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RESUMEN

El cancer de prostata tiene una tasa de incidencia muy alta, siendo el segundo tipo de cancer
mas comun en los hombres. Aunque tiene una tasa de mortalidad moderada, hay necesidades
clinicas insatisfechas que pueden permitir la mejora de la calidad de vida o la tasa de

supervivencia de pacientes con cancer de prostata.

En este trabajo se evalud el efecto antitumoral de distintos lipidos de disefio racional,
englobados dentro del concepto de terapia lipidica de membrana, que ejercen un efecto
antitumoral en células tumorales prostaticas (PC-3). Estos lipidos se han designado en el
laboratorio como: TGM1, TGM2, TGM4, TGM6 y APTCS811. El efecto de estos compuestos
se compard con el efecto producido por el lipido trioleina. Los estudios in vitro sobre la
proliferacion celular indicaron que las moléculas que inducian una disminucion significativa

de la proliferacion celular fueron APTC811 y TGM1.

Ademas se realizaron estudios sobre la efectividad de la molécula APTC811 in vivo utilizando
modelos xenograficos de cancer de prostata humano (PC-3). Los resultados obtenidos
muestran que la molécula APTC811 reduce el crecimiento del tumor. Los estudios realizados
sobre el mecanismo molecular implicado en la disminucion del tamano de los tumores
xenograficos indican una reduccion significativa en los niveles de la proteina dihidrofolato
reductasa (DHFR). Estos datos sugieren que la disminucion del tamafio del tumor es
producida por la detencion del ciclo celular inducida por APTC811, que causa una reduccion

de la proliferacion celular.

Por otra parte, las nanoparticulas de plata se pueden utilizar en combinacion con estos lipidos.
Como un estudio preliminar para determinar el uso potencial de las nanoparticulas de plata en
la terapia tumoral, se investigd su potencial toxicidad en modelos celulares y animales.

Nuestros resultados sugieren que estas nanoparticulas no son toxicas.



ABSTRACT

Prostate cancer has a very high incidence rate, being the second most common cancer in men.
Albeit its mortality rate’s moderate, there are unmet clinical needs that may enable the

improvement of the life quality or survival rate of prostate cancer patients.

In this study, we evaluated the antitumor effect of rationally designed lipids that exert their
antitumor action on prostate cancer cells (PC-3) by the so-called membrane-lipid therapy:
TGMI1, TGM2, TGM4, TGM6 and APTCS811. The effect of the compounds was compared to
the effect produced by the lipid triolein. The molecules with higher antitumor effect were

APTCS811 and TGM1 .

Moreover in vivo studies of the APTC811 using xenograft models of human prostate cancer
(PC-3) showed that this drug reduced tumor growth. Studies on the molecular mechanism
implicated in the reduction of tumor growth have shown a significant decrease in the
dyhidrofolate reductase (DHFR) levels. These data suggest that the tumor regression is
produced by the cell cycle arrest induced by APTC811, which causes a reduction of cancer

cell proliferation,

Moreover, silver nanoparticles can be used in combination with these lipids. As a preliminary
study to determine the potential use of silver nanoparticles in tumor therapy, we investigated
its potential toxicity in cell and animal models. Our results suggest that these nanoparticles

are not toxic.



INTRODUCCION
1.1. El cancer

El cancer es una enfermedad neopléasica derivada de una transformacion que sufren las
células, en las que estas pasan a proliferar de manera anormalmente rapida e incontrolada.
Esta caracterizado por la presencia de células que han sufrido un cambio que influye en los
mecanismos de control que regulan su capacidad de diferenciacion y de proliferacion,

derivando en una proliferacion excesiva con las consecuencias que ello conlleva.

Evading Las células presentes en un tumor no son
apoptosis

homogéneas aunque se hayan originado de un
mismo grupo clonal, provenientes de una unica
célula que mutd; en el transcurso de la
proliferacion y del crecimiento tumoral, las
células desarrollan caracteristicas bioquimicas,
morfoldgicas e inmunoldgicas distintas. Esta
heterogeneidad celular se traducird, entre otras

Sustained Tissue . . o e1e .,
angiogenesis cosas, en diferencias de sensibilidad a la accion

de los farmacos citotoxicos que tienen como
objetivo eliminar las células tumorales [Floréz
J,2004].

Figura 1. Capacidades adqueribles por el
cancer. [Hanahan and Weinberg, 2000]

El proceso mediante el cual las células normales se transforman progresivamente en
tumorales aun no se conoce en su totalidad, aunque se debe a la adquisicion secuencial de
mutaciones que dafian el genoma y que confiere a las células tumorales caracteristicas que le

permiten evadir las barreras homeostéticas e inmunologicas [Hanahan and Weinberg, 2000].

Estas propiedades especificas (figura 1) son: evasion del sistema inmune, redireccion de la
energia metabodlica, capacidad de invasion y metastasis, angiogénesis sostenida, potencial
replicativo ilimitado, evasion de la apoptosis, insensibilidad las sefiales antiproliferativas y

autosuficiencia en la sefiales de crecimiento [Hanahan and Weinberg, 2011]. Las causas que



producen estos cambios son enormemente variadas, abarcan desde factores endégenos como
errores de replicacion del ADN, pérdida de heterozigosidad, radicales libres generados por el
metabolismo, mutaciones espontaneas o predisposicion genética congénita, a factores
exogenos basicamente epigenéticos, como radiaciones ionizantes, radiacion ultravioleta y

carcin6genos abundantemente presentes en abundancia en el estilo de vida actual.

La transicion de una célula normal a una tumoral implica la activacién/expresion o la
inactivacion/represion de determinados genes, algunos de los cuales son conocidos, que
controlan la proliferacion y la apoptosis. Los oncogenes estimulan la proliferacion y protegen
a la célula de los determinados procesos de muerte celular. En cambio, los genes supresores

de tumores son aquellos que inhiben la proliferaciéon anormal y promueven la apoptosis.
1.1.1. Cancer de prostata

El cancer de prostata es un cancer muy comun en varones, con una moderada tasa de
mortalidad y un elevado indice metastasico. Globalmente es el segundo cadncer mas frecuente
entre los varones, con aproximadamente 914.000 nuevos casos cada afio. Representa el 13,8%

de todos los tumores masculinos [Parkin et al.,2010].

En Espafia se diagnostican més de 25.000 casos anuales, lo que representa el 21% de los
tumores entre los hombres. La incidencia en Espafia, es similar al resto de paises
desarrollados (la tasa ajustada mundial en 2008 fue de: 57 nuevos casos/100.000
habitantes/afio [Parkin et al.,2010]). En Espafia la tasa fue de 45,33 casos /100.000 hab/afio en
2006 [Quintas et al., 2006].

