Resumen

Esta tesis doctoral titulada "El microambiente tumoral
inflamatorio como objetivo en el disefio de nanoconjugados para el
tratamiento del cancer de mama avanzado" se centra en la evaluacion de
un nuevo inhibidor del inflamasoma (MMO1) como herramienta quimica
para estudiar el papel del inflamasoma en modelos de inflamacion y

cancer.

El capitulo I incluye una descripcion general del sistema inmune,
los inflamasomas dependientes de ASC y el papel que juegan en el
desarrollo de enfermedades. También se profundiza en el papel de los
inflamasomas y de la proteina ASC en la progresion del cancer de mama.
Ademas, se incluyen conceptos basicos de nanotecnologia, nanomedicina
y polimeros terapéuticos. Finalmente, se abordan las ventajas de utilizar
nanomedicinas como terapia, las interacciones de las nanomedicinas con
los sistemas bioldgicos, los nanofarmacos descritos en la literatura, asi

como sus posibilidades de traslacion a la practica clinica.

A continuacion, el capitulo II presenta los objetivos generales de
esta tesis doctoral y los objetivos especificos que se abordan en los
diferentes capitulos experimentales. Ademas, en el capitulo III se
describen todos los materiales y métodos empleados para la realizacion de

esta tesis doctoral.

En el capitulo 1V, delineamos un novedoso mecanismo de accion
para MMO1, un modulador de la actividad del inflamasoma recientemente
identificado: la inhibicion de la oligomerizacion del ASC y el subsiguiente
procesamiento reducido de la pro-caspasa-1 y la inhibicion de la actividad

de la caspasa-1. Demostramos que MMO1 interrumpe el proceso de



oligomerizacion de ASC asociado a la actividad de varios inflamasomas
e inhibe la liberacion de IL-1P y la piroptosis en varios modelos celulares
de inflamacion. MMO1 también reduce la infiltracion de neutréfilos y la
acumulacion de citoquinas pro-inflamatorias en un modelo in vivo de
peritonitis. Dada la implicacion de la funcion de ASC en multiples
complejos del inflamasoma, el tratamiento con MMO1 puede representar
un enfoque terapéutico eficaz para tratar aquellas enfermedades en las que

esta implicada la activacion de multiples inflamasomas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el capitulo IV, en
el capitulo V empleamos nuestro inhibidor del inflamasoma, MMO1, para
estudiar el papel del inflamasoma en la progresion tumoral en diferentes
modelos de cancer de mama tanto in vitro como in vivo. Demostramos
que diferentes lineas celulares de cancer de mama responden de forma
diferente al tratamiento con MMO1. Desarrollamos un ensayo funcional
que comprende la evaluacion de la migracion de las células de cancer de
mama en respuesta al secretoma pro-inflamatorio de los macréfagos M1
(estimulo inflamatorio) en presencia de MMO1. Ciertas lineas celulares
(como la linea celular EO771) mostraron un aumento de la migracion en
respuesta al estimulo inflamatorio y una disminucion de la migracion en
respuesta al tratamiento con MMO1; sin embargo, también identificamos
lineas celulares que responden negativamente al tratamiento con MMO1
(como la linea celular 4T1). Por ultimo, demostramos la eficacia de este
experimento funcional in vivo demostrando que el tratamiento con MMO1
redujo el tamafio del tumor en el modelo ortotépico EO771 pero aumentd
el tamafio del tumor y la metastasis pulmonar en el modelo ortotopico
4T1. Estos dos modelos, que recapitulan respuestas contradictorias al
tratamiento con nuestro inhibidor del inflamasoma, podran utilizarse en el

futuro para determinar biomarcadores que predigan la respuesta.



Por ultimo, en el capitulo VI desarrollamos una estrategia sintética
para obtener un nuevo nanomedicamento que mejora la solubilidad y la
orientacion tumoral del MMOI en un modelo de cancer de mama.
Implementamos un enfoque hibrido de conjugacion-complejacion que
comprende la conjugacion de B-ciclodextrina con un acido lineal poli-L-
glutdmico (PGA) (L-PGA-BCD) para proporcionar la capacidad de
atrapar MMO1 dentro de los anillos de ciclodextrina de una manera
dependiente de la concentracion dando lugar al nanofarmaco L-PGA-BCD
-MMO1 con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (es decir, carga de
farmaco, tamafio). El nanosistema obtenido mostrd una mejor solubilidad
en soluciones acuosas en comparacion con la forma libre de MMOI. Si
bien no pudimos observar una mejora significativa de la funcion in vitro
en comparacion con el MMO1 libre, nuestro nanosistema demostré una
mejor eficacia en un modelo ortotdpico de cancer de mama al producir

una mayor reduccion del tamafio del tumor en aquellos ratones tratados

con la nanomedicina L-PGA-CD-MMOL1.

Finalmente, en los capitulos VII y VIII se aborda la discusion y

conclusiones generales respectivamente.



