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1. Resumen

Las nanoparticulas magnéticas (MNp) se han propuesto como nuevo agente
terapéutico contra las metastasis hepaticas. Estas MNp adheridas selectivamente al tejido
tumoral mediante peptidomiméticos RGD, podrian inducir incrementos térmicos locales

por la exposicidn a campos magnéticos giratorios.

Para analizar la afinidad de las nanoparticulas magnéticas-RGD (MNp-RGD) por las
células tumorales CC-531, se llevaron a cabo experimentos in vitro e in vivo. Mediante
estudios in vitro, se comprobé la adhesién selectiva de peptidomiméticos RGD a células
CC-531.

La induccion tumoral se realizé mediante inyeccion ecoguiada de células CC-531 en 6
ejemplares de WAG/RIijCrl. Los 4 animales que desarrollaron metastasis hepaticas,
recibieron infusiones de MNp-RGD por la via intra-arterial hepdtica. Posteriormente,
mediante resonancia magnética (RM) de 1,5 T se practicaron secuencias STIR, DP* y T2*,
Tras la necropsia de los animales, se tomaron muestras de higado sano y tejido tumoral
para cuantificar mediante espectrometria (ICP-MS) las concentraciones de Fe y su
posterior localizacion histolégica. El analisis estadistico se llevd a cabo mediante test no

paramétricos.

El analisis por RM demostré que el parénquima hepatico sano presentaba una mayor
caida de la intensidad de seial (IS) que el tejido tumoral. La ICP-MS reveld la existencia de
depésitos férricos en el tejido tumoral (71,25 ug + 8,22), pero la cantidad de Fe en el
tejido hepatico sano fue mayor (268,2 ug + 46,28). La concentracién de Fe exégeno en el
higado sano mostré diferencias significativas con respecto al tejido tumoral. Las secciones
histolégicas evidenciaron que las MNp-RGD fueron probablemente captadas
inespecificamente por las células de Kupffer del tejido hepdtico sano y se adhirieron

selectivamente al estroma peritumoral.

2. Introduccion

2.1. Cancer colorrectal

Las neoplasias colorrectales son uno de los procesos cancerigenos mas frecuentes en
el mundo occidental, constituyendo la tercera causa de patologia tumoral y siendo
responsables de un elevado porcentaje de enfermedad metastdsica de asiento hepatico.
Casi la mitad de los pacientes aquejados de neoplasia colorrectal desarrollardn metastasis
hepaticas en el curso de su enfermedad, y en un 15-25% de los afectados estdn ya

presentes en el momento del diagndstico [1, 2].

En la actualidad, la mejor opcidn terapéutica de las metdstasis hepaticas es la
exéresis quirurgica, puesto que ofrece las mejores supervivencias a largo plazo, con tasas

a los cinco afios en torno al 24-38%, logrando cifras del 58% en series concretas de
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pacientes [3, 4]. Sélo entre un 8 y un 27% de los afectados por metdstasis hepaticas seran
candidatos a la extirpacidn quirdrgica de las mismas [5]. Para el resto de los pacientes,
existen alternativas de tratamientos locales con los que se pretende conseguir
supervivencias similares a la opcidn quirdrgica. Estas alternativas son la puncién

transparietal percutanea y terapias transarteriales.

El objetivo de la puncion transparietal percutdnea es provocar la necrosis tisular
mediante procedimientos quimicos, inyectando sustancias citotéxicas en el lecho tumoral,
o térmicos, a través de una aguja inductora de radiofrecuencias. Esta puncidn se realiza a
través de la piel y es guiada mediante técnicas de imagen, tales como la ecografia o la
tomografia computerizada. Este Ultimo procedimiento permite el tratamiento de
metastasis de volimenes mayores y estd indicado en pacientes no quirdrgicos [6]. Ambas
técnicas presentan contraindicaciones asociadas a algunas patologias previas (ascitis no
reversible o coagulopatia) o a la existencia de metastasis extra-hepaticas [7, 8], asi como

pacientes con marcapasos en el caso de la termoablacion [6].

Los tratamientos transarteriales consisten en la administracién endo-vascular de
diferentes agentes terapéuticos que llegaran selectivamente por via arterial al lecho
tumoral. Esto se debe a que las metdstasis hepaticas colorrectales reciben irrigacién via

arteria hepatica, mientras que el parénquima hepdtico sano lo hace via venosa [9, 10].

Estas terapias antitumorales locales tienen una eficacia relativa, ya que consiguen
tasas de supervivencia a cinco anos de un 40% [11], presentando ademds un mayor riesgo
de recidiva en pacientes sometidos a tratamientos con radiofrecuencia, debido a la

produccidn de citoquinas durante la regeneracién del higado [12].

