de muerte celular,
esto parece indicar que aunque la muerte celular observada es dependiente de
caspasas, la iniciacion de la cascada apoptética no parece depender de caspasa-8,
pudiendo existir una mayor implicacion de la caspasa-10 en la iniciacién del proceso
apoptotico u otros mecanismos moleculares alternativos que seria interesante analizar
en estudios posteriores.

En cualquier caso, aunque los mecanismos de muerte celular pueden ser distintos
segun el tipo celular y deben ser estudiados con mayor profundidad en futuros estudios,
el potencial citotdxico de los LUVDOX-TRAIL (1/10) resulta de gran interés. En todas las
lineas celulares estudiadas, la capacidad citotdxica inducida por los LUVDOX-TRAIL
(1/10) fue al menos similar a la combinacion de LUVDOX (1/10) mas LUV-TRAIL,
aunque el hecho de administrar los dos farmacos en una misma combinacién puede
tener ventajas respecto a su administracion por separado.

Por ultimo, los resultados derivados del analisis de la toxicidad en PBMCs y linfocitos T
activos, refuerzan el potencial de los LUVDOX-TRAIL (1/10), ofreciendo una ventana
terapéutica para el empleo de los mismos. La toxicidad hematoldgica de LUVDOX-
TRAIL (1/10) disminuye bruscamente en comparacién con los LUVDOX-TRAIL, pero su
capacidad para inducir la muerte celular en las células tumorales se mantiene elevada.
Aunque se podria variar dentro de un rango la concentracion de doxorubicina
encapsulada en funcién de la sensibilidad de la célula tumoral al farmaco, la capacidad
citotéxica de los LUVDOX-TRAIL (1/10) descrita a lo largo del trabajo y su baja toxicidad
en PBMCs y linfocitos T activados, los convierten en una alternativa interesante dentro
de las nuevas formulaciones de nanoparticulas lipidicas funcionalizadas con capacidad
citotoxica como tratamiento anti-tumoral.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en el presente trabajo de fin de grado son las siguientes:

1.

Se han generado liposomas tipo LUV con TRAIL recombinante anclado en su
superficies (LUV-TRAIL) con una capacidad citotdxica sobre las lineas tumorales
hematoldgicas (MOLT4, Raji y U937) mayor que TRAIL soluble.

El mecanismo de muerte inducido por LUV-TRAIL es dependiente de la
activacion por parte de TRAIL de las caspasas, presentando una activacion
mayor de la apoptosis via extrinseca y una cinética mas rapida que TRAIL
soluble.

Se han generado LUV-TRAIL con doxorubicina encapsulada en el interior con
dos concentraciones distintas de doxorubicina (LUVDOX-TRAIL y LUVDOX-
TRAIL (1/10)) que presentan una mayor capacidad citotoxica sobre las lineas
tumorales hematoldgicas (MOLT4, Raji y U937) que LUV-TRAIL.

El mecanismo de accion de los LUVDOX-TRAIL (1/10) en las 3 lineas celulares
es en parte dependiente de la activacion de las caspasas, aunque el empleo de
inhibidores de la apoptosis indica la existencia de distintos mecanismos de
muerte dependiendo del tipo celular.

Los LUVDOX-TRAIL (1/10) ofrece una ventana terapéutica interesante para el
tratamiento de neoplasias hematolégicas, sin ocasionar toxicidad en PBMCs y
linfocitos T activados normales.

Conclusions

The conclusions obtained in this final project are:

1. It has been generated LUV liposomes with the death ligand TRAIL attached
to the surface (LUV-TRAIL) with higher cytotoxicity ability than soluble TRAIL
in the three haematological tumour cell lines (MOLT4, Raji y U937).

2. The cell death induced by LUV-TRAIL was a caspase-dependant process.
The kinetics and the strength of apoptosis activation were higher in LUV-
TRAIL than in soluble TRAIL.

3. It has been generated LUV-TRAIL with doxorubicin encapsulated at two
different concentrations (LUVDOX-TRAIL y LUVDOX-TRAIL (1/10)) which
show a higher cytotoxicity than LUV-TRAIL in the three haematological
tumour cell lines (MOLT4, Raji y U937).

4. Cell death induced by LUVDOX-TRAIL (1/10) was due in part to a caspase-
dependant process but the use of apoptosis inhibitors could reveal the
existence of different cell death mechanism.

5. LUVDOX-TRAIL (1/10) offer an interesting therapeutic window for treatment
of haematological malignancies, without causing toxicity in normal PBMCs
and T lymphocytes.
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