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Resumen

La presente tesis doctoral, titulada "Desarrollo de dispositivos inteligentes para la
deteccién de metabolitos de sustancias téxicas y sobreexpresion enzimatica
relacionada con enfermedades"”, se enfoca en el disefio, preparacion, caracterizacién
y evaluacidon de nanoparticulas para la deteccion de metabolitos del benceno en
orina y el uso de sondas moleculares fluorogénicas para la deteccion de enzimas
sobreexpresadas mediante medidas en la orina o a través de la misma.

En el primer capitulo se discuten las limitaciones de las técnicas de diagndstico
convencionales y se destaca el valor de la orina como muestra biolégica para la
deteccién y seguimiento de biomarcadores relacionados con patologias especificas.
También se introducen los conceptos basicos de los materiales mesoporosos de
silice, el reconocimiento molecular y el desarrollo de sondas moleculares, asi como
el estado del arte en el desarrollo de sondas moleculares fluorogénicas y su
aplicacion actual en la deteccidn de enzimas, cuya sobreexpresion estd ligada a la
evolucién de diversas patologias. Finalmente, se discute la necesidad creciente de
desarrollar nuevas sondas moleculares facilmente eliminables renalmente como
herramientas de diagndstico no invasivas para el paciente y para el seguimiento de
la eficacia del tratamiento de enfermedades.

En el segundo capitulo se exponen los objetivos generales de la presente tesis
doctoral, asi como los objetivos concretos que son abordados en los diferentes
capitulos experimentales.

En el tercer capitulo se describe un nuevo nanodispositivo inteligente (S4) para la
deteccién del acido trans,trans-muconico (tt-MA), que es un metabolito del
benceno, en orina. En concreto, se plantea la sintesis y caracterizacidon de un material
constituido por nanoparticulas de silice mesoporosas cargadas con sulfrodamina By

funcionalizadas en su superficie externa con un derivado del acido tereftdlico, capaz
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de coordinarse con el complejo Cusbistren (previamente sintetizado y caracterizado),
cerrando asi los poros y permitiendo la encapsulacidon del colorante. En presencia del
dicarboxilato t,t-MA se observé una marcada liberacion de sulforodamina B debido
a la coordinacién preferencial del t,t-MA con el complejo Cusbistren. La apertura de
poros y la liberacidon de carga se induce rapidamente (10 minutos) y de manera
selectiva en muestras de orina real adulterada con tt-MA, utilizando un simple
fluorimetro y sin tratamiento previo de la muestra.

El cuarto capitulo presenta el disefio de una nueva sonda fluorogénica (NB-ALA)
cuya emision se localiza en el infrarrojo cercano (NIR-I). NB-ALA esta constituida por
el fluoréforo Azul de Nilo unido mediante un enlace amida hidrolizable al aminoacido
L-alanina. La formacidon de este enlace produce la reduccién de la emisién de
fluorescencia del Azul de Nilo. Esta fluorescencia es recuperada en presencia de la
enzima aminopeptidasa-N (APN), la cual hidroliza el enlace entre el Azul de Nilo y el
resto peptidico. Las propiedades fotoquimicas del Azul de Nilo, con alto rendimiento
cuantico, permite detectar de forma sensible y selectiva la presencia de la enzima
APN en muestras de orina. NB-ALA se validé de forma eficaz para la deteccion de
APN en muestras de orina humana dopadas, asi como en un modelo murino de
fibrosis renal inducido por perfusion con acido félico, donde el dafio renal promueve
la presencia en orina de elevados niveles de APN. En este modelo, marcadores de
dafio renal tradicionales como los niveles séricos de urea y creatinina se recuperan
con el tiempo (o mas bien se compensan mientras persiste cierto dafio renal) siendo
la Unica lectura patoldgica que puede relacionarse con el dafio renal la densidad de
la orina. Dichos valores de densidad tomados en funcion del tiempo se evaluaron
frente a los resultados obtenidos con NB-ALA para detectar el dafio en rifidn,
mostrandose sefal Unicamente en la orina procedente de rifiones fibroticos.