Es por ello que actualmente los esfuerzos se centran en el desarrollo de nuevas
terapias que discriminen mejor las células neopldsicas, haciendo que éstas sean mas
vulnerables a dichas terapias que las células sanas. Las investigaciones con estas nuevas
terapias se focalizan, entre otras, en el estudio de agentes antiangiogénicos [13],

procedimientos de termoterapia inducida por laser [14] o por MNp [15, 16, 17]

Las terapias basadas en agentes antiangiogénicos estdn fundamentadas en el
principio de que durante el desarrollo de tumores sdélidos y metdstasis, éstos necesitan un
gran aporte sanguineo y por tanto los fendmenos neoangiogénicos son una pieza clave. La
interaccion de las integrinas ayfs con ligandos especificos juega un papel importante en
este fendmeno [18]. Esta integrinas estan altamente expresadas en las células
endoteliales de los vasos tumorales neoformados y en las células tumorales, pero apenas
estdn expresadas en el resto de drganos y tejidos sanos [19]. Por lo tanto, el desarrollo de
agentes antitumorales o de otras estrategias terapéuticas dirigidos selectivamente contra
estas integrinas puede permitir una accion mas localizada sobre las células tumorales y

sobre los neovasos que irrigan al tumor, evitando un dafio sistémico generalizado.
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2.2. Integrinas of33; y péptidos RGD

Las integrinas son un grupo de moléculas glicoproteicas que controlan
mayoritariamente la adhesidn de las células a la matriz extracelular. Estan formadas por
dos subunidades heterodiméricas: subunidad a, que esta formada a su vez por dos
cadenas unidas por un puente disulfuro; y subunidad B, cuya porcidon extracelular
reconoce la secuencia tripeptidica RGD (arginina-glicina-acido aspartico). Es esta
subunidad la que presenta un mayor interés para el desarrollo de nuevas terapias que
incluyan en su estructura dicha triada. Estos compuestos de sintesis artificial analogos a
los péptidos naturales a los que imitan se denominan cominmente petidomiméticos. Su
similitud les permite desplazar al péptido natural de receptores y unirse en su lugar. Se
preparan manteniendo la secuencia del péptido natural, alterando minimamente su
entorno a través de aminodcidos o enlaces amidicos modificados (pseudopéptidos) u otro
tipo de enlaces no amidicos. Todo esto les otorga una mayor resistencia metabdlica

debido a que los peptidomiméticos no son reconocidos por las proteasas [20].

2.3. Nanotecnologia y cancer. Nanoparticulas magnéticas

La nanotecnologia ha desempefiado un papel relevante en las diversas areas
cientificas en las dos ultimas décadas, abriendo las puertas a un gran abanico de
posibilidades dentro de la investigacién, debido a las caracteristicas que adquiere la
materia a escala nanométrica que difieren de las observadas en estado masivo. Si bien es
cierto que las aportaciones de esta interesante tecnologia se encuentran en fase inicial, se
prevé que en los préximos afios acabe revolucionando los diferentes campos de

aplicacién.

Fue durante los afios 80 cuando la investigacidon de estos materiales irrumpié
definitivamente en la comunidad cientifica. Desde ese momento, el estudio de ese tipo de
materiales ha suscitado un gran interés, no sélo por las numerosas aplicaciones surgidas
en relacion a su tamafio nanométrico sino también por los importantes cambios
observados en la estructura electrénica, la conductividad, la reactividad, la temperatura
de fusién y las propiedades mecanicas cuando el tamaiio de las particulas se reduce por
debajo de un tamafio critico. Por otra parte, si tenemos en cuenta el interesante
comportamiento magnético de los materiales nanométricos y la coincidencia de escala de
tamafio con las unidades basicas biolégicas (componentes celulares, DNA, cromosomas....
(figura 1)) es de esperar que los nanomateriales magnéticos adquieran especial relevancia

en el drea biomédica.
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Figura 1.- Tamafio de las MNp en comparacion con otros elementos comunes.

Estos hechos han condicionado la utilizacién de las MNp en procesos de diagnosis,
hipertermia y el transporte selectivo de farmacos, todos ellos con un prometedor futuro

en la terapia contra el cancer.

