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La mejor forma de borrar la enorme “C” — de cdncer — que planea sobre la
sociedad es construyendo una “C” — de ciencia — aun mds grande.

Fake it, fake it. Until you make it.

A mi familia.






“Un pais sin investigacion es un pais sin desarrollo”
Margarita Salas- Severo Ochoa

“La educacion cientifica de los jovenes es al menos tan importante,
quizd incluso mds, que la propia investigacion”.
Glenn Theodore Seaborg

“Si supiese qué es lo que estoy haciendo, no lo llamaria investigacion, éiverdad?”.
Albert Einstein

“El investigador sufre las decepciones, los largos meses pasados en una direccion
equivocada, los fracasos. Pero los fracasos son también utiles porque, bien
analizados, pueden conducir al éxito. Y para el investigador no existe

alegria comparable a la de un descubrimiento, por pequefio que sea...”
Alexander Fleming
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Resumen e

La presente tesis doctoral, titulada “Desarrollo de nuevos nanodispositivos
terapéuticos aplicados al tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos
de senescencia”, estd centrada en el disefio, preparacién, caracterizacién y
evaluacién funcional (tanto in vitro como in vivo en diferentes modelos celulares y
murinos) de un conjunto de nanomateriales hibridos organico-inorgdnicos,
basado en nanoparticulas mesoporosas de silice que llevan por cargo moléculas
fluorescentes o terapéuticas y que estan funcionalizadas con galacto-sacaridos.
Estos galacto-sacaridos actian como puerta molecular, y son los responsables de
controlar la liberacion de las moléculas encapsuladas de manera selectiva en
células senescentes.

En el primer Capitulo, correspondiente a la Introduccién, se presenta el escenario
bioldgico sobre el cual se basa esta tesis, la senescencia. También se presentan los
diferentes conceptos relacionados con la nanomedicina, los materiales
mesoporosos, las puertas moleculares y la liberacién controlada de farmacos, asi
como la interaccidon de las nanoparticulas con las células y el organismo y su
posible aplicacion como terapia. A continuacién, en el segundo Capitulo, se
exponen los objetivos generales de la presente tesis doctoral asi como los
objetivos concretos que se abordaran en los diferentes Capitulos experimentales.

El tercer Capitulo recoge el proceso de sintesis y de caracterizacidén estructural y
funcional in vitro de las nanoparticulas para liberacién controlada en células
senescentes. En este apartado se presenta el disefio del nanodispositivo y se
describen los diferentes sélidos con los que se trabaja en el resto de Capitulos. La
diferencia entre ellos radica en la carga encapsulada, puesto que se preparan
nanoparticulas cargadas con diferentes fluoréforos (para fines de deteccion) y
nanoparticulas cargadas con diferentes farmacos (para fines terapéuticos). En
todos los casos el sistema esta funcionalizado con un galacto-hexa-sacarido que
actla como puerta molecular. Se describen ademas las diferentes técnicas de
caracterizacién estandar, como estudios de difraccion de rayos X, microscopia de
transmision electrénica, etc.

Una vez caracterizados los diferentes sélidos, y habiéndose validado el correcto
funcionamiento de la puerta molecular en presencia del estimulo de pB-



galactosidasa, se procede a estudiar el comportamiento del sistema en modelos
tanto celulares como murinos de diferentes enfermedades relacionadas con
procesos de senescencia. Asi pues, en el cuarto Capitulo se describe en primer
lugar cdmo el sistema cargado con el fluoréforo rodamina B es capaz de liberar
preferencialmente su cargo en células senescentes, tanto en cultivo celular como
en modelo in vivo de ratdn. A continuacion se presenta un modelo de céncer en el
gue el farmaco citotdxico encapsulado en las nanoparticulas — concretamente la
doxorrubicina — llega a las células tumorales diana en las que previamente se ha
inducido senescencia con palbociclib y contribuye a la regresién del tumor.
También se describe la validacion de estas nanoparticulas citotéxicas en un
modelo de fibrosis pulmonar, en el que se demuestra que el sistema llega y
elimina selectivamente las células senescentes que se acumulan como
consecuencia de la enfermedad, consiguiendo asi restaurar la funcién pulmonar.
En ambos modelos se demuestra ademds que la encapsulacién consigue reducir
los efectos secundarios de la doxorrubicina, entre los que cabe destacar la
cardiotoxicidad. Por tanto en este Capitulo no sdlo se presenta una estrategia
basada en nanoterapia que podria utilizarse como tratamiento para eliminar de
manera selectiva células senescentes, sino que también se describe un sistema
versatil que podria utilizarse para diagndstico por imagen clinica encapsulando
trazadores o agentes de contraste.

En base a los resultados obtenidos en los modelos de melanoma y de fibrosis
pulmonar, en el quinto Capitulo se describe la combinacidn de senogénesis
(induccién de senescencia con palbociclib) y senolisis dirigida mediante nano-
formulaciéon en un modelo ortotdépico de cancer de mama triple negativo. Las
nanoparticulas especificas para células senescentes estan cargadas en este caso
con el farmaco senolitico navitoclax, cuyo uso en clinica actualmente no esta
aprobado debido a los efectos secundarios que provoca en el organismo. En este
trabajo se ha visto que el fadrmaco palbociclib es capaz de inducir senescencia en
un modelo de cancer de mama triple negativo y negativo para el receptor de
andrégenos, un subgrupo para al que hasta ahora no se habia descrito
sensibilidad. La combinacion de la induccién de senescencia con el posterior
tratamiento con navitoclax encapsulado en el nanosistema ha demostrado
mejorar la eficacia antitumoral, asi como reducir las metdstasis asociadas a este
tipo de cancer y disminuir la toxicidad sistémica vinculada al fdrmaco senolitico. El
modelo de ratén con el que se ha trabajado es altamente agresivo y recapitula
todas las caracteristicas del cancer de mama triple negativo humano, con lo cual



los resultados obtenidos son de particular relevancia en términos de translacién a
clinica.

Considerando que el fin dltimo de este proyecto de tesis es el desarrollo de
estrategias para eliminar células senescentes, en base a la quimica combinatoria
en el sexto Capitulo se describe el cribado de una quimioteca de hexapéptidos
para el descubrimiento de nuevos compuestos senoliticos. Como resultado del
cribado se han identificado dos péptidos que han demostrado tener actividad
senolitica in vitro en la linea celular de melanoma humano SK-MEL-103. El trabajo
con los dos compuestos sigue en marcha y se sigue investigando su efecto en
otros modelos celulares asi como su diana de accién, puesto que el desarrollo de
estos dos hexapéptidos prometedores podria llegar a permitir en un futuro la
eliminacion de células senescentes, tanto en procesos de enfermedad ligada a
envejecimiento como en pacientes sometidos a tratamientos de quimioterapia
gue inducen senescencia.

Por ultimo, en el séptimo Capitulo se resumen las conclusiones principales
extraidas de los estudios con el conjunto de nanoparticulas en los diferentes
modelos tanto celulares como murinos, asi como las conclusiones generales
extraidas del desarrollo de esta tesis doctoral. En la actualidad y debido al
envejecimiento poblacional, existe un gran interés econémico por el desarrollo de
nuevos farmacos que mejoren la calidad de vida en pacientes de edad avanzada o
con patologias relacionadas con la edad, como es el cédncer. La conclusion
principal de la tesis plantea que el desarrollo de nanomateriales mesoporosos de
silice para la liberaciéon controlada de farmacos se presenta como una nueva
estrategia con gran potencial en el campo de las enfermedades relacionadas con
procesos de senescencia, y se espera que los resultados obtenidos sirvan de base
para el disefio de nuevos nanomateriales inteligentes dirigidos tanto a la
deteccién como al tratamiento de dichas enfermedades.






Resum e

La present tesi doctoral, titulada “Desenvolupament de nous nanodispositius
terapeutics aplicats al tractament de malalties relacionades amb processos de
senescencia”, es centra en el disseny, preparacid, caracteritzacié i avaluacid
funcional (tant in vitro com a in vivo en diferents models cel-lulars i murins) d’un
conjunt de nanomaterials hibrids organic-inorganics, basat en nanoparticules
mesoporoses de silice que porten per carrega molecules fluorescents o
terapeutiques i que estan funcionalitzades amb galacto-sacarids. Estos galacto-
sacarids actuen com portes moleculars, i sén els responsables de controlar la
alliberacié de les molécules encapsulades de manera selectiva en cel-lules
senescents.

En el primer Capitol, corresponent a la Introduccio, es presenta I'escenari biologic
sobre el qual es basa aquesta tesi, la senescencia. També es presenten els
diferents conceptes relacionats amb la nanomedicina, els materials mesoporosos,
les portes moleculars i la alliberacié controlada de farmacs, aixi com la interaccié
de les nanoparticules amb les cel-lules i I'organisme i la seua possible aplicacid
com a terapia.

A continuacio, en el segon Capitol, s’exposen els objectius generals de la present
tesi doctoral aixi com els objectius concrets que s’abordaran en els diferents
Capitols experimentals.