Las causas del cancer de prostata no se conocen por completo. Los principales factores de
riesgo son la obesidad, la edad y los antecedentes familiares. El cancer de préstata es muy
poco comun en los hombres menores de 45 afios, pero se vuelve mas comun con la edad. Un
90% de los casos se diagnostican a partir de los 65 afios [Quintas et al., 2006]. En cuanto a los
antecedentes familiares, los hombres que tienen familiares de primer grado con cancer de
prostata tienen el doble de riesgo de contraer la enfermedad en comparacion con los hombres
sin cancer de prostata en la familia [Zeegers, 2003]. Este riesgo parece ser mayor para los
hombres con un hermano afectado que para los hombres con un padre afectado. Otros factores
de riesgo son la presion arterial alta, [Romundstad et al., 2010] la falta de ejercicio y el

sedentarismo [Lynch et al.,2010 ]. Las células basales de la prostata son el sitio de origen mas



comun de los canceres de prostata [Witte et al.,2010].

Una via de sefializacion especialmente importante en este tipo de cancer es la via de
sefializacion PI3K/AKT, que trabaja con el factor de crecimiento transformante beta / SMAD
para garantizar la supervivencia de células de cancer de prostata protegiéndolas de la muerte

celular programada (apoptosis) [Huang YF et al., 2009].
1.2. Via de sefializacion celular reguladora de la proliferacion celular PI3K/AKT

Las fosfatidilinositol 3 quinasas (PI3Ks) son una familia de quinasas lipidicas caracterizadas
por su habilidad para fosforilar el fosfoinositido en la posicion 3 del anillo inositol [Cantley et
al., 1998] generando un segundo mensajero que provoca una respuesta celular y promueve
respuestas bioldgicas incluyendo proliferacion, supervivencia, motilidad y cambios

morfoldgicos [Hafsi et al., 2012].

Las PI3Ks de clase 1 son heterodimeros formados por una subunidad catalitica (p110) y por
una segunda subunidad reguladora (p85). Se conocen tres isoformas de la subunidad catalitica
p110, denominadas o, B y v, y siete proteinas de adaptacion diferentes generadas por splicing
alternativo de tres genes (p85a, p85B y p55y). Estas PI3Ks de clase 1 se subdividen a su vez
en dos subclases, la subclase 1A es activada por receptores con actividad tirosina quinasa
(Receptor Protein Tyrosine Kinae, RPTK), y las PI3K de la subclase 1B son activadas por

receptores acoplado a proteinas G.

La activacion de PI3K es inducida por factores de crecimiento o insulina que median la
localizacion de la subunidad catalitica en la membrana. La activaciéon de los receptores
tirosina quinasa da como resultado la asociacion de PI3K con el receptor a través de los
dominios SH2, lo que activa la subunidad catalitica [Hunter, 2000]. El sustrato de las PI3Ks
de clase 1 es fosfatoinositol-4,5-bifosfato (PI-4,5-P2), y el segundo mensajero fosfatoinositol-
3.4,5-trifosfato (PI-3,4,5-P3). La funcion de este segundo mensajero es reclutar en la
membrana plasmatica tres serina treonina quinasas que normalmente se encuentran en el
citosol, estas tres serina treonina quinasas son PDK1, PDK2 y PKB/AKT. El reclutamiento se
lleva a cabo por interaccion del segundo mensajero con los dominios de homologia a

pleckstrina (PH) de estas proteinas [Pawson and Nash, 2000]

PDK1 y PDK2 son serina treonina quinasas dependientes de fosfolipidos que, una vez

reclutadas en la membrana, tienen la funcién de fosforilar la tercera serina treonina quinasa



denominada PKB/AKT. La fosforilacion de AKT en unos aminoacidos concretos (Thr 308
fosforilada por PDK1 y Ser 473 fosforilada por PDK2), resulta en su activacion. La
fosforilacion permite la autofosforilacion de AKT en otros residuos aminoacidicos y la
formacion de un complejo de AKT activo e independiente de fosfolipidos. Este complejo
puede entonces disociarse de la membrana plasmatica y viajar al citosol, al nicleo o a otros
organulos para fosforilar proteinas [Engelman, 2009]. La fosforilacién inducida por AKT sera
responsable de cambios en la actividad de diferentes proteinas tanto citosélicas como de
diferentes organulos, lo que se traducird finalmente en un cambio en diferentes vias de

sefializacion y cambios en la funcion celular.

En diversos canceres incluido el de prostata [Shi et al., 2003] esta ruta se encuentra
sobreactivada, y la fosforilacion producida por AKT resulta en una reduccion en la apoptosis

y un incremento de la proliferacion y la supervivencia celular [Testa and Bellacosa, 2001]
1.3 Proteina dihidrofolato reductasa (DHFR)

El tetrahidrofolato (THF) es un grupo metilo requerido para la sintesis de novo de purinas y
timidina monofosfato, compuestos necesarios para la sintesis de DNA y con ello la
replicacion celular, tan caracteristica de las células tumorales. THF es regenerado a partir del
dihidrofolato (DHF) por la accion de la dihidrofolato reductasa (DHFR). Las células que
carecen de la capacidad de regenerar tetrahidrofolato sufren sintesis defectuosa de DNA y

muerte.

La DHFR tiene un papel critico en la regulacion de la cantidad de tetrahidrofolato en la
célula. El tetrahidrofolato y sus derivados son esenciales para la sintesis de purina y
timidilato, necesarios para la sintesis de DNA y por ello para la proliferacion y el crecimiento
celular [Schnell et al. 2004]. La DHFR juega un papel central en la sintesis de precursores de
acidos nucleicos, y se ha demostrado que las células mutantes que carecen de DHFR

requieren aportes externos para crecer [Chasin et al., 1980].

Debido entonces a que el tetrahidrofolato es necesario por las células y mas si estas se dividen
rapidamente, la DHFR tiene importancia terapéutica. Estudios realizados en este grupo de
investigacion demostraron que parte del efecto antitumoral del 20HOA, una molécula
lipidica en fase II de estudios clinicos, se debia a una reducciéon de la DHFR [Lladé et al.,

2009]. La inhibicion de DHFR puede limitar el crecimiento y la proliferacion de las células



cancerosas. El metotrexato , un inhibidor competitivo de la DHFR, es un firmaco contra el

cancer que inhibe la DHFR.
1.4. Terapia lipidica de membrana

Estudios recientes han relacionado de forma directa un nimero importante de patologias con
interacciones moleculares y desajustes que se producen a nivel de las membranas lipidicas de

las células, desde las que se inician o regulan la mayor parte de las funciones celulares.

Las membranas celulares son sumamente complejas, compuestas por miles de diferentes
moléculas lipidicas, que definen las células y organulos y participan en numerosos procesos
celulares. La mayoria de funciones celulares se dan en la membrana o en las cercanias de esta,

y por tanto, los lipidos controlan la interaccion y actividad de numerosas proteinas.