La hipertermia magnética se define como el calentamiento producido por un
material al aplicar un campo magnético. La idea de emplear particulas magnéticas para
calentar y destruir tumores ya fue introducida por primera vez por Gilchrist en 1957 [21] y
reforzada por estudios desarrollados por Jordan [22] y Nielsen [23], sucesivamente. Estos
estudios permitieron demostrar que un aumento moderado de la temperatura entre 40 y
432C aumenta la sensibilidad de las células frente a los efectos de la radio y de la
guimioterapia. Asi, combinando los tratamientos actuales con el calentamiento estable y
homogéneo de la masa tumoral se precisarian dosis mdas bajas de radiaciéon o
guimioterapia para lograr la regresidon tumoral, reduciendo los efectos adversos. Existe
también la posibilidad de aumentar la temperatura por encima de 462C, provocando la
muerte celular por necrosis; no obstante, los efectos perjudiciales ejercidos sobre células
sanas que se encuentran en las proximidades son considerables, por lo que resulta
necesario minimizarlos disefiando MNp conjugadas con marcadores especificos que
alcancen exclusivamente las células tumorales, para evitar dafos en tejidos sanos

adyacentes.

Debido a sus potenciales aplicaciones, se han establecido numerosas rutas sintéticas
para la obtencién de MNp, siendo una de las mas empleadas la descomposiciéon térmica
en presencia de surfactantes. A pesar del prometedor aumento en el control de las
propiedades del sistema, el uso de disolventes tdxicos y surfactantes reducen la

biocompatibilidad del mismo.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que estas MNp tienen como objetivo final la
infusion en un medio bioldgico, es necesario que estabilidad coloidal en un entorno
fisioldgico, asi como una alta biocompatibilidad. Otro problema es el tamaio de las MNp,
ya que deben ser menores de 100 nm, para evitar sufrir procesos de opsonizacién y
eliminacion por los macréfagos. En definitiva, cuanto mas pequeia, neutra e hidrofilica

sean las MNp, mas posibilidades tendran de escapar a los procesos de depuracion.
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Por otro lado, existe la necesidad de que las MNp actiuen sobre una determinada
diana y esto sélo se consigue mediante una funcionalizacién especifica. Como se ha
descrito antes, en las metdstasis hepdticas de cancer colorrectal hay una sobreexpresién
de integrinas a3 capaces de reconocer el péptido ciclico RGD, lo que puede permitir que
al funcionalizar las MNp con esta secuencia peptidica, éstas queden depositadas
selectivamente en el lecho tumoral y no en el parénquima hepatico. Existen multiples
técnicas quimicas mediante las cuales se realiza la modificacion superficial de MNp con
ligandos que resulten adecuados para su posterior tratamiento con el RGD, como por

ejemplo la quimica click [24, 25].

3. Objetivos

* Analizar la capacidad de adhesién de peptidomiméticos RGD a las células de
adenocarcinoma de colon CC-531 in vitro.
* Analizar la afinidad diferencial in vivo de MNp-RGD al tejido tumoral y al tejido

hepatico sano.
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4. Material y métodos

4.1. Células CC-531

Para el desarrollo de este trabajo se han utilizado células de adenocarcinoma de
colon de rata, CC-531, adquiridas en origen a Cell Line Service (Alemania) de pase 21, las
cuales se amplificaron en nuestras instalaciones hasta pase 24, stock utilizado en éstas

experiencias.

La expansidn y almacenamiento de los viales adquiridos se realizé descongelando y
atemperando los viales rapidamente en bafio caliente a 372C y sembrando seguidamente
las células en frasco de cultivo T-25 (Cell Culture Flasks; Corning) con medio de cultivo
RMPI+20% SBF. Una vez adheridas al frasco de cultivo (4-5 horas), se retiré el medio y se
afiadi6 medio nuevo (RPMI + 10% SBF). Cuando las células llegaron a estado de
confluencia, se despegaron con Tris-EDTA, se sembraron en un frasco de cultivo T-75 (Cell
Culture Flasks; Corning) y se mantuvieron en el medio de cultivo, suplementado con
Penicilina (100 Ul/ml)/Estreptomicina (100 mg/ml), en un incubador a 372C de
temperatura, atmdsfera humeda y 5% de CO,. El stock obtenido se congeld en SBF + 10%
DMSO (dimetilsulféxido).

Para cada experiencia se descongeld un nuevo criovial, usandose sélo aquellos

cultivos en los que la viabilidad celular fuese igual o superior al 95%.

Una vez las células estuvieron en confluencia, se despegaron del frasco de cultivo y
se centrifugaron para obtener el pellet, el cual se resuspendi6 en medio RMPI,
calculdndose el volumen de esta suspensidn para conseguir una concentracién de 15x10°
células/ml necesaria para sembrar las placas de 24 pocillos y hacer el ensayo de adhesion
de RGD in vitro.