El tercer Capitol recull el procés de sintesis i de caracteritzacié estructural i
funcional in vitro de les nanoparticules per alliberacié controlada en cél-lules
senescents. En este apartat es presenta el disseny del nanodispositiu i es
descriuen els diferents solids amb els que es treballa en la resta de Capitols. La
diferéncia entre ells radica en la carrega encapsulada, ja que es preparen
nanoparticules carregades amb diferents fluorofors (per a fins de deteccid) i
nanoparticules carregades amb diferents farmacs (per a fins terapeutics). En tots
els casos el sistema esta funcionalitzat amb un galacto-hexa-sacarid que actua
com a porta molecular. Es descriuen a més les diferents tecniques de
caracteritzacié estandard, com estudis de difraccié de raigs X, microscopia de
transmissio electronica, etc.



Una vegada caracteritzats els diferents solids, i havent-se validat el correcte
funcionament de la porta molecular en presencia de I'estimul de B-galactosidasa,
es procedeix a estudiar el comportament del sistema en models tant cel-lulars
com murins de diferents malalties relacionades amb processos de senescencia.
Aixi dons, en el quart Capitol es descriu en primer lloc com el sistema carregat
amb el fluorofor rodamina B es capac d’alliberar de manera preferencial la seua
carrega en cel-lules senescents, tant en cultiu cel-lular com en model in vivo de
ratoli. A continuacié es presenta un model de cancer en el que el farmac citotoxic
encapsulat en les nanoparticules — concretament la doxorrubicina — arriba a les
cél-lules tumorals diana en les que previament s’ha induit senescencia amb
palbociclib i contribueix a la regressié del tumor. També es descriu la validacié
d’estes nanoparticules citotoxiques en un model de fibrosis pulmonar, en el que
es demostra que el sistema arriba i elimina selectivament les cél-lules senescents
gue s’acumulen com a conseqiiencia de la malaltia, aconseguint aixi restaurar la
funcié pulmonar. En ambos models es demostra a més que la encapsulacié
aconsegueix reduir els efectes secundaris de la doxorrubicina, entre els que cap
destacar la cardiotoxicitat. Per tant en aquest Capitol no sols es presenta una
estrategia basada en nanoterapia que podria utilitzar-se com a tractament per a

eliminar de manera selectiva cél-lules senescents, sino que també es descriu un
sistema versatil que podria utilitzar-se per a diagnostic per imatge clinica

encapsulant tragadors o agents de contrast.

En base als resultats obtinguts en els models de melanoma i de fibrosis pulmonar,
en el quint Capitol es descriu la combinacié de senogénesis (induccié de
senescéncia amb palbociclib) i senolisis dirigida mitjangant nano-formulacié en un
model ortotopic de cancer de mama triple negatiu. Les nanoparticules
especifiques per a cél-lules senescents estan carregades en este cas amb el farmac
senolitic navitoclax, I’ts del qual en clinica actualment no esta aprovat degut als
efectes secundaris que provoca en I'organisme. En aquest treball s’ha vist que el
farmac palbociclib es capac¢ d’induir senescéncia en un model de cancer de mama
triple negatiu i negatiu per al receptor d’androgens, un subgrup per al qual fins
ara no s’havia descrit sensibilitat. La combinacié de la induccié de senescéncia
amb el posterior tractament amb navitoclax encapsulat en el nanosistema ha
demostrat millorar la eficacia antitumoral, aixi com reduir les metastasis
associades a aquest tipus de cancer i disminuir la toxicitat sistémica vinculada al
farmac senolitic. El model de ratoli amb el que s’ha treballat és altament agressiu i
recapitula totes les caracteristiques del cancer de mama triple negatiu huma, per
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tant els resultats obtinguts sén de particular rellevancia en termes de translacié a
clinica.

Considerant que el fi ultim d’este projecte de tesi es el desenvolupament
d’estrategies per a eliminar cél-lules senescents, en base a la quimica
combinatoria en el sext Capitol es descriu el garbellat d’'una quimioteca
d’hexapeptids per al descobriment de nous compostos senolitics. Com a resultat
del garbellat s’han identificat dos péptids que han demostrat tindre activitat
senolitica in vitro en la linia cel-lular de melanoma huma SK-MEL-103. El treball
amb els dos compostos segueix en marxa i es continua investigant el seu efecte en
altres models cel-lulars aixi com la seua diana d’accié6, ja que el desenvolupament
d’estos dos hexapeptids prometedors podria arribar a permetre en un futur la
eliminacid de cél-lules senescents, tant en processos de malaltia lligada a
envelliment com en pacients sotmesos a tractaments de quimioterapia que
indueixen senescencia.

Per ultim, en el Capitol set es resumeixen les conclusions principals que s’extrauen
dels estudis amb el conjunt de nanoparticules en els diferents models tant
cel-lulars com murins, aixi com les conclusions generals extretes del
desenvolupament d’aquesta tesi doctoral. En I'actualitat i degut al envelliment
poblacional, existeix un gran interes economic per el desenvolupament de nous
farmacs que milloren la qualitat de vida en pacients d’edat avan¢ada o amb
patologies relacionades amb I'edat, com és el cancer. La conclusié principal de la
tesi planteja que el desenvolupament de materials mesoporosos de silice per a la
alliberacié controlada de farmacs es presenta com una nova estratéegia amb gran
potencial en el camp de les malalties relacionades amb processos de senescencia,
i s’espera que els resultats obtinguts servisquen de base per al disseny de nous
nanomaterials intel-ligents dirigits tant a la deteccié com al tractament de dites
malalties.
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Abstract e

This PhD thesis, entitled “Design and developing of new therapeutic nanodevices
for the treatment of diseases related to senescence processes”, is focused on the
design, preparation, characterization and functional evaluation (both in vitro and
in vivo, in different cellular and murine models) of a set of hybrid organic-
inorganic nanomaterials, based on mesoporous silica nanoparticles loaded with
fluorescent or therapeutic molecules and functionalized with galacto-saccharides.
These galacto-saccharides act as molecular gates, and control the encapsulated
cargo release selectively in senescent cells.

The first Chapter, corresponding to a general Introduction, includes an overview
of the biologic scenario in which this thesis is based on: senescence. Also the
different concepts related to nanomedicine, mesoporous materials, molecular
gates and drug controlled released are presented, as well as the biologic
nanoparticles interaction with cells and organism and their possible therapeutic
application.

Next, in the second Chapter, the general objectives of this PhD thesis and the
specific objectives that will be addressed in the following experimental Chapters
are presented.

The third Chapter recapitulates the synthesis process and the nanoparticles
structural and in vitro functional characterization for controlled released in
senescent cells. In this section the design of the nanodevice is presented, and the
different solids that will be studied in the following Chapters are described. These
solids differentiate from each other in the encapsulated cargo, as some
nanoparticles are loaded with different fluorophores (for detection) and others
are loaded with different therapeutic drugs. In all cases the system is
functionalized with galacto-hexa-saccharides acting as molecular gates. As well in
this Chapter several standard characterization techniques are described, such as X
ray diffraction, electronic transmission microscopy, etc.

After the full characterization of the nanoparticles set, and once the correct
behaviour of the molecular gate has been already validated in presence of the
external stimuli of B-galactosidase, the next step consists of the study of the
nanosystem in both cellular and murine models of different senescence-related



diseases. Therefore, the fourth Chapter describes how nanoparticles loaded with
the fluorophore rhodamine B are able to preferentially release their cargo in
senescent cells, in cell cultures and also in in vivo mouse model. Then a cancer
model is presented, in which the cytotoxic drug encapsulated in the nanoparticles
— specifically, doxorubicin — gets the targeted tumoral cells in which previously
senescence has been induced by palbociclib, and contributes to tumour
regression. This cytotoxic nanoparticles validation is also described in a pulmonary
fibrosis model, where nanoparticles get and selectively eliminate senescent cells
that are accumulated as consequence of the disease, achieving a pulmonary
function recovery. Moreover, in both models it is also demonstrated that the
encapsulation can reduce doxorubicin secondary effects such as cardiotoxicity. In
this Chapter not only a nanotherapy-based strategy that could be used as
treatment to selectively eliminate senescent cells is presented, but also a versatile
system that could be used for clinic image diagnosis by contrast agents’
encapsulation is described.

Based on the obtained results in melanoma and pulmonary fibrosis models, the
fifth Chapter presents the combination of senogenesis (senescence induction by
palbociclib) and targeted nano-formulated senolysis in an orthotopic triple
negative breast cancer model. Senescence-specific nanoparticles are loaded in
this case with the senolytic drug navitoclax, which clinical used is not approved
because of the systemic toxicity that causes in the organism. In this work it has
been demonstrated that palbociclib is able to induce senescence in a triple
negative breast cancer model also negative for the androgen receptor, a new
subgroup that had not been previously described as sensitive to this drug. The
combination of senescence induction and subsequent encapsulated navitoclax
treatment shows an improved antitumoral efficacy, as well as a metastasis
reduction and a diminished systemic toxicity related to the senolytic drug. The
mouse model that has been used is highly aggressive and faithfully recapitulates
all the human triple negative breast cancer characteristics, so the obtained results
are of particular relevance in terms of clinical translation.