Numerosos estudios demuestran que los diferentes tipos de lipidos y su abundancia relativa en
la membrana celular puede controlar numerosas funciones y regular la actividad y la
localizacion de proteinas de membrana [Escriba et al., 1995; Escriba et al., 1997; Vogler et al.,
2004]. La gran diversidad de diferentes tipos celulares en el cuerpo humano se refleja en la

enorme variedad de composiciones y estructuras de membranas celulares [Yeagle, 2005].

En el caso concreto del cancer, se ha demostrado que la proporciéon de los lipidos
membranales esta alterada en casos de cancer de mama, pulmoén, pancreas, higado, prostata y

colon [Mikirova et al., 2004; Michalak et al., 2003].

Dada la importancia de la membrana, surge la estrategia de desarrollar terapias especificas
que regulen la estructura lipidica de la membrana, para el tratamiento de diversas
enfermedades. La terapia lipidica de membrana se basa en la regulacion de la estructura de la
membrana y en consecuencia la sefializacion celular [Escriba, 2006]. La terapia lipidica de
membrana busca regular la participacion de los lipidos membranales en las funciones
celulares mediante el uso de producto lipidicos que se intercalen en la membrana y regulen su

estructura [Barcelo, et al., 2004].
1.4.1. Compuestos de disefio.

Algunos de los triglicéridos naturales son capaces de alterar las propiedades biofisicas de la

membrana plasmatica modulando asi la sefializacion celular [Tjandrawinata et al., 2001].
Los triglicéridos miméticos son compuestos lipidicos sintéticos de disefio que tienen
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estructura similar a los triglicéridos naturales, por lo que se han denominado triglicéridos
miméticos 0 TGMs. A través de los triglicéridos miméticos se pretende aumentar la capacidad
antitumoral de los triglicéridos naturales. En este trabajo se estudiard los triglicéridos
miméticos TGM1, TGM2, TGM4 y TGM6. TGMI es un triglicerido sintético derivado de

la trioleina, un triglicerido natural presente en el aceite de oliva.

La molécula APTCS811 es una molécula hibrida entre un 4cido graso modificado de eficacia
probada y una lactona de origen natural que ha demostrado tener eficacia induciendo
apoptosis en células cancerigenas humanas. Se espera que el efecto combinado de estas dos

moléculas resultard en un mayor efecto antitumoral.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Cultivo celular

La linea celular utilizada en los estudios es PC-3. Se trata de células epiteliales adherentes
procedentes de una metastasis 6sea de grado IV, estas c€lulas no responden a androgenos,
glucocorticoides, o factores de crecimiento epidérmicos. Las células PC-3 muestran baja
actividad de la testosterona-5-alfa reductasa y de la fosfatasa acidica y son negativas para
Prostate-specific membrane antigen (PMSA). Son triploides, presentando 62 cromosomas, y
muestran caracteristicas similares a las células cancerigenas de origen epitelial, como
numerosos microvillis, nucleo, nucléolos y mitocondrias anormales, lamelas anuladas y
cuerpos lipoidales [Jones et al., 1979]. En ratones inmunodeprimidos su inoculacion con 107

células produce tumores viables con una alta eficacia. Esta linea fue adquirida de ATCC.

La linea celular se cultivd en medio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, ST Louis, MO)
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (Hyclone, Thermo scientific, USA), 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Al ser un cultivo adherente, para realizar
los pases y mantener la linea, las células tenian que ser despegadas del flasco mediante el uso
de tripsina-EDTA (2,5mg/ml tripsina y 4mg/ml EDTA en PBS) durante 2 minutos
aproximadamente. La tripsina era inactivada a continuacion por el suero presente en el medio

de cultivo.

El cultivo de la linea PC-3 es en monocapa y se mantuvo en un incubador de células



(Memmert GmbH Co, Reino Unido) a 37°C, 5% de CO, y una humedad relativa del 95%.
Todo el cultivo celular se realizé en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo vertical

(Telstar S. A., Terrasa, Espafia).
2.2. Tratamientos celulares

El nimero de células se determiné mediante la cdmara Biirker (Blaubrand, Alemania) en un
microscopio de luz invertida (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). La células se
sembraron en placas de 96 pocillos. En cada pocillo se sembraron 3000 cé¢lulas 12 horas antes
de aplicar los tratamientos con las siguientes moléculas: TGM1, TGM2, TGM4, TGM6,
trioleina y APTC811. Todas las moléculas estudiadas menos la trioleina son susceptibles de
patente, por lo que se evita en este trabajo cualquier comentario acerca de su estructura u

origen.

APTCSI11 (Toronto research chemicals, North York, Canada) se disolviéo en medio RPMI con
un de 8% EtOH para preparar un stock de 5 mmol/L para los experimentos. El resto de
moléculas se disolvieron en RPMI con un de 7,5% EtOH para preparar un stock de 10
mmol/L para realizar los experimentos. Se sonicaron las preparaciones a una amplitud del

10%, 6 ciclos de 20 segundos, para homogeneizar la emulsion.

Para los estudios de inhibicion del crecimiento celular, las células fueron tratadas con distintas
concentraciones de las moléculas mencionadas en un medio RPMI con un 6,5% de suero. La
diferencia en las concentraciones empleadas radica en la diferente toxicidad de los
compuestos. Para los tratamientos de TGM2, TGM4 y TGMS6, se trataron las células a
concentraciones de: 0, 0.2 , 1, 2.5, 5y 15 uM. Para los tratamientos con TGM1 vy trioleina, las
concentraciones estudiadas fueron: 0, 50, 150, 300, 400 y 500 puM. Para la molécula
APTCR811 se usaron inicialmente las concentraciones: 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 300 puM.

Todos los experimentos estudiaron el efecto de las moléculas mencionadas a las 24, 48 y 72h.
2.3. Estudios de viabilidad y proliferacion celular

Los estudios de viabilidad y proliferacion celular se realizaron mediante el ensayo XTT
(Roche Diagnostics, S.L. Applied Science, Barcelona, Espaia). Se trata de un ensayo
colorimétrico que se basa en la reduccion mitocondrial de las sales de tetrazolio, que da lugar
a un compuesto soluble de color cuya densidad Optica es directamente proporcional al nimero

de células viables [Glasebrook et al., 1991]. El ensayo se basa en el procesamiento de la sal de



tetrazolio XTT en presencia de un reactivo de acoplamiento de electrones produciendo una
sal de formazan soluble. Esta bioreduccion de las sales de tetrazolio se produce solo en

células viables.