4.2. Determinacion de la intensidad de fluorescencia de los peptidomiméticos
RGD-fluoresceina

A los peptidomiméticos empleados en los experimentos in vitro se les afiadié

mediante quimica click una molécula de fluoresceina. La determinacién de fluorescencia

de éste fluorocromo adherido a RGD se realizé en un fluorimetro SynerGy HT (BioTEK)

configurado con una longitud de onda de emisién de 521 nm y de absorcion de 494 nm.

Ademds, mediante microscopia de fluorescencia, se obtuvieron imagenes de las células

marcadas.

Debido a la escasa bibliografia previa sobre el uso de analogos RGD, en un primer
momento se determind la concentracidén idénea de éstos que permita la realizacion de
medidas de fluorescencia en un lector de placas. Para ello, en placas de 96 pocillos, se
depositaron muestras de 100 pl de diferentes concentraciones de peptidomiméticos RGD.

Una vez determinada la concentracion de RGD a emplear se realizaron ensayos para
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comprobar el tiempo que se debia mantener el RGD en cultivo con las células antes de la

lectura mediante el fluorimetro.

4.3. Cuantificacion de peptidomiméticos RGD-fluoresceina adheridos a células
CC-531

Para la lectura de las placas se retira todo el medio de cada pocillo y se lavan con PBS

sin provocar agitacidn para no despegar las células adheridas a la placa. Se elimina el PBS

de lavado y se afiade medio de cultivo (RPMI + 10% SBF). Esta lectura se realiza también

en un fluorimetro SynerGy HT (BioTEK) configurado con una longitud de onda de emisién

de 521 nm vy de absorcién de 494 nm.

4.4. Modelo experimental animal

Como modelo experimental se emplearon ratas singénicas Wag/RijCrl. Los animales,
estabulados en grupos de 4, se han mantenido en ritmo circadiano de 12 horas, con
alimentacién (PanLab A-04) y bebida “ad libitum”.

Todos los procedimientos se practicaron de acuerdo a la legislacidn vigente sobre
experimentacién animal dictada por el Gobierno de Espafia (Ley 6/2013, de 11 de junio,
de modificacion de la Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales,
en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio y Real Decreto 53/2013, de 1
de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de
los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo Ia

docencia).

4.5. Induccion de metastasis hepaticas

Para la induccién tumoral se emplearon 6 ejemplares macho Wag/RijCrl de 3 meses y
un peso aproximado de 300 gramos, siguiendo el protocolo aprobado por el Comité de
Etica para el Bienestar Animal (CEBA) de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea UPV/EHU: CEBA/140/P02-01/2010/AlonsoVarona.

Bajo anestesia con isofluorano al 3%, el animal se coloca en posicidn decubito supino.
Se depila la zona abdominal mediante crema depilatoria para permitir el uso del
transductor ecografico. Una vez depilado, se lava la piel con alcohol con el fin de limpiar la
zona a trabajar y aplicando gel para ultrasonidos se localiza mediante el uso de un
ecografo Esaote MyLab60 Xvision con una sonda de 6-18 MHz el Iébulo lateral izquierdo

(LLI) y se inyecta 0,05ml de suspensién celular (5x10° células/ml) con una aguja de 27G.

El control ecografico de los animales se realizé a los 28 dias. Los implantes tumorales

se dejaron evolucionar hasta los 35 dias para lograr el volumen tumoral deseado.
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4.6. Nanoparticulas magnéticas

4.6.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas y funcionalizacién con peptidomiméticos
RGD

Las MNp fueron sintetizadas en el Departamento de Quimica Inorganica de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia por parte del equipo de la Prof. Maite Insausti Pefia, y

cedidas para la realizacién de este estudio.

En su preparacién se empled el método de la descomposicidn térmica usando un
polialcohol que actia como disolvente, agente reductor y agente estabilizante. Para la
obtenciéon de MNp de mas de 7 nm se recurre al método de crecimiento en semilla, ya

que la descomposicion térmica suele conducir a MNp de tamafio pequefio (4-6 nm).

El recubrimiento de las MNp con una capa organica que permita su funcionalizacién
con peptidomiméticos RGD se realizé con el polimero poli anhidrido maleico-alt-1-
octadeceno (PMAO, figura 2), ya que el alto nimero de cadenas alifaticas permite una

union multipuntual de la nanoparticula.

Figura 2.- Estructura del poli (anhidrido maleico-alt-1-octadeceno) (PMAO).

Ademas, la hidrdlisis de los anillos anhidrido que quedan orientados hacia el exterior
dota a las particulas de la hidrofilidad necesaria para ser solubles en agua (figura 3). Los
grupos carboxilato formados de la ruptura de los anillos anhidrido estabilizan las MNp en
agua y ofrecen la posibilidad de unir covalentemente cualquier molécula que posea un

grupo terminal amino mediante la formacién de un enlace amida.