Considering that the main aim of this thesis project is the development of new
strategies for senescent cells elimination, and basing on combinatory chemistry,
the sixth Chapter focuses on the screening of a hexapeptides library for new
senolytic compounds discovery. The screening has led to the identification of two
peptides with in vitro senolytic activity in the human melanoma cell line SK-MEL-
103. Studies with both compounds are still on-going, in order to investigate their



effect in other cellular models and their molecular target. This two promising
hexapeptides may allow the future elimination of senescent cells in age-related
diseases, or in patients that have been treated with senescence-inducing
chemotherapy.

Finally, the principal conclusions from the studies with this set of nanoparticles in
the different cellular and murine models, as well as the general conclusions from
this PhD thesis, are presented in Chapter seven. Today, and because of population
aging, there is a big economical interest in developing new drugs for aged patients
or patients with age-related diseases, such as cancer. The main conclusion
proposes that the development of mesoporous silica nanoparticles for controlled
drug release applications can be a new high potential strategy in the field of
senescence-related diseases, and it is expected that the obtained results could be
the basis for the design of new smart nanomaterials targeting both detection and
treatment of this diseases.
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Acido desoxirribonucleico

Andlisis elemental
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3-ainopropiltrietoxisilano

Receptor de andrégenos

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
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Dasatinib
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delivery device)

Dynamic light scattering
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Difraccion de rayos X
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GOS
GRAS
GSH
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ICP-MS
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MCM
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NaOH
Nav
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NP
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PFA
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Galactan (galacto-hexa-sacarido)

Galacto-oligo-sacarido

Generalmente reconocida como segura

Glutation

Receptor del factor de crecimiento de tipo epidérmico humano 2
Verde de indocianina

Espectroscopia de masas acoplada inductivamente a plasma
Interleukina

Via intraperitoneal

Fibrosis pulmonar idiopatica

Via intravenosa

Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada

Mobile crystalline material

Senescencia asociada a disfuncion mitocondrial

Permeabilizacidn de la membrana externa mitocondrial
Materiales mesoporosos de silice / Nanoparticulas mesoporosas
de silice

Hidréxido de sodio

Navitoclax

Infrarrojo cercano

Nandmetro

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

Nanoparticula

Senescencia inducida por oncogén

Palbociclib

Polietilenglicol

Paraformaldheido

Supervivencia libre de progresion

Receptor de progesterona



Q Quercetina

Rb Proteina de retinoblastoma

Rho Rodamina B

ROS Especies reactivas de oxigeno

SA-BGal B-galactosidasa asociada a senescencia

SAHF Focis nucleares de heterocromatina asociados a senescencia
SASP Fenotipo hipersecretor asociado a senescencia
SD Desviacion estandar

SEM Error estandar de la media

SER Sistema reticulo-endotelial

SFM Sistema fagocitico mononuclear

TC Tomografia computarizada

TEM Microscopia de transmision electrénica

TEOS Tetraetilortosilicato

TGA Analisis termogravimétrico

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta

TIS Senescencia inducida terapéuticamente

TNBC Céncer de mama triple negativo

UV-vis Ultravioleta-visible

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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1| Senescencia celular

La senescencia celular se define como un estado estable de arresto del ciclo
celular en respuesta a diferentes estimulos, en el que las células detienen su
proliferacién y adquieren un fenotipo alterado." El concepto fue descrito
formalmente en 1961 por Hayflick y Moorhead en fibroblastos diploides humanos
cultivados in vitro, quienes demostraron que las células normales tienen una
capacidad limitada de divisibn como consecuencia del acortamiento de los
teldmeros tras sucesivas replicaciones.” Este fenémeno hoy en dia se conoce
como senescencia replicativa, si bien hay otros muchos estimulos de estrés que
pueden disparar la respuesta de senescencia celular.?

El nimero de estimulos que inducen senescencia, asi como los mecanismos
implicados, pueden variar en funcion del tipo celular y de las condiciones de
induccion. Los diferentes estimulos desencadenan una serie de respuestas que se
agrupan en la activacion de distintas rutas moleculares, que en la mayoria de los
casos convergen en la activacion del supresor tumoral p53 y provocan la
sobreexpresion de los inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (CDK) p16,
pl5, p21 y p27. La inhibicidon de estos complejos CDK-ciclina resulta en el arresto
de la proliferacién celular, como consecuencia de la hipo-fosforilacion de la
proteina de retinoblastoma (Rb) que se une e inhibe al factor de transcripcion
E2F, evitando la progresion del ciclo (Figura 1).?

La senescencia celular se ha relacionado con condiciones fisioldgicas normales pero
también patoldgicas: por un lado promueve la remodelacidn tisular durante el
desarrollo o tras dafio en el tejido, pero por otro también contribuye al declive del
potencial regenerativo y funcional de los tejidos, a la inflamacién y a la
tumorigénesis en organismos envejecidos (Figura 2). Esta dualidad se conoce
como pleiotropia antagonista, de manera que en condiciones fisioldgicas o en
ciertas patologias la senescencia puede actuar como mecanismo de defensa para
detener la progresion de la enfermedad, mientas que en otras puede contribuir a
su desarrollo.’

1
HERNANDEZ-SEGURA A., NEHME J., DEMARIA M. Hallmarks of cellular senescence. Trends Cell Biol. 2018, 28(6):
436 —53.

2
HAYFLICK L., MOORHEAD P.S. The serial cultivation of human diploid cell strains. Exp Cell Res. 1961, 1: 585 —
621.

3 MURNOZ-ESPIN D., SERRANO M. Cellular senescence: from physiology to pathology. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014,
15(7): 482 - 96.
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Figura 1. Induccion de senescencia y rutas moleculares implicadas en el arresto del ciclo celular.
Son varios los estimulos que pueden disparar distintas rutas de sefalizacion que convergen en la
sobreexpresion de inhibidores del ciclo celular, como p21 y p16ink4a. Estos inhibidores impiden
que los complejos CDK-ciclina fosforilen a la proteina del retinoblastoma, de manera que el factor
de transcripcion E2F no se libera y la célula no entra en ciclo. Adaptado a partir de Nat Rev Chem.
2019, 3: 426 - 441. © 2019 Springer Nature Limited.
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Figura 2. El “lado oscuro” de la senescencia. Adaptado a partir de Pharmacol Ther. 2019, 193: 31 -
49. Creative Commons license, Open Acces.
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1.1. Modelos de senescencia utilizados en investigacion

Se pueden distinguir, de acuerdo a su origen, distintos “tipos de senescencia”: *

Senescencia replicativa: hace referencia a la bajada del potencial de
proliferacién que ocurre en la célula después de multiples divisiones, y que
finalmente da lugar al arresto irreversible del ciclo celular.

Senescencia inducida por dafio al ADN: un dafio irreparable en el ADN puede
conducir tanto a un estado de senescencia como a apoptosis, en funcién de la
magnitud del dafo. In vitro se utilizan distintos agentes para inducir dafio en el
ADN, como radiacion (ionizante o ultravioleta) o farmacos.

Senescencia _inducida por oncogén (OIS): se produce por activacion de
oncogenes como Ras o BRAF, o por la inactivacién de supresores tumorales
como PTEN.

Senescencia inducida por estrés oxidativo: tanto productos oxidativos
derivados del metabolismo celular como agentes oxidantes (como el agua
oxigenada) pueden inducir senescencia. Este estrés oxidativo no sélo produce
dafio en el ADN, sino que también puede afectar a otros componentes o
procesos celulares.

Senescencia inducida terapéuticamente (TIS): son muchos los farmacos
anticancerigenos que pueden inducir senescencia. Entre ellos los hay que
producen un dafio en el ADN (como la bleomicina o la doxorrubicina), mientras
gue otros actlan a través de diferentes mecanismos como la inhibiciéon de
CDKs (por ejemplo, abemaciclib o palbociclib).

Senescencia asociada a disfuncién mitocondrial (MiDAS): el fenotipo secretor
asociado a senescencia (SASP) es bastante caracteristico de este tipo de
senescencia, que se ha descrito recientemente y surge como consecuencia de
inducir la pérdida de mitocondrias.

Senescencia__inducida _epigenéticamente: concretamente, por agentes
inhibidores de ADN metilasas (como la 5-aza-2’-deoxicitidina) o por histona
deacetilasas (como butirato de sodio).

Senescencia paracrina: senescencia inducida por el SASP producido por otra
célula senescente vecina.

Capitulol e | 5 |



1.2. El fenotipo senescente

La senescencia celular en cultivo in vitro suele ir acompafiada de una serie de
cambios morfoldgicos. Sin embargo, in vivo las células conservan una morfologia
normal en el marco de la arquitectura del tejido en el que se encuentren.

A pesar de la variedad en las causas que pueden inducir senescencia, existen una
serie de caracteristicas fenotipicas y biomarcadores moleculares que — usados en
combinacidn — se han aceptado como comunes para definir el estado senescente
tanto en células en cultivo como en tejidos (Figura 3). El conocimiento de todas
estas caracteristicas fenotipicas de las células senescentes es imprescindible para
su deteccidn y para el desarrollo de nuevas terapias. Entre estas caracteristicas se
encuentran el aumento del tamano celular, el arresto de la divisién celular y una
actividad secretora especializada conocida como fenotipo secretor asociado a
senescencia (SASP). Este fenotipo senescente normalmente viene acompafiado de
un aumento de la secrecion de factores pro-inflamatorios y remodeladores de
tejido (TGF-B, NF-kB, IL-1a, IL-6, IL-8, quimiocinas, metaloproteinasas...), la
induccion de genes anti-apoptdticos, un metabolismo activo pero alterado y
estrés de reticulo endoplasmatico.?