En los estudios de viabilidad se sembraron 3000 células/pocillo en placas de 96 pocillos y se
trataron con concentraciones crecientes de TGM1, TGM2, TGM4, TGM6, Trioleina o
APTCS811. El efecto del tratamiento fue medido a las 24, 48 y 72 horas para determinar la
IC50, concentracion de farmaco necesaria para disminuir un 50% el nimero de células. Una
vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se descartd el medio y se afiadi6 medio RPMI sin
rojo fenol junto el reactivo XTT y el reactivo electron-coupling siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las células se incubaron a 37°C hasta observarse la formacion del compuesto

soluble de color anaranjado.

Una vez formado el complejo soluble de color, se procedia a determinar la absorbancia a una
longitud de onda de 495 nm corregida a 690 nm en un lector de placas (FLUOStar OMEGA,
BMG LABTECH, Alemania). La IC50 se calcul6 mediante un andlisis de los datos de

regresion no lineal ajustando los datos a una curva sigmoide.
2.4. Animales de experimentacion

Los animales de experimentacion utilizados fueron ratones macho inmunodeprimidos NUDE
Swiss Crl:NU(Ico)-Foxnl1™ (Laboratorios Charles River, Francia) de 4-6 semanas de edad y

con un peso comprendido entre 20-30 gramos.

Estos animales se mantuvieron en todo momento en condiciones estériles en jaulas de pléstico
en un armario (EHRET, Labor U Pharmatechnik, Alemania) con una temperatura constante
de 28°C, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y con una humedad relativa de entre 40 y el
60%. El material utilizado como las jaulas, agua, serrin y comida fueron autoclavados previo
contacto con los animales. Su dieta consistio en una dieta estandar con pienso y agua ad
libitum. Las condiciones de manipulaciéon y de trabajo fueron realizadas siempre en

condiciones estériles.
2.4.1. Inoculacion subcutanea de células tumorales

La linea celular PC-3 se cultivo y expandi6 en placas de 15 cm, y una vez obtenido un nimero

de células suficiente, se lavaron las placas con PBS, se tripsinizaron y se recogieron las
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células en medio de cultivo. Se determind la densidad de células viables en suspension
mediante un contaje con una camara Biirker. A continuacion, se calcul6 la concentracion de
las células, se centrifugaron 5 minutos a 600 xg para descartar el medio con suero y se
resuspendieron en medio RPMI sin suero fetal bovino. Se inyectaron 7,5 millones de células
en un volumen de 200 pl de forma subcutanea, a cada ratébn mediante una aguja de calibre

25G.

Alrededor de 10 dias después de la inoculacion el tamano del tumor producido era apreciable
y se comenzaron los tratamientos. Durante el desarrollo del tumor se midi6 el tamafio de este
una vez por semana con un pie de rey digital. Los volimenes del tumor se calcularon
mediante la formula: Volumen (mm *) = (A 2 x L) /2 . Donde A es la anchura y L es el largo

del tumor [Barbacci et al., 2003]
2.4.2. Tratamiento de los animales

Para realizar los experimentos se dividieron los animales en dos grupos: controles y tratados.
Los animales tratados recibieron mediante via oral forzada una dosis de 400 mg/kg de
APTCS811. Los animales controles recibieron por el mismo método solo el vehiculo, aceite de

oliva virgen. La duracion del tratamiento fue de 21 dias.

Tras los tratamientos, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y los tumores

fueron diseccionados sobre hielo, congelados en nitrégeno liquido y conservados a -80°C.

Todos los protocolos fueron revisados y aprobados por el Comité Institucional de

Investigacion Animal (Comision de Bioética de la Universitat de les Illes Balears).
2.4.3. Procesamiento de los tumores xenograficos

Se siguieron dos protocolos distintos, en ambos casos el buffer de extraccion de proteinas fue:
10mM Tris-HCI pH 7,4, 50mM NaCl, ImM MgCl2, 2mM EDTA, 5 mM lodocetamina, 1 mM
PMSF, ImM Cantaridina, 1mM Ortovanadato, 1% SDS. El primer método consiste en la
maceracion manual del tumor. Se obtuvo una pequenia parte del tumor, se colocd en un
mortero, se adicion6 nitrégeno liquido en este para que el tumor continuase en estado sélido
durante todo el proceso, y con el mortero se pulverizo el tumor. Este polvo se introdujo en un
tubo tipo Falcon de 15 ml junto a 500 pl de buffer de extraccién de proteinas completo. Se

sonico la mezcla a una amplitud del 20%, 4 ciclos de 5 segundos (Branson Digital Model 250,
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Branson Ultrasonics, USA) siempre en hielo para evitar el deterioro de las muestras.
Finalmente se centrifugaron las muestras 15 minutos a 1000xg, se recogid el sobrenadante y
se paso a un eppendorf, donde se elimindé manualmente el colageno procedente de la matriz

del tumor.

En el segundo método empleado, al fragmento de tumor se le anadié buffer de extraccion de
proteinas, y mediante un homogeneizador con cuchillas (Polytron PT 3100, Fischer
Scientific) se homogeneiz6 la muestra. Se sonic6 la mezcla a una amplitud del 20%, 4 ciclos
de 5 segundos (Branson Digital Model 250, Branson Ultrasonics, USA ) siempre en hielo para
evitar el deterioro de las muestras. Finalmente se centrifugan las muestras 15 minutos a
1000xg, se recogid el sobrenadante y se pasé a un eppendorf. Se elimin6 el coldgeno

procedente de la matriz del tumor.
2.4.4. Determinacion de la toxicidad de nanoparticulas de plata

En trabajos anteriores en este grupo [Guzman 2013, TFG] se determin6 la eficacia
antitumoral de nanoparticulas de plata en estudios in vitro. En este trabajo de fin de grado, se

determind la toxicidad de estas in vivo.

Para estudiar la toxicidad, se administraron mediante inyeccion subcutanea dosis crecientes de
una solucién que contenia nanoparticulas de plata derivadas de C5N4 y se estudid como
afectaban estas al peso y comportamiento de ratones heterozigotos BALB/ Nude tratados en

relacion con un grupo control al que solo se le administraba el vehiculo, agua.

El volumen inyectado fue de 100 uL en todos los casos. La concentracion de nanoparticulas
de plata variéo de 0 mg/l a 20 mg/l, 40 mg/l y 80 mg/l. El estudio dur6 15 dias durante los
cuales los ratones fueron tratados y pesados diariamente. Cada grupo estaba formado por tres
ratones, resultando en un total de 12 ratones empleados. La dieta durante estos 15 dias fue

estandar a base de pienso y agua ad libitum.

Tras el tratamiento, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y sus érganos
fueron extraidos y conservados para observar como se habian distribuido las nanoparticulas

en el organismo.
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2.5. Deteccion y cuantificacion de proteinas: Western Blot
2.5.1 Determinacion del contenido proteico

La determinacion del contenido proteico de las muestras se llevo a cabo utilizando el kit de
cuantificacion de proteina RC DCTM (BioRad, Barcelona, Espafia), un método colorimétrico
utilizado para la determinacion de proteinas en presencia de agentes reductores y detergentes.
Este método es una modificacion del método Lowry que se basa en la reduccion del reactivo
de folin fenol que modifica la coloracion del reactivo y estos cambios se detectaron midiendo

la absorbancia a 750 nm [Lowry et al., 1951].