PMAO ST Tomeo, hidrélisis

Figura 3.- Esquema del recubrimiento polimérico con PMAO y su posterior hidrdlisis.

A estos grupos carboxilato se unid un espaciador oligoetilenglicol a través de su
grupo amino, de forma que queda un grupo azido terminal que, mediante quimica click,
permite la adicion de la molécula de RGD. Este procedimiento se realizé por el grupo del
Prof. Jesus M2 Aizpurua, del Departamento de Quimica Organica | de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UPV/EHU
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4.6.2. Caracterizacion estructural y funcional de nanoparticulas magnéticas

La caracterizacion estructural y morfoldgica se ha llevado a cabo mediante Difraccién
de Rayos X (DRX) y Microscopia Electronica de Transmision (TEM) respectivamente,
permitiendo asi obtener el tamafiio, forma y distribucién de las particulas. Ademas se ha
estudiado la presencia de ligando a través de la Espectroscopia Infrarroja (IR) y la cantidad

del mismo por Termogravimetria.

4.7. Infusion intra-arterial de MNp-RGD

Para la infusién de las MNp funcionalizadas con RGD se siguié el procedimiento
aprobado por el CEBA de la UPV/EHU: CEBA/140/P02-02/2010/AlonsoVarona.

Los animales fueron de nuevo anestesiados con isofluorano al 3% y colocados en
posicion de cubito supino. Se practicé una laparotomia dejando expuesta la cavidad
abdominal, se evisceré y se disecéd la arteria esplénica. Una vez que la via de
administracién estd lista, se realizd una puncién con una aguja de 30G y se canalizd la
arteria mediante una microcanula de poliuretano de 0,014” (Harvard Apparatus)

conectada a una bomba de infusidn lenta para la administracién de las MNp.

Para conseguir la hemostasia tras la infusiéon de las suspensiones se practicé una
compresion de la arteria esplénica durante 5 minutos. Pasado este tiempo y comprobado
gue no hay hemorragia, se procedioé a introducir de nuevo todo el paquete abdominal en
el interior de la cavidad abdominal, respetando las posiciones anatdmicas originales de
cada drgano y se sutura con seda de 3/0, aplicando una crema de povidona iodada
(Betadine®).

El procedimiento se realizd en seis ratas, a las cuales se administré entre 0,62-0,7 mg
de MNp-RGD suspendidas en 0,58-1 ml de PBS 1:10.

4.8. Estudios de adhesion de MNp-RGD al tejido hepatico

Los estudios de adhesion de MNp funcionalizadas con RGD se realizaron mediante
RM. En las primeras 12 horas tras la infusiéon de las MNp, se sometié a los animales a
estudios de RM en un equipo Siemens Symphony de 1,5T. Se practicaron las secuencias
axial y coronal STIR, DP* y T2*, en busca de cambios en la IS compatibles con la presencia
de Fe.

4.9. Analisis de la distribucion de Fe en el tejido tumoral y el parénquima
hepatico sano.

Para una valoracién de la cantidad de Fe depositado tanto en el lecho tumoral como
en el parénquima hepdatico sano, se realizé un analisis por Espectrometria de Masa con
fuente de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS). Dicho andlisis fue realizado por el
grupo del Prof. Néstor Etxebarria Loizate en el Departamento de Quimica Analitica de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia de la UPV/EHU.
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4.10. Identificacion histologica de los depdsitos de Fe en higados infundidos con
MNp-RGD

Las muestras de higado para el analisis histoldgico se obtuvieron mediante necropsia
inmediatamente después de la realizacion de la RM. Se practico la eutanasia a los
animales y se realizé una laparotomia media para poder extraer el I6bulo lateral izquierdo
para su fijacién en formaldehido al 4%. Tras su deshidratacién mediante pasos sucesivos
en alcoholes de graduacidn creciente, se incluyeron en parafina y se obtuvieron secciones
histolégicas de 5 um de grosor que se tifieron con la técnica de azul de Prusia para

marcar, selectivamente, los depésitos de Fe.

4.11. Analisis estadisticos

Las variables cuantitativas referentes a la fluorescencia emitida por los
peptidomiméticos marcados con fluoresceina se ha descrito mediante la media vy
desviacion estandar y también como un grafico de lineas. El analisis estadistico se ha
realizado mediante un andlisis de la varianza (ANOVA). Una vez demostradas diferencias
significativas entre los grupos mediante Kruskal-Wallis, las comparaciones de los distintos

grupos entre si se efectuaron mediante el test de comparacién multiple de Dunn.