Otras caracteristicas del fenotipo senescente incluyen: la expresidon nuclear de
inhibidores del ciclo celular y supresores tumorales (p15, p16, p21, p27, p53, Rb
hipo-fosforilada), la ausencia de marcadores proliferativos (como Ki67), la
expresiéon de marcadores de dafio al ADN y la presencia de focis nucleares de
heterocromatina asociados a senescencia (SAHF).* Recientemente, también la
acumulacién de lipofuscina se ha establecido como un hallmark de las células
senescentes.”®’

4
a) MYRIANTHOPOULOS V., EVANGELOU K., VASILEIOU P.V.S et al. Senescence and senotherapeutics: a new field
in cancer therapy. Pharmacol Ther. 2019, 193: 31 — 49. b) LOZANO-TORRES B., ESTEPA-FERNANDEZ A., ROVIRA
M., ORZAEZ M., et al. The chemistry of senescence. Nature Reviews Cehmistry. 2019, 3: 426 — 441.

> CHILDS B.G., GLUSCEVIC M., BAKER D.J., LABERGE R.M., MARQUESS D., DANANBERG J., et al. Senescent cells:
An emerging target for diseases of ageing. Nat Rev Drug Discov. 2017, 16(10): 718 — 35.

6 RODIER F., CAMPISI J. Four faces of cellular senescence. ) Cell Biol. 2011, 192(4): 547 — 56.

’ HE S., SHARPLESS N.E. Senescence in health and disease. Cell. 2017, 169(6): 1000 — 1011.
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Figura 3. Detalle de las principales caracteristicas de las células senescentes especificadas segun el
compartimento celular. Adaptado a partir de Pharmacol Ther. 2019, 193: 31 — 49. Creative
Commons license, Open Acces.

Como consecuencia de los cambios en estas rutas de sefalizacién las células
senescentes muestran una serie de cambios estructurales, entre los que se
incluyen una morfologia plana, vacuolizada y de mayor tamafio, una composicion
alterada de la membrana plasmatica, la acumulacién de lisosomas y mitocondrias
y cambios estructurales a nivel nuclear (en ocasiones se trata de células
multinucleadas) (Figura 3).%*

Finalmente, uno de los marcadores de senescencia de mayor relevancia y mas
ampliamente utilizado es la actividad aumentada de la enzima B-galactosidasa
lisosomal, conocida como actividad B-galactosidasa asociada a senescencia, (SA-
BGal). Dicho incremento de actividad es consecuencia del elevado contenido
lisosomal presente en células senescentes y va a ser clave en el desarrollo del
presente proyecto de tesis.’> De hecho, el ensayo mas utilizado para la
determinacién de senescencia es la deteccion histoquimica de actividad SA-BGal a
pH 6, cuyas bases se detallan a continuacion.
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++ Tincion de actividad B-galactosidasa

Las células senescentes se caracterizan por un arresto del ciclo celular irreversible
en G1 y son resistentes a la proliferacién mediada por mitégenos, por lo que no
sintetizan ADN. Sin embargo, esta caracteristica no puede emplearse para su
deteccion, pues también esta presente en otras células del organismo (como las
células quiescentes o las diferenciadas de manera terminal). El rasgo fenotipico
qgue distingue a las células senescentes de estas otras células que tampoco se
dividen, y que ha sido extensamente empleado para su deteccién desde que fue
descrito en 1995, es la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia.®® Esta
actividad se debe a un incremento en la masa lisosomal de las células
senescentes, que posibilita la actividad de dicho enzima a un pH sub-6ptimo de 6
en lugar de pH 4-4.5, al que suele funcionar normalmente de manera éptima.™

El ensayo de tincidn de actividad SA-BGal se basa en la hidrdlisis del sustrato
permeable X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) por parte del
enzima [-galactosidasa en condiciones de pH 6, liberandose un compuesto
azulado que precipita y es detectable a simple vista. El sustrato X-Gal estd
compuesto por una molécula de galactosa, reconocida por la enzima PB-
galactosidasa, unida a 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo compuesto, al
ser liberado por hidrdlisis, se oxida y dimeriza de manera espontanea formando
5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo (tal y como se observa en la Figura 4), un sélido
insoluble de color azul que tifie las células senescentes.

La clave del ensayo reside en el pH 6, que permite que a pesar de que todas las
células presenten actividad B-galactosidasa, solo las senescentes muestren
actividad a este pH sub-dptimo debido al alto contenido de la enzima que
presentan.

8 DIMRI G. P., LEE X., BASILE G., ACOSTA M., SCOTT G., ROSKELLEY C. et al. A biomarker that identifies senescent
human cells in culture and in aging skin in vivo. Proc Natl Acad Sci. U.S.A. 1995, 92: 9363-9367.

9 ITAHANA K., ITAHANA Y. & DIMRI G. P. Colorimetric detection of senescence-associated (beta) galactosidase.
Methods Mol Biol. 2013, 965: 143-156.

10 a) KURZ D. J., DECARY S., HONG Y. & ERUSALIMSKY J. D. Senescence-associated (beta)-galactosidase reflects an
increase in lysosomal mass during replicative ageing of human endothelial cells. ) Cell Sci. 2000, 113: 3613—
3622. b) LEE B.Y., HAN J.A., IM J.S., MORRONE A., JOHUNG K., et al. Senescence-associated B-galactosidase is
lysosomal B8-galactosidase. Aging Cell. 2006, 5: 187 — 195.
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Figura 4. Reaccidon de hidrélisis de X-Gal por la enzima B-galactosidasa y liberacion de un
compuesto azulado.

2| Senescencia en fisiologia y en patologia

El objetivo general de la senescencia es la eliminacion de células no deseadas en
el organismo. En condiciones fisioldgicas, juega un papel clave en la respuesta
ante dafio o estrés y en la reparaciéon y remodelacién tisular (procesos de
cicatrizacion o wound healing). Su papel fisioldgico en el desarrollo del embridn
estd bien establecido, participando en la formacién de varias estructuras
anatdmicas transitorias durante el proceso de organogénesis y regulando la
proporcién de diferentes tipos celulares (siendo un mecanismo complementario a
la apoptosis). Asi, por ejemplo, se detectan células senescentes en el mesonefros
o en el saco endolinfatico del oido interno.>" La senescencia también ocurre en
tejidos adultos sanos, siendo mecanismo de maduracién de megacariocitos y
sincitiotrofoblastos de la placenta y actuando como sistema de proteccion del
organismo.

En este sentido, ante la existencia de dafio celular las células pueden iniciar un
programa de senescencia que activa una secuencia de procesos que involucran al
sistema inmune y que finalizan en la eliminacién de células senescentes y la
regeneracion tisular. Sin embargo, este proceso fisioldgico puede verse alterado,
particularmente en tejidos envejecidos en los que el sistema inmune deja de
funcionar correctamente. En esta situacidn las células senescentes no se eliminan
de forma eficiente y su acumulacién, lejos de favorecer la regeneraciéon, puede
agravar la disfuncién tisular y contribuir al desarrollo de numerosas

1 STORER M., MAS A., ROBERT-MORENO A., PECORARO M., ORTELLS M.C., DI GIACOMO V., et al. Senescence is
a developmental mechanism that contributes to embryonic growth and patterning. Cell. 2013, 155(5): 1119 —
1130.
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enfermedades.>***** De hecho, aunque el SASP en condiciones normales

contribuye a la eliminacién de células pre-malignas, refuerza el estado de
senescencia y colabora en la remodelacidn y reparacion de los tejidos, en
condiciones patoldgicas puede contribuir por ejemplo a la progresién tumoral al
estimular la aparicion de fenotipos asociados a células tumorales agresivas,
proporcionando asi un nicho ideal para la proliferacién de células cancerigenas o
contribuyendo a la transicion epitelio-mesenquimal.**?

La acumulacién de células senescentes contribuye también a establecer una
inflamacién crénica no resuelta que aparece debido a la continua secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias como parte del SASP, siendo esta condicién (acufiada
en inglés como inflamm-aging) una caracteristica generalizada de la mayoria de
enfermedades relacionadas con el envejecimiento.*

Por lo tanto, pese a que el propdsito bioldgico general de la senescencia es la
eliminacion de células no deseadas, lo cual es particularmente relevante en
cancer y envejecimiento (Figura 5, panel superior),® ante dafios persistentes o en
tejidos envejecidos este proceso beneficioso se puede corromper; de forma que la
eliminacion de células senescentes deja de ser eficiente y da pie a su acumulacioén,
normalmente asociada con inflamacidn crénica y fibrosis (Figura 5, panel inferior).

12 MCHUGH D., GIL J. Senescence and aging : Causes , consequences , and therapeutic avenues. ) Cell Biol. 2018,
217(1): 1-13.

3 SCHOSSERER M., GRILLARI J., BREITENBACH M. The dual role of cellular senescence in developing tumors and
their response to cancer therapy. Front Oncol. 2017, 7(278).