Las concentraciones de proteinas se obtuvieron por interpolacion de los valores de
absorbancia sobre la curva patron realizada con concentraciones conocidas de albumina
sérica bovina (BSA). A partir las muestras obtenidas después de la maceracion /
homogenizacion de los tumores se determind su contenido proteico segun las instrucciones

del fabricante y se prepararon muestras de igual concentracion protéica.
2.5.2. Electroforesis e inmunoblot

Se utilizd la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, también
denominada SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel, electrophoresis)
[Laemmli, 1970].

La concentracion de acrilamida en el gel determina el rango de separacion de las proteinas
durante las electroforesis. Estos geles tienen dos zonas diferenciadas, una zona llamado gel de
concentracion, donde se cargaran las muestras, y una zona de separacion llamada gel de
separacion, donde correran la muestras y se separaran. El gel de concentracion (“stacking”)
estd compuesto por 4% de acrilamida-bis-acrilamida, 166 mM de Tris-HCI1 pH 6.8, 0.1% de
SDS, 0.3% de persulfato amoénico y 0.03% de N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina. El gel de
separacion (“resolving”) estd compuesto por 9.5% acrilamida- bis-acrilamida, 1 M de Tris-

base pH 8,8, 0.1% de SDS, 0.1% de persulfato aménico y 0.01% de tetrametiletilenodiamina.

Una vez obtenidas las concentraciones de proteinas de las muestras se igualaron sus
concentraciones para posteriormente cargar 75 pg de proteina total y someterlas a
electroforesis. Antes de cargar las muestras en el gel, se adicion6 a las muestras tampon de

carga de electroforesis (12 mM de Tris-HCI pH 6.8, 1% de - mercaptoetanol, 0.2% de SDS,
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0.01% de azul de bromofenol y 50% de glicerol de concentracion final) y se calentaron

durante 5 minutos a 95°C.

El SDS+B-ME desnaturaliza la proteina. El SDS otorga carga neta negativa a la proteina lo
que les permite migrar en relacion directa a su masa, ya que la cantidad de cargas negativas
que se unen a la proteina depende del tamafio de esta, existiendo una relacion carga/masa
similar. Se une a la proteina por absorcion no especifica (aproximadamente 1 molécula de
SDS por cada 2 aminoécidos, con una relacion SDS/proteina maxima de 1,4g/g) El B-ME

rompe los enlaces disulfuro separando a la proteina en sus sub-unidades.

Las muestras se cargaron en los geles de poliacrilamida y se sometieron a electroforesis a 90
V hasta terminar la fase de concentracion del gel y a 110 V durante la fase de separacion del
gel. El tampon de electroforesis se compone de Tris-base 19,2 mM y glicina 0,19 M a pH
8,6. Una vez finalizada la electroforesis, se procedi6 a transferir las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa (GE Healthcare, Kent, Reino Unido). Todo el proceso de transferencia se
realiz6 en frio aplicando un amperaje constante de 350-400 mA durante 2 horas con un

tampon de transferencia compuesto por Tris-base 19,4 mM vy glicina 0,19 M y 20% de etanol.

Finalizada la transferencia se bloqueé la membrana en 5% de leche desnatada en PBS
durante 30 minutos con el fin de evitar la unién inespecifica del anticuerpo. Una vez
finalizado el bloqueo, se incub6o la membrana en una dilucidon con el anticuerpo primario
frente a la proteina de interés y se dejo en agitacion toda la noche a 4°C. El anticuerpo
primario se prepard en una soluciéon con un 5% de BSA 'y 0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich Co,
St Louis, MO). Al dia siguiente, se retird la dilucion con el anticuerpo de la membrana y se
realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y 0.1% Tween 20. Se incubd la membrana durante
1 hora en oscuridad con el anticuerpo secundario (dilucion 1:5000) conjugado con un
fluorocromo (IRDye 800CW Donkey anti-Mouse IgG (H + L) o IRDye 800CW Donkey anti-
Rabbit IgG (H + L), LI-COR Biosciences, USA). La dilucion del anticuerpo secundario se
realiz6 en una solucidon que contenia un 50% de solucion bloqueadora y un 50% de PBS con
0,1% Tween 20. Transcurrido la hora de incubacion, se realizaron 2 lavados de 5 minutos con
PBS y 0.1% Tween 20 y un tltimo lavado con PBS de 5 minutos. A partir de la incubacion
con el anticuerpo secundario el proceso se llevo a cabo manteniendo la membrana en todo

momento en oscuridad.

Las membranas se escanearon en un espectroscopio de infrarrojo cercano (Odyssey Infrared
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Imaging System, LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA) con una resolucion de 84-169 pm y se
analizaron con el programa TotalLab v2005 (Nonlinear Dynamics, All Saints, Reino Unido)
obteniéndose asi los valores de densidad optica integrada (DOI) de cada una de las bandas. El
contenido de a-tubulina en cada muestra se determind del mismo modo a modo de control de

carga.
2.6. Analisis de los datos

Los grupos se compararon utilizando andlisis de la varianza (ANOVA). Todos los andlisis
estadisticos se realizaron mediante el programa GraphPad Prism 5.0. Las diferencias entre los

grupos experimentales se consideraron estadisticamente significativas para valores de p<0.5.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de fin de grado es la investigacion de los efectos
antitumorales de distintos compuestos lipidicos de diseio: TGM1 en comparacion con
trioleina, TGM2, TGM4, TGM6, y APTCS811. Estos estudios se realizaron en céancer de
prostata in vitro en células PC-3. Con la molécula APTCS811 también se realizaron estudios de

los efectos in vivo en tumores xenograficos inducidos con células PC-3.
Los objetivos concretos de este trabajo fueron los siguientes:

1. Investigar el efecto de TGMI1, TGM2, TGM4, TGMS6, trioleina y APTC811 en Ia

proliferacion de células cancerosas PC-3.

2. Investigar el efecto de APTC811 sobre las principal via de sefializacion PI3K/AKT, y en

los niveles de la proteina DHFR, en células PC-3.

3. Investigar el efecto de APTCS811 in vivo en modelos xenograficos de cancer de prostata

(PC-3).