La cantidad de Fe detectado por ICP-MS se presenté como el rango, la media y la
desviacion estdndar y graficamente mediante un grafico de columnas con la media y la
desviacion estandar. Se comprobé que los datos eran normales y se realizd un test de la t
de Mann-Whitney.

Todos los analisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism 6, aceptando un

nivel minimo de significacién p< 0,05.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Deteccion de la fluorescencia emitida por RGD-fluoresceina

Previamente a iniciar los estudios de adhesion de los peptidomiméticos RGD sobre
las células CC-531, se determind la emision de fluorescencia de diferentes
concentraciones de los andlogos RGD marcados con fluoresceina. Para ello, en una placa
de 96 pocillos, se dispusieron un rango de concentraciones de RGD-fluoresceina (10, 25,
50, 100 y 1000 puM) y se evalué la emision de fluorescencia en un fluorimetro,
obteniéndose unos valores de 9536 + 156, 14783 + 1321, 23542 + 2116, 37852 + 4175y
76013 + 1704 UAF, respectivamente (figura 4).

100000
80000+
60000+
40000+

20000+

Unidades Arbitrarias de Fluorescencia

T T T T
10uM 25uM 50uM 100uM 1000uM

Figura 4.- Representacion grafica de los valores promedio y desviacidn estandar de la fluorescencia emitida
por diferentes concentraciones de RGD-fluoresceina en medio de cultivo.

Se determind que la concentracidn de peptidomiméticos RGD 6ptima a emplear en
los posteriores ensayos de adhesién sobre células CC-531 es la concentracién de 50 uM,
ya que dicha concentracion permite obtener sefal de suficiente intensidad, manteniendo

una relacién coste-beneficio aceptable.

5.2. Adhesion de RGD-fluoresceina a células tumorales CC-531

Se realizd6 un ensayo en placas de 24 pocillos para determinar el tiempo vy las
condiciones 6ptimas de cultivo. Se pusieron en contacto las células en crecimiento
exponencial con los peptidomiméticos y se realizaron medidas de la fluorescencia emitida
tras un tiempo de exposicién de 1, 2, 3 y 4 horas. Con el objetivo de determinar la
fluorescencia emitida por los peptidomiméticos RGD-fluoresceina adheridos
especificamente a las células, se analizé la sefial emitida por los RGD-fluoresceina de los

pocillos lavados con PBS como paso previo a la lectura en el fluorimetro.
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Como se observa en la tabla 1, tras una hora de exposicidn se detecta fluorescencia
emitida por los RGD-fluoresceina en los pocillos de las placas de cultivo. Tras una
exposicién de 2 horas, la fluorescencia detectada es un 57% mayor respecto a la
observada en el tiempo de 1 hora y, ademas, es el valor maximo alcanzado, ya que la

intensidad de fluorescencia decae a las 3 y 4 horas.

Tabla 1.- Valores promedio y desviacidn estandar de la fluorescencia emitida por los RGD-fluoresceina

1 hora de 2 horas de 3 horas de 4 horas de
contro' . ez . e . e . e
exposicion exposicion exposicion exposicion
Lavado con PBS 1.909 +201,8 3.016 + 479,8 2.093,6 +322,7 2.466 + 468
59,33 +2,58
No lavado con PBS 78.520 + 910 86.030 + 859,3 73.478 £ 1224 76.357 £ 3237,6

Por otro lado, el lavado de los pocillos de las placas de cultivo con PBS provoca una
caida de la sefial de fluorescencia detectada, siendo la intensidad de los pocillos lavados

entre 30-40 veces menor a la fluorescencia detectada en los pocillos sin lavar (figura 5).
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85000
== | avado con PBS

80000+

75000+
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40001 :

3000+
2000

1000+
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Figura 5.- Representacion grafica del promedio y desviacidn estandar de la fluorescencia emitida por los RGD-
fluoresceina a distintos tiempos de exposicion, lavados con PBS (linea azul y sin lavar (linea roja) antes de la
lectura de la fluorescencia (linea azul).

Adicionalmente, y como evidencia visual de que los RGD-fluoresceina estaban
adheridos a las células en cultivo, se tomaron imdgenes de microscopia de fluorescencia
(figura 6A) y microscopia de campo claro (figura 6B). En ambas imdagenes se observa como
el RGD-fluoresceina aparece adherido en la superficie de las células aisladas y Unicamente
en la periferia de aquellas células que habian proliferado formando agregados, sin que

difundan al interior de los mismos.
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Figura 6.- Imagenes de microscopia de fluorescencia 100x (A) y microscopia de campo claro 200x (B) de células CC-
531 cultivadas con RGD-fluoresceina. Las flechas sefialan la zona de unidn de los RGD-fluoresceina a las célula
situadas en las periferia de los agregados.