14
FRANCESHI C., et al. Infllmm-aging: an evolutionary perspective on immunosenescence. Ann NY Acad Sci.
2000, 908: 244 — 254.
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Figura 5. Modelo propuesto del papel que juega la senescencia en condiciones fisioldgicas y
patolégicas. Adaptado a partir de Nat Rev Mol Cell Biol. 2014, 15(7): 482 — 96. Copyright © 2014,
Springer Nature.

3| Terapias anti- y terapias pro- senescencia

La poblacién mundial estd envejeciendo rapidamente, aumentando con ello la
vulnerabilidad ante la aparicion de patologias crénicas. Vivir hasta edades
avanzadas ha pasado a suponer un reto importante en cuanto al desarrollo de
estrategias farmacoldgicas que puedan hacer frente a su tratamiento. De hecho,
el envejecimiento es el factor de riesgo en cabeza en las patologias mas
prevalentes, incluyendo enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades
neurodegenerativas.15 Sin embargo el envejecimiento es heterogéneo, y se
requiere investigacion para elucidar las rutas moleculares y celulares comunes
gue lo dirigen. Entre ellas, uno de los factores emergentes es la acumulacién de
células senescentes en los tejidos.

1> | GPEZ-OTIN C., BLASCO M.A., PARTRIDGE L., SERRANO M., KROEMER G. The hallmarks of aging. Cell. 2013,
153(6): 1194 — 1217.
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Como se ha dicho, existe una amplia evidencia experimental que demuestra que
las células senescentes pueden jugar un doble rol. Si bien la senescencia durante
el desarrollo o la senescencia aguda que se da en el organismo adulto asegura el
correcto desarrollo y homeostasis de érganos y tejidos, es la senescencia crdénica
la que se relaciona con la edad y la que supone el desarrollo y la progresion de
enfermedades relacionadas con el proceso de envejecimiento.

En 1997, gracias a los estudios de Serrano et al, se descubrié que la senescencia
celular se podia inducir “prematuramente” mediante la expresién del oncogen
Ras, lo que sugeria que podia estar ligada con el cancer.’® Afios mas tarde, en
2005, se identificaron células senescentes en lesiones pre-malignas pero no en
lesiones mas avanzadas, corroborando esto que la senescencia inducida por
oncogén podia ser un mecanismo de supresiéon tumoral.” Fue sin embargo el
estudio publicado en 2011 por el grupo de van Deursen el que tuvo gran impacto
sobre el campo de la senescencia, puesto que demostraba que la eliminacién de
células senescentes podia favorecer la desaparicion de enfermedades
relacionadas con la edad. De hecho, el grupo disefié un modelo de ratén (INK-
ATTAC) para validar el papel causal de la senescencia en innumerables
enfermedades. Con su trabajo no sélo quedé expuesto el inesperado potencial de
la eliminacién selectiva de dichas células, beneficioso para el tratamiento de
enfermedades tan diversas como cdncer, aterosclerosis, osteoartritis o glaucoma;
sino que también quedaba patente que la eliminacién de células senescentes
podia mejorar la esperanza de vida."®

Concretamente en el cancer, una de las enfermedades mas graves relacionadas
con la edad y que va a tener un papel protagonista en el desarrollo de este
proyecto de tesis, la senescencia actia de manera dual: en estadios tempranos la
induccion de células senescentes tiene un papel de supresién tumoral, al frenar la
proliferacién de las células cancerosas y favorecer su eliminacidn por el sistema
inmune; pero en estadios mdas avanzados la senescencia puede favorecer la
progresion del tumor a través del fenotipo hipersecretor SASP. Ademds, aunque
la senescencia se ha considerado siempre como un arresto irreversible y
permanente del ciclo celular, nuevos estudios (todavia controvertidos) sugieren
qgue, bajo ciertas condiciones, las células senescentes pueden escapar de esta
condicién y volver a entrar en ciclo, adquiriendo de esta forma caracter
agresivo.“’lg'zo'21

16
SERRANO M., et al. Oncogenic Ras provokes premature cell senescence associated with accumulation of p53
and p16INK4a. Cell. 1997, 88: 593 — 602.

v NARITA M., LOWE S.W. Senescence comes of age. Nat Med. 2005, 11: 920 — 922.

18 BAKER D.J. et al. Clearance of pl6ink4a-positive senescent cells delays ageing-associatd disorders. Nature.
2011, 479: 232 - 236.

9 GALANOS, P., PAPPAS, G., POLYZOS, A., KOTSINAS, A., SVOLAKI, I., GIAKOUMAKIS, N. N., et al. Mutational
signatures reveal the role ofRAD52 in p53-independent p21-driven geno- mic instability. Genome Biology. 2018,
19(37).
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Asi pues, la senescencia celular emerge como un arma de doble filo, en la que
terapias pro-senescentes ayudan a combatir enfermedades, pero deben ir
combinadas con posteriores tratamientos anti-senescencia. Como en el caso del
cancer, en ocasiones la senescencia puede frenar el desarrollo de la patologia y se
presenta como un desenlace deseable en el tratamiento de la enfermedad; pero
la acumulacién de células senescentes puede suponer también el origen de
muchas patologias. En este contexto se propone el uso de terapias
complementarias, que bien eliminen o al menos inhiban el fenotipo secretor de
las células senescentes (Figura 6).

(1) Cancer (2) Desarrollo de senescencia (3) Reduccion del tumor

Farmaco _> : %

anti-senescencia

Induccion de ===
senescencia

La induccién de sensecencia * Generacion de senescencia Eliminacién de células
en cancer disminuye el dafio al » Terapia combinada: senescentes, y por tanto
limitar la proliferacion celular tratamiento anti-senescencia reduccién del tamafio tumoral

Figura 6. Terapia combinada para el tratamiento del tumor: induccion de senescencia en células
tumorales (terapia pro-senescencia) seguida de tratamiento para eliminar las células tumorales
senescentes inducidas (terapia anti-senescencia).

Durante los ultimos afios se han desarrollado varios fadrmacos capaces de inducir o
reforzar el estado de senescencia, entre los que se incluyen inhibidores de la
actividad telomerasa, reactivadores de genes supresores tumorales o
moduladores de CDKs.”*?*> De hecho, los inhibidores de CDK4/6 abemaciclib,*
palbociclib * y ribociclib ** se han aprobado recientemente por la Food and Drug

2% GALANOS, P., VOUGAS, K., WALTER, D., POLYZOS, A, MAYA-MENDOZA, A., HAAGENSEN, E. J., et al. Chronic
p53-independent p21 expression causes genomic instability by deregulating replication licensing. Nature Cell
Biology. 2016, 18: 777 — 789.

21 KOMSELI, E. S., PATERAS, I. S., KREJSGAARD, T., STAWISKI, K., RIZOU, S. V., POLYZOS, A., et al. A prototypical
non-malignant epithelial model to study genome dynamics and con- currently monitor micro-RNAs and proteins
in situ during oncogene-induced senescence. BMC Genomics. 2018, 19(37).

2 ACOSTA J.C., GILJ. Senescence: A new weapon for cancer therapy. Trends Cell Biol. 2012, 22(4): 211 - 219.

23 SIEBEN C.J., STURMLECHNER 1., VAN DE SLUIS B., VAN DEURSEN J.M. Two-step senescence-focused cancer
therapies. Trends Cell Biol. 2018, 28(9): 723 — 737.

24 GOLDMAN J.W., SHI P., RECK M., PAZ-ARES L., KOUSTENIS A., HURT K.C. Treatment rationale and study design
for the JUNIPER study: A randomized Phase Il study of Abemaciclib with best supportive care versus Erlotinib
with best supportive care in patients with stage IV non-small-cell lung cancer with a detectable KRAS mutati.
Clin Lung Cancer. 2016, 17(1): 80 — 84.

» FINN R.S., DERING J., CONKLIN D., KALOUS O., COHEN D.J., DESAI A.J., et al. PD 0332991, a selective cyclin D

kinase 4/6 inhibitor, preferentially inhibits proliferation of luminal estrogen receptor-positive human breast
cancer cell lines in vitro. Breast Cancer Res. 2009, 11(5): 1 —13.
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Administration (FDA) para el tratamiento de cancer de mama metastasico y
receptor de estrégeno (ER) positivo en combinacidon con terapia endocrina,
mostrando los mejores resultados obtenidos hasta la fecha de supervivencia libre
de progresion (PFS; por sus siglas en inglés progression-free survival).””*®

Por otro lado, tanto la deteccién como la eliminacién de células senescentes se
han convertido en un objetivo esencial en el campo de la investigacidon biomédica,
siendo el principal fin el desarrollo de terapias anti-senescencia. Hasta la fecha,
son dos las principales categorias de farmacos anti-senescencia que se han
introducido en investigacion bdsica y clinica: la primera incluye compuestos que
son capaces de eliminar de manera especifica células senescentes, llamados
farmacos senocidicos o senoliticos; y la segunda incluye a los compuestos
senomorficos, farmacos que suprimen los marcadores moleculares de
senescencia o el SASP, sin inducir la muerte celular.*

En el siguiente apartado se detalla el mecanismo molecular y las aplicaciones
actuales del palbociclib y del navitoclax, dos farmacos pro- y anti- senescencia
respectivamente, que van a tener un papel fundamental en este trabajo.