4. Estudiar la toxicidad de las nanoparticulas de plata en ratones BALB/nude.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto de TGM1, TGM2, TGM4, TGM6, trioleina y APTCS811 en la viabilidad y

proliferacion in vitro de células PC-3

El efecto sobre la viabilidad y proliferacion celular de las moléculas en las células de cancer
prostaticas PC-3 se estudid mediante el ensayo de XTT. En la tabla 1 se muestran los
resultados de las IC50 obtenidas a diferentes tiempos. De la totalidad de moléculas
estudiadas, las IC50 obtenidas con el compuestos TGM1 fue menor que las recogidas en
estudios previos realizados por el grupo en fibroblastos normales utilizando TGM1. Estos
datos nos indican que deberia profundizarse sobre el mecanismo de accion ya que estos

compuestos tienen potencial como farmacos antitumorales.

IC50 (uM) Trioleina TGM1 TGM2 TGM4 TGM6 APTC811
24h >500 >500 >15 >15 >15 84,27 £ 22,95
48h >500 366,731105,97 >15 >15 >15 35,97 £8,74
72h >500 196,70+117,01 >15 >15 >15 24,05 * 8,97

Tabla 1. Efecto de los compuestos en la proliferacion celular de células tumorales
prostaticas PC-3. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de TGMI,
TGM2, TGM4, TGM6 y APTCS811 durante los tiempos indicados. Se determino la IC50
mediante el ensayo de viabilidad celular XTT. Representados estan la media SEM de 3
experimentos independientes.

Los resultados obtenidos indican que TGM1 y APTC811 ejercen un efecto antiproliferativo
en las células de cancer de prostata, observandose una disminucion del numero de células
tumorales proporcional a la concentracion y al tiempo. El compuesto APTC811 muestra una
mayor eficacia y efecto antiproliferativo que TGM1. Queda por determinar cual es el efecto

de APTCS11 en fibroblastos normales y con ello determinar su selectividad.

La trioleina no mostr6 efecto antiproliferativo, lo cual nos indica que son las modificaciones
realizadas en esta, que dan lugar al TGMI, los responsables de aumentar su potencial

antitumoral.

El potente efecto antiproliferativo que muestra APTC811 en comparacion a la molécula
TGML1, y al resto de compuestos estudiados, determind que el compuesto escogido para los

estudios in vivo en modelos de xenotransplante humano en ratones inmunodeprimidos NUDE
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fuese APTCS11.

4.2. Efecto de APTCS811 en la progresion de xenotrasplante de la linea PC-3 en ratones

inmunodeprimidos

En este estudio se utiliz6 un modelo de xenotrasplante de tumores de prostata humano (PC-3)
en ratones inmunodeprimidos NUDE. El tratamiento consistid en suministrar via oral forzada

400 mg/kg de APTCS811 y a los ratones control el vehiculo durante 21 dias.

Mice inoculated with PC3 cells
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Figura 2. Efecto del tratamiento in vivo con APTC811 durante 21 dias en modelos de
xenotransplante humano en ratones NUDE. Los ratones fueron tratados diariamente con 400
mg/kg de APTCS811 durante la primera semana. Después se trataron cada dos dias. (A)
Representacion por lineas de la diferencia en la progresion del tumor entre animales tratados
y controles. ** =P > (,05.

El tamaio del tumor se redujo de forma visible en los ratones tratados respecto a los ratones
control a partir del dia 8. Los volumenes de los tumores medidos (Figura 4) corroboraron la
observacion y revelaron que el efecto de APTCS811 es notable desde los primeros dias de
tratamiento, mostrando como APTCS811 ralentiza desde el inicio el crecimiento y la
progresion del tumor. Como efecto colateral el tratamiento redujo significativamente el peso

de los animales tratados.

4.3. Efecto del APTCS811 sobre la via de sefalizacion PI3K/AKT y sobre la expresion de
DHFR

Para estudiar los efectos de APTC811 sobre la via de sefializacion PI3K/AKT se emplearon

muestras procedentes de los estudios in vivo, de los tumores producidos en los ratones
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inmunodeprimidos NUDE. La activacion de la via PI3K/AKT, que contribuye a la

supervivencia, se determino a través de los niveles de fosforilacion de la proteina AKT.
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Figura 3. Efecto del tratamiento de 21 dias con APTC811 sobre los niveles de fosforilacion
de proteinas implicadas en las vias de sefializacion. Muestras extraidas de tumores se
homogenizaron y las proteinas se separaron por Western Blot. (A) Diferencias en los niveles
de fosforilacion de la proteina AKT. (B) Diferencias en la expresion de la proteina DHFR. La

proteina a-tubulina se utiliz6 como control de carga. (C) Western Blot representativo.
C=Control. T= Tratado. a-tubulina se empled como control de carga. ** =P > 0,05.

Los resultados no muestran que el tratamiento con APTC811 altere de manera significativa la
activacion de la via de sefializacion PI3K/AKT. Los niveles de proteina AKT se muestran
constantes en las muestras estudiadas, lo que indica que AKT no vio afectada su expresion

por el efecto de APTC811 (Figura 5B).

Por otro lado el tratamiento con APTCS811 disminuy6 la expresion en el tumor de la proteina
DHFR, necesaria para la sintesis de DNA y la replicacion celular (Figura 5A). Los efectos
sobre la expresion de DHFR se observan independientemente del método de extraccion

empleado.
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El anélisis densitométrico de 2 tumores esta resumido en las graficas de barras. Los resultados

estan expresados como porcentaje respecto a tumores no tratados.
4.3.1. Determinacion de la toxicidad de nanoparticulas de plata.

Para determinar la toxicidad de las nanoparticulas de plata in vivo, se administraron mediante
inyeccion subcutdnea dosis crecientes de una soluciéon que contenia nanoparticulas de plata.
Como medida de la toxicidad se estudié el efecto de estas en relacion al peso y

comportamiento de los animales.

35
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Figura 5. Efecto del tratamiento con nanoparticulas de plata durante 15 dias con
nanoparticulas de plata sobre el peso de los animales.

El tratamiento con nanoparticulas de plata no afectd al peso ni al comportamiento de los
animales. Estos incrementaron su peso durante los 15 dias sin diferencias significativas
respecto al control. El comportamiento, que se refleja principalmente en la actividad
locomotora y en variaciones en la ingesta normal de los animales, no se vio afectado por el

tratamiento con nanoparticulas de plata.
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5. DISCUSION

5.1. Las moléculas TGM1 y APTC811 ejercen un efecto antiproliferativo en estudios in

vitro en células de cancer prostaticas PC-3

El cancer de préstata es muy comun en varones. La alta mortalidad debida a su caracter
agresivo y a su alto indice metastasico, hace que este sea uno de los canceres con mayor
importancia clinica. De entre todas las lineas celulares prostaticas con cardcter cancerigeno,

PC-3 son las células més agresivas y metastasicas [Rao et al., 2005].