Teniendo en cuenta estos resultados y dado que no se encontraron estudios previos
ni protocolos testados para el empleo de analogos de péptidos RGD sobre células
tumorales en cultivo, se establecié un tiempo de 2 horas de exposicién de las células CC-
531 a los RGD-fluoresceina, ya que en ese periodo de tiempo los peptidomiméticos se
adhieren a la superficie celular. Adema3s, también se establecid, como paso previo a la
lectura en el fluorimetro, el lavado de los pocillos con PBS para eliminar toda la
fluorescencia que debida a la adhesién inespecifica de los RGD-fluoresceina al fondo de

los pocillos de las placas de cultivo.

5.3. Validacién del modelo tumoral de metastasis hepaticas

La induccién ecoguiada de metdstasis hepaticas dio lugar al desarrollo de implantes

tumorales en 4 de los 6 animales inoculados con las células CC-531 (67%).

A S ——

- _—

Figura 7.- Imagen ecografica de un corte longitudinal (A) y transversal (B) del higado. La zona enmarcada por la
elipse muestra un implante con un volumen de 0,8 cm’.

El volumen de las lesiones tumorales se determind ecograficamente 28 dias después
de la inoculacidn celular, obteniendo rangos de volumen tumoral entre 0,67-1,6 cm?®. Para
ello, se realizaron medidas de las lesiones en corte longitudinal y transversal (figura 7A y

B) y se calculd el volumen empleando el software del ecégrafo.
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Tanto el porcentaje de implantacién como el rango de volumen tumoral presente a
los 28 dias de la inoculacidn estdn dentro del rango habitual en éste tipo de

procedimiento, coincidiendo con datos previos de nuestro grupo [27].

5.4. Localizacion y cuantificacion de las MNp-RGD en el tejido tumoral y el
parénquima hepatico sano.

Con el objetivo de localizar el Fe depositado en el tejido tumoral y en el parénquima

hepatico sano, a los 35 dias de la induccidon tumoral se procedio a la infusion de las MNp-

RGD vy al posterior analisis mediante RM.

Mediante la secuencia STIR (figuras 8A y B) se localizaron las masas tumorales
hepaticas (circulo naranja), mientras que con las secuencias DP* (figuras 8C y D) y T2*

(figuras 8E y F), especificas para la excitacién del Fe, se valord la variacién en la IS

(hipointensidad) por el acimulo de MNp-RGD, tanto en el higado sano como en el tumor
(tabla 2).

Figura 8.- Secuencias STIR, DP* y T2* de RM de los animales 2R (control, izquierda), 4R (centro) y 4N
(derecha). Los circulos naranjas enmarcan las metdstasis hepaticas.

La mayor acumulacién de Fe en el parénquima hepatico sano y la caida de la IS se
deben probablemente a una captacion inespecifica del Fe por parte de las células de
Kupffer. En el tejido tumoral apenas se observa caida de la IS, salvo en zonas periféricas y
en algunos pequefios focos intra-tumorales, debido a que las MNp-RGD son incapaces de

difundir al interior de los mismos, quedando en el estroma fibrovascular peritumoral.

Para la cuantificacion de MNp-RGD fijadas en el tejido hepatico sano y en el tejido
tumoral, se realizd un andlisis mediante ICP-MS. La tabla 2 refleja los datos de
concentracién de Fe obtenidos en cada animal y la correlaciéon con la caida de la IS

observada en las imagenes de RM.
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Tabla 2.- Valoracidn cualitativa de la caida en la IS: leve (+), moderada (++) y severa (+++); y cuantificacidn
mediante ICP-MS de la concentracidn de Fe exdgeno en el tejido hepatico sano y en el tejido tumoral.

Caida de IS [Fe] (ng/e)
Animal
Tejido hepatico sano Tejido Tumoral Tejido hepatico sano Tejido Tumoral
3N ++ = 246,7 60,4
aN + = 2239 80,2
3R 4 = 270,6 734
4R 4+ = 3314 71
2R (control) =
3A (control) =

En el tejido tumoral la concentracidén de Fe es 4 veces menor al tejido hepatico sano.

Incrementos de 150 unidades en la concentracién de Fe detectado produce una
disminucién de la IS leve, aumentos de 200 unidades causan una bajada moderada de la

IS e incrementos de 250 unidades produce la mdxima caida de la IS.