3.1. Palbociclib (pro-) y navitoclax (anti-)

El palbociclib es un inhibidor oral altamente especifico capaz de bloquear la
actividad de las kinasas CDK4/CDK6 dependientes de ciclina D1, impidiendo de
esta manera que la célula pueda iniciar el ciclo de divisidn celular (Figura 7).2%

Finn y colaboradores estudiaron profundamente el potencial del palbociclib frente
a distintos sub-tipos de cancer de mama, resultando ser las lineas celulares ER
positivas con caracter luminal su mejor diana.”” En base a los resultados pre-
clinicos derivados de terapias endocrinas combinadas con el tratamiento con
palbociclib,” y después de varios ensayos clinicos (PALOMA-1, PALOMA-2,
PALOMA-3)M1 este farmaco se administra actualmente como terapia en
combinacion con letrozol o fulvestrant para el tratamiento de pacientes de cancer
de mama avanzado de tipo ER+/Her2-.

26 GEOERGER B., BOURDEAUT F., DUBOIS S.G., FISCHER M., GELLER J.I., GOTTARDO N.G., et al. A phase | study of
the CDK4/6 inhibitor ribociclib (LEEO11) in pediatric patients with malignant rhabdoid tumors, neuroblastoma,
and other solid tumors. Clin Cancer Res. 2017, 23(10): 2433 —2441.

27 KWAPISZ D. Cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors in breast cancer: palbociclib, ribociclib, and abemaciclib.
Breast Cancer Res Treat. 2017, 166(1): 41 — 54.

28 PERNAS S., TOLANEY S.M., WINER E.P, GOEL S. CDK4/6 inhibition in breast cancer: current practice and future
directions. Ther Adv Med Oncol. 2018, 10: 1 -15.

2 FRY D.W., HARVEY P.J., KELLER P.R., ELLIOTT W.L., MEADE M., TRACHET E., et al. Specific inhibition of cyclin-
dependent kinase 4/6 by PD 0332991 and associated antitumor activity in human tumor xenografts. Mol
Cancer Ther. 2004, 3(11): 1427 — 1438.
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Nota #1. Un primer estudio aleatorio fase I/Il (PALOMA-1) comparaba la actividad de palbociclib mas
letrozol versus sdlo letrozol, y la notable mejora de la supervivencia libre de progresién que se
obtuvo con la terapia combinada dio lugar a un ensayo faso Ill (PALOMA-2). Este segundo ensayo
confirmé el elevado potencial, la eficacia y la seguridad de combinar palbociclib y letrozol como
tratamiento inicial en pacientes post-menopausicas avanzadas ER+/Her2-. En aquellas pacientes que
presentaban progresién tumoral tras haber sido sometidas previamente a terapia endocrina, un
ensayo PALOMA-3 mostré mejoras en cuanto a supervivencia libre de progresién al combinar

palbociclib con fulvestrant, respecto al tratamiento Unicamente con éste Ultimo
farmaco 30,31,32,33,34,35

CiclinaD

H
(o] N N\ N N\ H CDK4/6
(o] N ‘ \N( U
# N
K/NH

Palbociclib

Figura 7. Mecanismo de actuacion del farmaco palbociclib. En la fase G1 del ciclo celular las células
deben pasar un punto de checkpoint para poder completar el ciclo y dividirse. EIl complejo de
kinasas CDK4/CDK6 junto con la ciclina D es quien lleva a cabo la fosforilacion de la proteina del
retinoblastoma (Rb), la cual permite que la célula supere ese checkpoint y entre en division. El
palbociclib inhibe la accién de CDK4/6, con lo cual el complejo CDK4/6 — ciclina D no puede llevar a
cabo su funcion de fosforilacién y la célula no puede proseguir el ciclo.

30 BEAVER J.A., AMIRI-KORDESTANI L., CHARLAB R., CHEN W., PALMBY T., TILLEY A., et al. FDA approval:
Palbociclib for the treatment of postmenopausal patients with estrogen receptor-positive, HER2-negative
metastatic breast cancer. Clin Cancer Res. 2015, 21(21): 4760 — 4766.

31 FINN R., CROWN J., LANG I., BOER K. The cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitor palbociclib in combination with
letrozole versus letrozole alone as first-line treatment of oestrogen receptor-positive, HER2. Lancet Oncology.
2015, 16(1): 25— 35.

32 CHIU J.W., KWOK G., YAU T., LEUNG R. Editorial to “Palbociclib and letrozole in advanced breast cancer”.
Transl Cancer Res. 2017, 6(S2): S376 —S379.

33 TRAINA T., CADOO K., GUCALP A. Palbociclib: an evidence-based review of its potential in the treatment of
breast cancer. Breast Cancer Targets Ther. 2014, 6: 123.

3 TURNER N.C., RO J., ANDRE F., LOI S., VERMA S., IWATA H., et al. Palbociclib in hormone-receptor—positive
advanced breast cancer. N Engl J Med. 2015, 373(3): 209 — 219.

35 CRISTOFANILLI M., TURNER N.C., BONDARENKO 1., RO J,, IM S.A., MASUDA N., et al. Fulvestrant plus
palbociclib versus fulvestrant plus placebo for treatment of hormone-receptor-positive, HER2-negative
metastatic breast cancer that progressed on previous endocrine therapy (PALOMA-3): final analysis of the
multicentre, double-blind, phase 3 randomised controlled trial. Lancet Oncol. 2016, 17(4): 425 — 439.
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Por otro lado, cabe mencionar que la supervivencia de las células senescentes se
fundamenta, en muchos casos, en la existencia de niveles elevados de los
miembros anti-apoptéticos de la familia de proteinas BCL-2. Esta familia agrupa a
dos grandes categorias de proteinas: las anti- (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, A1) y las
pro- (Bax, Bak, Bim, Bid, Puma, Bad, Noxa, Bik, Bmf, Hrk) apoptdticas. En general,
es el equilibrio entre las proteinas de ambas categorias el que determina si la
célula vive o muere por apoptosis, a través de la llamada via intrinseca o via
mitocondrial. Una vez activada, la via mitocondrial de apoptosis resulta en la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP, por sus siglas en
inglés mitochondrial outer membrane permeabilization), que provoca la liberacion
de factores pro-apoptdticos y normalmente supone un punto de no retorno hacia
el “desmantelamiento” de la célula (Figura 8, panel superior).*®

Tal y como describe Letai en su trabajo, “la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial podria considerarse como un precipicio. Consideramos que
aquellas células que se encuentran cerca del borde del precipicio estan muy
“preparadas” (o “primadas”) para sufrir apoptosis, mientras que aquellas células
mas alejadas del borde estarian relativamente “no preparadas” (Figura 8, panel
inferior).*”®

En este sentido, las células senescentes se han catalogado como resistentes a la
muerte por apoptosis, por lo que su supervivencia depende en gran medida de los
niveles de proteinas anti-apoptéticas de la familia BCL-2. Asi pues, son células que
van a ser hipersensibles a la apoptosis inducida por compuestos inhibidores de las
defensas anti-apoptdticas de dicha familia.***%*"*

36 CHEN J., JIN S., ABRAHAM V., HUAN X., et al. The Bcl-2/Bcl-XL/Bcl-w inhibitor, navitoclax, enhances the activity
of chemotherapeutic agents in vitro and in vivo. Mol. Cancer Ther. 2011, 10(12): 2340 — 2349.

37 POTTER D.S., LETAI A. To prime, or not to prime: That is the question. Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 2016,
LXXX1:030841.

38 SAROSIEK K.A., NI CHONGHAILE T., LETAI A. Mitochondria: Gatekeepers of response to chemotherapy. Trends
Cell Biol. 2013, 23(12): 612 —619.

39 BAAR M.P., BRANDT R.M.C., PUTAVET D.A., KLEIN J.D.D., DERKS K.W.J., BOURGEOIS B.R.M., et al. Targeted
apoptosis of senescent cells restores tissue homeostasis in response to chemotoxicity and aging. Cell. 2017,
169(1): 132 - 147.

40 ZHU Y., TCHKONIA T., FUHRMANN-STROISSNIGG H., et al. Identification of a novel senolytic agent, navitoclax,
targeting the Bcl-2 family of anti-apoptotic factors. Aging Cell. 2016, 15(3): 428 —435.

WANG E. Senescent human fibroblasts resist programmed cell death, and failure to suppress Bcl-2 is involved.
Cancer Res. 1995, 5585(112): 2284 —2292.