Basdndonos en la necesidad de desarrollar métodos de diagndstico y seguimiento

de enfermedades mas eficaces y menos toxicos, en el capitulo cinco se describe una
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nueva sonda (NB-SOs-Leu) para la deteccion de elevados niveles de leucina
aminopeptidasa (LAP) como biomarcador de cancer. Para ello, se modifico la
estructura del fluoréforo comercial Azul de Nilo con la introduccién de un grupo
sulfénico, generando una estructura zwitteridnica que favorece la solubilidad en
agua de la sonda y promueve su eliminacién renal, disminuyendo los posibles
efectos téxicos por acumulacién de la sonda, o el fluoréforo libre, en diferentes
organos del sistema reticuloendotelial. Los resultados mostraron una alta
selectividad vy sensibilidad del NB-SOs-Leu en la detecciéon de LAP, incluso en
la presencia de potenciales interferentes. Un ejemplo especialmente importante
del uso de LAP como biomarcador es su aplicacion para la deteccién del
melanoma, en el que la deteccidn precoz es esencial para la reseccion. Por ello, la
sonda se validé in vitro en la deteccidon de LAP en células de cancer de melanoma
SK-Mel-103, caracterizado por la sobreexpresion de esta enzima. Los estudios
finales con inhibidores enzimaticos demostraron la selectividad de la sonda en el
mecanismo propuesto.

Partiendo de la idea anterior, en el sexto capitulo se describe una sonda
molecular similar (NB-SOs-Ala) para la deteccidn de niveles elevados de alanina
aminopeptidasa (APN) como biomarcador de céncer. Para ello inicialmente se
modificd el esqueleto del fluoréforo comercial Azul de Nilo con restos de acido
sulfénico para aumentar su solubilidad. Una vez obtenido el fluoréforo modificado,
este se conjugd a un residuo de alanina, que actia como unidad reactiva de
APN produciendo, ademads, la desactivacién de la fluorescencia del fluordforo
modificado. En presencia de APN estd fluorescencia se recupera permitiendo la
monitorizacion de los niveles de la enzima. Por otra parte, la nueva sonda es capaz
de detectar la sobreexpresion de la enzima APN en diferentes lineas celulares de
cancer, observandose mayor expresion en células de cancer de pulmdén humano

A549.
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simples medidas de fluorescencia de la orina. Con tal fin, se partié de un fluoréforo
de hemicianina-7 (Cy7), cuya estructura estd modificada con &cidos sulfénicos,
generando una estructura zwitteridnica que favorece su eliminacion a través de la
orina. Este fluoréforo se empled en el disefio de una sonda para la deteccién, a
través de la orina, de la enzima monoamina oxidasa (MAO), cuyos elevados
niveles se asocian a enfermedades relacionadas con el envejecimiento. La sonda
(Cy7-MAQ), constituida por el fluoréforo Cy-7 modificado con grupos
sulfénicos unido a un grupo propilamino, es hidrolizada en presencia de
dicha enzima, recuperando la fluorescencia inicial del fluoréforo. Esta sonda,
tiene la gran ventaja de que tras su administraciéon se hidroliza en presencia de
la enzima MAO, dando lugar a la liberacion de un fluoréforo Cy7 altamente
emisivo que puede cuantificarse en la orina de forma directa. Cy7-MAO se
validé con éxito in vitro utilizando células humanas HepG2 de higado, con altos
niveles endégenos de MAO. Por otra parte, la sonda Cy7-MAO se empled para la
deteccién de la enzima MAO in vivo en ratones jovenes y viejos. Estos estudios
indicaron que la expresion de MAO en ratones ancianos sanos aumenta
significativamente en comparacién con los animales jévenes, lo que sugiere
qgue la sobreexpresion de MAO puede utilizarse como biomarcador del
envejecimiento.

Por ultimo, en el capitulo ocho, se presentan las conclusiones principales de los
diferentes capitulos experimentales, asi como las conclusiones generales extraidas
de esta tesis doctoral. El desarrollo de nanomateriales y sondas moleculares para
detectar selectivamente sustancias tdxicas y enzimas que han sido empleadas como
biomarcadores de enfermedades constituye un campo novedoso y con gran
potencial para el desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico. Se espera que los
resultados obtenidos en esta tesis puedan servir como base para el desarrollo de
nuevas sondas moleculares para el diagndstico y tratamiento temprano de diferentes
enfermedades, asi como para el seguimiento de tratamientos en pacientes.
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