La molécula TGM1 disefiada a partir de un triglicérido natural, la trioleina, ha sido objeto de
estudio previo a este trabajo en el laboratorio del Dr. P.V. Escriba. La eficacia de este firmaco
esta probada en diversas lineas celulares, aunque su mecanismo de accion esta ain en proceso
de estudio. La hipotesis de este estudio es que tanto APTC811 como TGMI1, debido a su
carécter lipidico, actuaran en la membrana lipidica, regulando la ordenacion y fluidez de la
membrana. De esta forma se afecta la interaccion y actividad de proteinas periféricas de
membrana implicadas en varias vias de sefializacion que estan en algin momento
relacionadas con la membrana celular. En resumen, los cambios producidos por la accion de
TGMI1 provocan diversos cambios en diferentes vias de senalizacion celular que en ultima
instancia acaban produciendo cambios en los procesos de proliferacion y supervivencia
celular. Dependiendo de la linea celular estos cambios serdn mas importantes en unas
proteinas que en otras. La ausencia de efecto antitumoral mostrada por la trioleina permite
atribuir los efectos antitumorales observados en el TGM1 a las modificaciones realizadas en

la trioleina.

La molécula APTC811 no habia sido probada antes, aunque de nuevo, por su estructura
hibrida con caracter lipidico estd englobada dentro del concepto de terapia lipidica de
membrana. Se hipotetiza que el efecto antitumoral de APTCS811 seréd potente debido a que las
moléculas empleadas para su diseno son de por si agentes antitumorales. Se espera evitar los
problemas de toxicidad encontrados en una de las moléculas empleadas en el disefio de

APTCRI1.

Los estudios llevados a cabo para este trabajo demuestran que el uso de TGM1 y de APTCS811
disminuye el numero de células tumorales prostaticas PC-3 en estudios in vitro, y que el

numero de células disminuyen de forma proporcional a la concentracion y al tiempo.

20



Estudios previos realizados en este mismo grupo muestran como ademas TGMI1 presenta un
mayor efecto en células cancerosas que en células normales, lo que es algo necesario en las
terapias contra esta enfermedad. Se buscan farmacos especificos para que los efectos se
produzcan Unicamente en las células cancerosas, evitando asi un gran numero de efectos
secundarios no deseados. El efecto antitumoral mostrado por APTC811 fue notablemente mas
potente que el efecto antitumoral producido por TGM1, ademas mostré efecto mas a corto

plazo que TGM1.

Los beneficios asociados a una eficacia antitumoral a bajas concentraciones son destacables,
debido a que a bajas concentraciones la posibilidad de que aparezcan efectos secundarios o

colaterales no deseados disminuye.

La ausencia de efecto antitumoral del resto de moléculas probadas se corresponde con la
ausencia de efecto antitumoral que muestra su triglicérido natural [Tjandrawinata et al.,
2001]. Las modificaciones realizadas en estos triglicéridos naturales no provocaron efecto

antitumoral a las concentraciones estudiadas en esta linea celular.

5.2. La molécula hibrida APTCS811 ejerce un efecto antitumoral en modelos in vivo de

xenotransplante de cancer de prostata PC-3

Se estableci6 la linea celular PC3 en 1979 a partir de la metastasis 0sea del grado IV de
cancer de prostata de un individuo caucasico de 62 afios de edad. Las células PC3 tienen un
alto potencial metastasico y una alta agresividad en comparacién con otras lineas celulares
prostaticas DU145, que tienen un potencial metastdsico moderado y con las células LNCaP
que tienen un bajo potencial metastasico [Rao et al., 2005]. Se hipotetiza que si un compuesto
muestra eficacia en este tipo de células més agresivas, es posible que muestre eficacia en
otros tipos de canceres prostaticos producidos por células menos agresivas. Nuevas
estrategias terapéuticas que permitan combatir este cancer son necesarias debido a la

mortalidad producida por este tipo de cancer.

En el estudio del efecto de una molécula, los estudios in vitro son necesarios y de una
importancia elevada. Sin embargo en el 4mbito de las enfermedades humanas, no deben ser
mas que el primer paso antes de probar la eficacia del compuesto estudiado en modelos in
vivo, donde la complejidad de un organismo, hace que los resultados observados in vitro

puedan variar enormemente.
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Al administrar oralmente una dosis de 400 mg/kg de la molécula hibrida APTCS811, se
observo una clara reduccion en la progresion y en el crecimiento de los tumores inducidos en

ratones inmunodeprimidos a partir de células de cancer prostaticas humanas.

En el estudio llevado a cabo se observo una clara y significativa reduccion del tumor. El
numero de ratones utilizados en este estudio es bajo y habria que repetir los experimentos con
mayor numero de animales para confirmar los resultados observados. Una vez confirmado el
efecto que parece mostrar APTC811 in vivo, este podria constituir una terapia efectiva contra
el cancer de prostata. Actualmente y cada vez mas, se estd apuntando hacia el uso de terapias
personalizadas y combinadas con diferentes farmacos quimioterdpicos que permitan un mayor
control en las diferentes vias de sefalizacion diana. Esta combinacién con otros farmacos
quimioterapicos podria permitir reducir la dosis de los quimioterépicos y con ello reducir la

alta toxicidad que suelen provocar en los pacientes.

APTCS811 podria estar presente en el futuro del tratamiento terapéutica en casos de cancer de
prostata, es probable ademas que la eficacia de APTCS811 se pueda observar en otras lineas
celulares, como sucede con otros farmacos experimentales que actian a nivel de membrana,
con lo cual el potencial terapéutico de APTC811 podria aumentar. Son necesarios futuros

estudios para confirmar estas premisas y para elucidar el mecanismo de accion de este.

5.3. Efecto de APTC811 sobre la via de seiializacion PI3K/AKT y sobre la expresion de
DHFR

La progresion tumoral es el fendmeno por el que los tumores progresivamente se van
haciendo cada vez més agresivos y adquieren un mayor potencial maligno. La progresion se
relaciona con la aparicion secuencial en el interior del tumor de células que difieren en cuanto
a su capacidad de infiltracion, su velocidad de proliferacion, su capacidad para formar
metastasis, su posibilidad de evitar la vigilancia inmunitaria, etc. Un tumor, aunque de origen
monoclonal, suele estar formado por una poblacion celular fenotipicamente y genéticamente
heterogénea. La heterogeneidad parece consecuencia de la inestabilidad genética de las
células tumorales, que estan sometidas a una elevada tasa de mutaciones aleatorias,
posiblemente debida a la pérdida de p53 o de los genes de reparacion del DNA. Los tumores
empleados para los estudios de las diferentes vias de sefializacion, en el momento de la
obtencion, estaban en un estado claramente avanzado, lo que determina una alta

heterogeneidad en la estructura tumoral.
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Los estudios sobre la via de PI3K/AKT no permiten confirmar que APTC811 disminuya la
fosforilacion y actividad de AKT. Se observan en muestras diferentes una aparente notable
disminucién en la fosforilacion, pero los resultados obtenidos tras procesar las mismas
muestras con otro método de extraccion y la réplica de los inmunoblots no permiten
confirmar los resultados. Es posible que la disparidad en los resultados obtenidos en la
replicacion de las muestras sean debidos a la alta heterogeneidad presente en el tumor.
También es posible que el efecto sobre la via de senalizacion PI3K/AKT se produzca
unicamente en algunas partes del tumor. Estudios de hibridacion in situ o estudios idénticos
realizados con células tratadas y no con los tumores, podrian permitir esclarecer los resultados

obtenidos.