42 ZHU Y., TCHKONIA T., PIRTSKHALAVA T., GOWER A.C.,, et al. The Achilles’ hell of senescent cells: from

transcriptome to senolytic drugs. Aging Cell. 2015: 644 — 658.
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Figura 8. Proteinas pro- y anti-apoptéticas pertenecientes a la familia BCL-2 (superior, izquierda).
Representacion de la via intrinseca de la apoptosis (superior derecha). En respuesta ante sefiales
de estrés, las interacciones entre los distintos miembros de la familia BCL-2 en la membrana
externa mitocondrial determinan si la célula va a sobrevivir o si los miembros pro-apoptéticos van
a oligomerizar y dar lugar a MOMP, con la subsiguiente liberacion de factores (citocromo c) y
muerte celular por apoptosis. Abajo, representacion grafica del concepto de “priming”
mitocondrial. Adaptado a partir de Cell Death & Differentiation. 2017, 24: 1348-1358. Copyright ©
2017, Springer Nature.
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El navitoclax es un compuesto senolitico también conocido como ABT-263. Se
trata de un farmaco oral perteneciente al grupo de inhibidores de proteinas anti-
apoptdticas de la familia BCL-2, concretamente con elevada afinidad (< 1nmol/L)
por Bcl-2, Bcl-XL y Bcl-w. Si bien se hablard mas en detalle sobre él en el Capitulo V
cabe destacar que, a pesar de su excelente capacidad de inhibicién de esta familia
de proteinas, su uso clinico estd limitado y actualmente no estad aprobado por la
FDA, puesto que provoca un efecto grave de trombocitopenia como consecuencia
de la inhibicién de Bcl-XL.*"*®

Considerando los posibles efectos secundarios asociados a farmacos pro- y anti-
senescencia, y la implicacién de la senescencia en el desarrollo de patologias
graves como el cdncer, resulta necesario desarrollar nuevas estrategias que
permitan lograr una terapia dirigida especificamente a eliminar células
senescentes, sin generar efectos perjudiciales en el resto del organismo. Es en
este punto donde la nanotecnologia y la nanomedicina pueden aportar soluciones
gue cumplan estos requerimientos.

4| Nanotecnologia y medicina

El conocimiento cientifico a lo largo de milenios se ha generado a partir del
estudio de las cosas a nivel macroscépico, progresando posteriormente en el
estudio y comprensién de sus sub-componentes hasta los maximos niveles de
detalle. En el campo de la biologia se ha seguido también un camino
reduccionista, empezando con el estudio empirico de objetos y organismos en su
totalidad - incluyendo al ser humano. A lo largo de los afios los estudios
continuaron hacia niveles de menor escala, como drganos, tejidos, células y
finalmente moléculas (incluyendo ADN y ARN, la base molecular de la vida en
forma de cédigo genético). En este contexto, a la era contemporanea de la
medicina frecuentemente se la hace llamar la “era molecular”, habiéndose
convertido la biologia molecular en la base de muchas investigaciones. Habiendo
pues alcanzado un “plateau molecular”, la cuestion evidente era hacia donde se
dirigiria en el futuro el campo de las biociencias. Dos son las direcciones de
estudio actual que dependen en gran medida de los descubrimientos basados en
la biologia molecular: la biologia de sistemas y la nanotecnologia.

v CHANG J., WANG Y., SHAO L., LABERGE R-M., DEMARIA M., CAMPISI J., et al. Clearance of senescent cells by
ATB263 rejuvenates aged hematopoietic stem cells in mice. Nat Med. 2015, 22(1): 78 — 83.

48
KILE B.T. The role of apoptosis in megakaryocytes and platelets. Br J Haematol. 2014, 165(2): 217 — 226.
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El prefijo “nano” hace referencia a una billonésima, de forma que aplicado en la
escala métrica de medidas lineales, un nanémetro (nm) es la billonésima parte de
un metro (10°m).” Teniendo esto en cuenta, la ciencia nanométrica (o
nanociencia) estudia los fendmenos, las propiedades y las respuestas de los
materiales a escala atdmica, molecular y macromolecular, comprendiendo por lo
general tamafios inferiores a 0.1um (1-100nm). La nanotecnologia se define por
tanto como la ciencia e ingenieria que participa en el disefio, la manipulacién, la
produccién y la aplicacién controlando forma, tamano y funcionalidad de
estructuras, dispositivos y sistemas del orden de como mdximo 100nm.

Es importante tener en cuenta que la nanotecnologia no es por si misma una
disciplina emergente, sino que es el conjunto de diferentes ciencias tradicionales
(como quimica, fisica, ciencia de los materiales y biologia) que se unen para
desarrollar estas nuevas tecnologias.’®' En la Figura 9 se pueden ver objetos y
unidades vivas cuyo tamafio comprende la nanoescala, asi como también se
muestran para poder comparar otras estructuras biolégicas u organismos de
mayor orden, cuyos tamanos comprenden la micro- y la macroescala.

d @ B -
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Figura 9. Objetos y organismos vivos cuyos tamafios comprenden la nanoescala, asi como
estructuras bioldgicas y organismos de mayor orden de tamaiio.

49 THRALL J.H. Nanotechnology and medicine. Radiology. 2004, 230(2): 315 —318.

50
LOGOTHETIDIS S. Nanotechnology in medicine: the medicine of tomorrow and nanomedicine. Hippokratia.
2006, 10(1): 7 —21.
>t SAINI R., SAINI S., SHARMA S. Nanotechnology: the future medicine. ) Cutan Aesthet Surg. 2010, 3(1): 32 — 33.
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La nanotecnologia ofrece la posibilidad de mejorar productos ya existentes y de
crear nuevos productos de caracteristicas y funciones totalmente nuevas con
enorme potencial en numerosas aplicaciones, y son muchas las razones por las
cuales los cientificos de muchas areas (no sélo biologia, sino también fisica,
quimica, ingenieria, materiales...) se han interesado en comprender y trabajar en
la escala nanométrica.

De hecho, la nanotecnologia tiene un gran impacto positivo en el campo de la
salud humana. Si nos centramos en el campo de la biologia, los sistemas
bioldgicos estdn compuestos por “bloques” nanométricos: la anchura de una
molécula de ADN es de aproximadamente 2.5nm, las dimensiones de la mayoria
de las proteinas estan en el rango de 1 a 15 o 20nm, y la anchura de las
membranas celulares es de 6-10nm. Ademds, muchos de los procesos relevantes
gue tienen lugar en los organismos vivos ocurren bdsicamente a escala
nanomeétrica. Es decir, la mayor parte de la investigacion en biologia molecular
ocurre en el rango nanométrico. Gracias a la nanotecnologia todas estas unidades
biolégicas se pueden conocer y estudiar mejor, de manera que se pueden guiar o
dirigir segun intereses.***

4.1. El campo de la nanomedicina

La convergencia de los avances nanotecnoldgicos recientes con la biologia
moderna y la medicina ha dado lugar a una nueva area de investigacion: la
nanomedicina. La nanomedicina se podria definir como una rama de la
nanotecnologia altamente especifica a escala molecular con propdsitos
terapéuticos y de diagndstico cuyas aplicaciones se centrarian en varias areas,
entre las que estarian:

= Diagnosis, imagen y monitorizacién.

= Disefio de prétesis y biomateriales de mayor durabilidad y mejores
propiedades (ingenieria tisular).

= Terapias dirigidas en ambitos como cardiologia y cancer.
= Desarrollo de sistemas de liberacion selectiva de farmacos (nanodispositivos).

= Desarrollo de “nanorobots” (por ejemplo el “respirocito” — un eritrocito
mecanico; o el “microbivoro — un leucocito artificial).

= Medicina regenerativa.

= ()
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Poder miniaturizar hasta la escala nanométrica tanto productos como procesos
biomédicos puede llegar a ser esencial en la era post-gendmica. Los dispositivos
nanométricos pueden ser de entre 100 y 10.000 veces mds pequefios que las
células humanas, pero similares en tamafio a biomoléculas grandes como enzimas
y receptores. Los sistemas nanométricos pueden entrar facilmente en la mayoria
de las células, y aquellos mas pequenos de 20nm pueden incluso atravesar los
vasos sanguineos y circular por todo el organismo.

El objetivo de la nanomedicina se centra pues en mejorar la salud del paciente
mejorando la eficacia y la seguridad de los nanosistemas y nanodispositivos,
esperandose poder obtener diagndsticos tempranos, implantes con propiedades
mejoradas, tratamientos frente al cancer y tratamientos minimamente invasivos
para enfermedades cardiacas o diabetes.® Si bien ya hay mas de 50 nanofarmacos
aprobados por la FDA,** si que es cierto que la entrada de las nanomedicinas en la
practica clinica sera gradual y tomara su tiempo debido a la regulacidon que las
respalda y a la necesidad de conocer los efectos sistémicos de su administracion.
Sin embargo, en los préximos afios la nanotecnologia jugara un papel clave en la
medicina del mafiana, proporcionando grandes oportunidades para la deteccion
temprana de enfermedades y el desarrollo de procedimientos de diagndstico y
terapéuticos.

4.2. Nanofarmacos: clasificacion

La mayor parte de las patologias se tratan administrando medicamentos. Algunos
de ellos son pequefias moléculas quimicas, mientras que otros son moléculas
biolégicas. Sin embargo, la administracion sistémica de farmacos puede generar
efectos secundarios, por lo que la industria farmacéutica (y los pacientes) buscan
conseguir mejoras en la misma — sobre todo en el caso de los farmacos
inyectables.

Una de las posibilidades de dichas mejoras, que se ha estudiado durante afios, es
la encapsulacion de los compuestos en “transportadores”, si bien Ia
nanotecnologia ofrece medios para poder dirigir las terapias directa vy
selectivamente a las células o tejidos dafiados (con aplicaciones, por ejemplo, en
cancer o inflamacion). El comportamiento de los nanomateriales utilizados en
administracién in vivo deberia, eso si, primero comprobarse en cuanto a términos
de biocompatibilidad y biodegradabilidad.