En el higado sano infundido con MNp-RGD se encontré una concentracién de Fe
(268,2 ug + 46,28) superior a la observada en el tejido sano de animales que no recibieron
aporte de Fe exoégeno (138,3 ug *= 51,6) [27], siendo el ratio 1,93:1, es decir, la
concentracién de Fe detectada en el parénquima hepatico sano de ratas infundidas con
MNp-RGD es aproximadamente el doble a la detectada en el higado sano de animales no
infundidos. Por otro lado, la concentracién de Fe determinada en los implantes tumorales
de ratas infundidas con MNp-RGD (71,25 ug + 8,22) presentd un ratio de 1,45:1 respecto
al Fe encontrado en el tejido tumoral de animales que no recibieron MNp-RGD (49 ug +
31,9) [27] (figura 9). Estos datos indicaban que al menos una parte de las MNp-RGD se

habia adherido a los implantes tumorales.
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Tumor Tejido Hepatico Sano

Figura 9.- Grafico de barras que representa la media y la SD de la concentracién de Fe en microgramos por
gramo de tejido tumoral y de tejido sano, de higados infundidos con MNp-RGD (rojo) y no infundidos con
MNp-RGD (azul).
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Finalmente, en los estudios histoldgicos, se observaron escasos depdsitos de Fe en
algunas estructuras vasculares probablemente asociados a las células de Kupffer del
higado sano (figura 10A). Este dato podria indicar que parte de las MNp-RGD han sido
atrapadas por las células del sistema monocito-macrofago hepatico y, por tanto, la
homogénea distribucion de los depdsitos de Fe magnético en las células de Kupffer

provoca la intensa caida de la IS hepatica en la RM.

En los implantes tumorales se observaron acumulos dispersos de Fe en diferentes
localizaciones: en el estroma fibrovascular peritumoral (figura 10B y E), en el limite entre
tejido hepdtico sano y tumor (figura 10D), en el estroma fibrovascular de algunos ejes
vasculares intra-tumorales y en el endotelio o intersticio peri-endotelial de capilares
tumorales (figura 10C y F). Estos hallazgos son concordantes con las observaciones
realizadas en la RM, donde la reducciéon de la IS en el tejido tumoral parecia localizarse en
la periferia de los implantes y en algunos focos dispersos intra-tumorales, mientras que la

mayor mantenia constante la IS.

Figura 10.- Cortes histoldgicos con tincion de azul de Prusia del higado de la rata 4R. Los depdsitos de Fe
adquieren tonalidad azul. A. Parénquima hepatico sano con células de Kupffer tefiidas de azul por los depdsitos
citoplasmaticos de Fe 100x. B. Depdsitos de Fe en tejido fibrovascular presente entre implantes tumorales 100x.
C, D, Ey F depdsitos de Fe en el intersticio fibrovascular circundante a estructuras glandulares tumorales, 100x,
200x, 400x, 400x (respectivamente).

Tomando en consideracion todos estos datos, y con la finalidad de mejorar la
afinidad selectiva de las MNp-RGD, es preciso encontrar un mecanismo para evitar que
las MNp-RGD sean atrapadas por las células de Kupffer, bien inhibiendo especificamente
su actividad (mediante compuestos de Cloruro de Gadolinio) o bien saturandolas de Fe
con bajas tasas de absorcion especifica (SAR), administrado previamente a la infusién de
las MNp-RGD.
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6. Conclusiones

Las moléculas de RGD quedan adheridas a las células tumorales en cultivo tras una

hora de exposicién, alcanzando el maximo a las dos horas.

La fluorescencia detectada en las placas de cultivo sélo se localiza en células

tumorales, y no se debe a adhesidn a la placa.
Hemos de mejorar el porcentaje de células que se marcan con RGD-fluoresceina.

Las MNp-RGD funcionalizadas con RGD y estabilizadas para soportar un medio
fisiolégico, han demostrado un comportamiento satisfactorio, adhiriéndose al tejido

tumoral.

Aunque el Fe ha resultado fagocitado por las células de Kupffer del higado sano, las
MNp-RGD también se han adherido selectivamente al espacio intersticial de los lechos

tumorales.

La consecucidn de un depdsito homogéneo intra-tumoral de MNp-RGD se presenta
muy complicada, puesto que en general los nichos tumorales metastasicos son ambientes
mal vascularizados. Sin embargo, si se consigue un depdsito abundante de MNp-RGD en
el tejido que circunda el arbol vascular tumoral y este sistema de aporte sanguineo es

destruido mediante hipertermia, la estrategia antitumoral también seria adecuada.
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