La proteina DHFR es necesaria para la sintesis de ADN y con ello para la replicacion celular,
sobretodo si esta es acelerada como en casos de cancer. El uso de APTC811 disminuye la
expresion de la proteina DHFR, con lo que dificulta la replicacion de ADN a las células
cancerosas y con ello la replicacion celular. Esto resulta en una disminucion muy significativa
en la progresion y crecimiento del tumor. Algunos farmacos como el metotrexato ya tienen
como diana la expresion de la proteina DHFR pero son muy toxicos. Los resultados obtenidos
tanto in vitro como in vivo que permiten vislumbrar que el potente efecto antitumoral del
APTCS811, puede deberse en parte a su efecto en la disminucion de la expresion de DHFR.
Aun asi se deberian realizar estudios de hibridacion in sifu o con cultivos celulares para
comprender en mayor medida el mecanismo de actuacion por el cual APTC811 controla y
disminuye el crecimiento y proliferacion de células cancerosas PC-3. También deben
realizarse estudios en fibroblastos normales para determinar si estamos dentro del rango de

toxicidad de células normales.
5.4. Determinacion de la toxicidad de nanoparticulas de plata.

En los ultimos afio ha habido un creciente interés en las aplicaciones biomédicas de las
nanoparticulas. En particular, las nanoparticulas de plata (AgNP) cada vez son mas

investigadas como herramienta para nuevas terapias contra el cancer.

Los resultados obtenidos in vitro previamente en el grupo indicaron que las células tumorales
de las lineas celulares A549 y SF767 mueren a concentraciones menores de plata que las
células no tumorales. El valor de IC50 para las células tumorales es de 6 ppm de plata,

mientras que la de las células no tumorales es de 10 ppm. A la concentracion de 12 ppm de
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plata, todas las células mueren [Guzman 2013, TFG]. Futuros experimentos deberan estudiar

el efecto de las nanoparticulas de plata en mas lineas celulares.

Tal y como se comenta en ese mismo trabajo, los resultados obtenido in vifro iban a
comprobarse in vivo, y para ello el primer estudio a realizar es el de toxicidad. En estos
ensayos se quiere ver si la plata es toxica para estos animales, si se acumula y donde, si
provoca cambios en las pautas de comportamiento y, como y donde, se excretan estos
compuestos. Se pensaba que debido al pequefio tamafio de estas nanoparticulas, su excrecion
por el rifion sera muy rapida. Esto supone una ventaja, un firmaco antitumoral, con una baja

toxicidad en el organismo y de baja acumulacion [Guzman 2013, TFG].

El estudio de toxicidad alcanzé una dosis maxima de 80 ppm. La razon de superar la dosis
que producia muerte en todas las células es la complejidad de un organismo vivo y que las

nanoparticulas iban a distribuirse por todo el organismo tras la inyeccion.

A las concentraciones estudiadas, la toxicidad de las nanoparticulas de plata en el organismo
es baja, no se ha producido en ningin caso una disminucion del peso, primer sintoma de
toxicidad. Tampoco se han detectado cambios comportamentales ni alimenticios durante la

realizacion del estudio.

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis descrita en el trabajo de fin de grado de Joan
Guzman y permiten continuar con los estudios in vivo . El siguiente paso serd tratar animales
a los que se les ha inducido un cancer con nanoparticulas de plata, y con ello comprobar si el

efecto antitumoral mostrado in vitro se conserva in vivo.

Un punto a destacar del uso de nanoparticulas de plata es la intencion de inyectarlas
directamente en el tumor, para facilitar el acceso de estas y evitar una administracion

sistémica, ademas de facilitar su excrecion. [Guzman 2013, TFG]

Queda por determinar la distribucion de la nanoparticulas en el organismo, por lo que se
entregaron los organos al equipo del profesor Sergey Kustov, quien ademas sintentiz6 las

nanoparticulas de plata empleadas en el estudio.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas tras los experimentos realizados para la realizacion de este trabajo

de fin de grado:

1 - Potencian la idea de que la terapia lipidica de membrana puede ser una estrategia eficaz en

el tratamiento de una enfermedad de importancia como es el cancer.

2 - Referente a los estudios in vitro, se ha comprobado que tanto TGM1 como APTCS811
ejercen un efecto antiproliferativo en células de cancer prostaticas PC-3. El efecto producido
por APTCS811 es notablemente mas potente que el producido por TGM1. A su vez, el efecto
producido por TGM1 es notable frente al nulo efecto antitumoral de su triglicerido natural, la
trioleina. El resto de moléculas probadas, TGM2, TGM4, y TGM6 no ejercen un efecto

antiproliferativo en esta linea celular a las concentraciones estudiadas.

3 - Por lo que respecta a los estudios in vivo, se ha demostrado que la administracién cronica
de APTCS811 reduce la progresion de tumores en ratones inmunodeprimidos inoculados con
células PC-3. El numero de ratones utilizados en este estudio fue bajo, y aunque los

resultados han sido prometedores, hacen falta mas estudios para confirmar los resultados.

4 — En el modelo xenografico, el tratamiento con APTC811 reduce los niveles de la proteina
DHFR, necesaria para sintetizar timina y en general para la sintesis y réplica de ADN. Estos
resultados indican que parte del efecto antiproliferativo mostrado por APTCS811 esta ligado a
DHFR. Sin embargo, se deben aumentar el nimero de vias estudiadas para profundizar en el

mecanismo de actuacion de este compuesto.

5 — La escasa toxicidad observada en estudios in vivo de las nanoparticulas de plata permiten
continuar con los ensayos in vivo con este compuesto. Esta junto a la potencia antitumoral
selectiva que se observd in vitro son dos caracteristicas importantes para el desarrollo

farmacologico de un compuesto.

En resumen, las posibilidades de la terapia lipidica de membrana son elevadas ya que
alterando la membrana plasmatica, no nos encontramos con un unico cambio a nivel de una
proteina diana como sucede con los tratamientos actuales. Al afectar a la membrana, un solo
compuesto puede producir cambios en incontables vias de sefializacidon y con ello en procesos

bioldgicos asociados a la proliferacion o apoptosis, que pueden ser determinantes para el
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control del crecimiento de los procesos tumorales.
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