> BOBO D., ROBINSON K.J., et al. Nanoparticle-based medicines: a review of FDA-approved materials and clinical
trials to date. Pharm Res. 2016, 33: 2373 — 2387.
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Los nanofarmacos se pueden dividir en distintas categorias, en funcién de cémo
vayan a funcionar (Figura 10): **

R/
0’0

Y/
0'0

Asi pues, por un lado estarian los sistemas nanoparticulados de transporte de
farmacos, categoria en la cual se engloban el Doxil™, el Abraxane™ o los
Lipidots® (ya comercializados).

Estos sistemas vectorizan los principios activos, protegiéndolos, dirigiéndolos y
reduciendo sus efectos tdxicos asociados, y se clasifican segun generacion:

o Vectores de primera generacidn: nanoesferas y nanocapsulas.

o Vectores de segunda generacién: nanoparticulas recubiertas con polimeros
hidrofilicos como el politetilenglicol (PEG).

o Vectores de tercera generacidn: todavia en desarrollo, combinan un nucleo
biodegradable y un recubrimiento polimérico con ligandos de membrana.

Por otro lado estarian los nanotransportadores que funcionan por targeting
pasivo, es decir, se basan en un proceso pasivo conocido como “efecto de
permeabilidad y retencién aumentada” (EPR). Por su tamafo y propiedades
de superficie, algunas nanoparticulas pueden escapar del torrente sanguineo y
llegar a tejido. Los tumores por su parte presentan gran acumulacién de vasos
y tienen un drenaje linfatico pobre, lo cual también consigue que las
nanoparticulas se acumulen y concentren el farmaco citotdxico.>

Otra estrategia de transporte pasivo ha sido el uso de células mieloides — como
los macrdfagos — las cuales absorben nanoparticulas y las concentran en el
sitio de tratamiento, actuando a modo de caballo de Troya.>>**

En contrapartida estan los nanofdrmacos que se basan en el targeting activo,
gue son capaces de llegar de forma dirigida a los sitios diana basdndose en
moléculas que se expresen en su superficie.”’” El sistema funcionaria anclando
las moléculas que van a ser reconocidas por receptores especificos en la
superficie de las nanoparticulas, dirigiéndose asi el sistema especificamente a
aquellas células o tejidos que sobre-expresen dichos receptores.

>3 BOISSEAU P., LOUBATON B. Nanomedicine, nanotechnology in medicine (Nanoscience and nanotechnologies:
hopes and concerns). C R Physique. 2011: 620 — 636.

>4 a) VALLET-REGI M., COLILLA M., IZQUIERDO-BARBA ., MANZANO M. Mesoporous silica nanoparticles for drug
delivery: Current insights. Molecules. 2018, 23(1): 1 —19. b) SU Y.L., HU S.H. Functional nanopatrticles for tumor
penetration of therapeutics. Pharmaceutics. 2018, 10(4): 1 — 21. ¢) GIMENEZ C., DE LA TORRE C., GORBE M.,
AZNAR E., SANCENON F., MURGUIA J.R., et al. Gated mesoporous silica nanoparticles for the controlled delivery
of drugs in cancer cells. Langmuir. 2015, 31(12): 3753 — 3762.

>3 NAKAYAMA M. Macrophage recognition of cyrstals and nanoparticles. Frontiers in immunology. 2018, 9.

% DALZON B., GUIDETTI M., TESTEMALE D., et al. Utility of macrophages in an antitumor strategy based on the
vectorization of iron oxide nanoparticles. Nanoscale. 2019, 11: 9341.

7 BAZAK R., HOURI M., EL ACHY S., KAMEL S., REFAAT T. Cancer active targeting by nanoparticles: a

comprehensive review of literature. ) Cancer Res Clin Oncol. 2015, 141: 769.
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+* Una alternativa son los nanofarmacos que “destruyen desde el interior”, como
serian los “nanoshells”: compuestos de nanoparticulas de oro o nanoparticulas
magnéticas. En este caso, estos dispositivos son capaces de destruir
fisicamente (térmicamente) tumores desde su interior, ya que pueden
absorber luz o campos magnéticos y generar calor, logrando una muerte
celular por hipertermia.>®

«» Estan también los dispositivos mecanicos de liberacion de farmacos, los
llamados DDD (implanted drug delivery devices). Se trata de sistemas que se
pueden implantar en el organismo (inclusive el cerebro) para conseguir una
dosificacién exacta del compuesto terapéutico, los cuales cuentan con bombas
y dosificadores que permiten controlar los perfiles de liberacién.>® Un ejemplo
serfa el dispositivo Nanopump™ (Debiotech).

Y/

+* Finalmente estarian los nanofarmacos teragnodsticos, que combinan
diagndstico y tratamiento gracias a la capacidad de algunas nanoparticulas
para encapsular agentes de contraste y compuestos farmacolégicos.
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Figura 10. Nanofarmacos: clasficacion.
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BARDHAN R., LALS., SOSHI A., HALAS N.J. Theranostic nanoshells: from probe design to imaging and treatment
cancer. Acc Chem Res. 2011, 44(10): 936 — 946.

> LAVAN D.A., MCGUIRE T., LANGER R. Small-scale systems for in vivo drug delivery. Nature Biotechnology. 2003,
21:1184-1191.
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En resumen, la nanomedicina ha desarrollado sistemas muy variados de
nanoparticulas y estructuras como sistemas de carga y liberacion de farmacos, asi
como dispositivos para el diagndstico de enfermedades. Todos estos sistemas
citados se basan principalmente en liposomas, polimeros terapéuticos (micelas
poliméricas, dendrimeros, conjugados polimero-proteina o polimero-farmaco),
nanocristales o nanoparticulas sélidas, si bien se trata de un campo en continua
expansion en el que se desarrollan nuevos transportadores continuamente.

4.3. Nanofarmacos aprobados por la FDA y en ensayos clinicos

La FDA, perteneciente al gobierno de Estados Unidos, es el organismo que regula
las autorizaciones de acceso al mercado de alimentos, medicamentos, cosméticos,
aparatos médicos, productos bioldgicos y derivados sanguineos; de manera que,
al igual que ocurre con los farmacos y dispositivos tradicionales, las
nanomedicinas también estan sujetas a su procedimiento habitual de validacion
tanto pre-clinica como clinica. En concreto, el campo de la nanomedicina esta
presenciando una rapida evolucion; por ejemplo en sdlo tres afos (2013-2016) el
numero de ensayos clinicos relacionados con componentes nanoparticulados se
triplicd. Sin embargo, para lograr la aprobacidon por la FDA, cada vez es mas
importante tener el maximo conocimiento sobre los pardmetros fisico-quimicos
del material y de la reproducibilidad y escalabilidad del proceso de su proceso de
fabricacion.

Correspondiendo a una recopilacién realizada en 2016, la Figura 11 muestra que,
desde mediados de los afos 90, se han aprobado por periodo de 5 afios
aproximadamente una media de 13 nanofdrmacos para aplicaciones clinicas
especificas. Esto incluye la aprobaciéon tanto de nuevos materiales (51 productos
Unicos) como el uso de materiales ya aprobados previamente pero destinados
para nuevas indicaciones clinicas (p.e. el Abraxane® estd aprobado para varias
especificaciones). El nimero de aceptaciones por parte de la FDA tuvo un pico de
aumento en el periodo 2001-2005, con una caida posterior alrededor de 2008 —
tendencia que posiblemente esté relacionada con las limitaciones en financiacion
asociadas a la crisis financiera mundial que estallé ese afio.

La mayor parte de estos nanofarmacos aprobados por la FDA se agrupan en las
categorias de particulas poliméricas, liposdmicas o de tipo nanocristal, si bien es
cierto que la tendencia evoluciona hacia el desarrollo de materiales mas
complejos agrupados en otras categorias. En este sentido, y en términos de
categoria de los materiales que se encuentran en ensayo clinico (alrededor de
unos 77), son sobre todo particulas basadas en micelas y proteinas o particulas
metalicas e inorgdnicas las que se encuentran en el proceso de desarrollo.
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En cuanto a cifras, el nimero de nanomedicinas que han conseguido la
aprobacion para emprender ensayos clinicos ha aumentado remarcablemente
desde 2007, alcanzando su maximo (segun los datos recogidos en el estudio al
que se esta haciendo referencia) en los afios 2014-2015.
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Figura 11. Tendencias en el desarrollo de nanofarmacos. En el panel superior se representa: a la
izquierda, los nanofarmacos aprobados por la FDA estratificados seguin categoria y periodo; a la
derecha, los nanofarmacos aprobados por la FDA estratificados por categoria y a nivel global. En el
panel inferior se representa: a la izquierda, los ensayos clinicos identificados en clinicaltrials.gov
entre 2001 y 2015, indicando la flecha la fecha aproximada en que la ley de Estados Unidos
(FDAAA 801) obligé a reportar dichos los ensayos a la base de datos de la FDA; a la derecha, los
nanofarmacos que se encuentran en ensayo clinico, estratificados por categoria a nivel global.
Adaptado a par