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1. RESUMEN

La elevada naturaleza lipofilica de los farmacos antineoplasicos tamoxifeno (TMX) y 4
hidroxitamoxifeno (HTMX), de amplia utilizacién en el tratamiento de pacientes con
cancer de mama positivos para el receptor de estrégenos (ER) hace que se repartan
rapidamente en las membranas celulares. El objetivo general de esta tesis es
profundizar en el efecto de dichas sustancias sobre la estructura y funcionalidad de las
membranas fosfolipidicas. En este estudio se ha seguido fundamentalmente una
aproximacion biofisica, utilizando técnicas experimentales y simulaciones por dinamica
molecular (MD) de amplio uso en este campo.

TMX y HTMX afectan al comportamiento de fase de sistemas de 1,2-dipalmitil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), dando lugar a la formaciéon de dominios enriquecidos
en el farmaco dentro de la bicapa (separacién lateral de fases), si bien ambos
compuestos se localizan en regiones distintas dentro de la membrana. Los datos de
MD apoyan la tendencia de estos compuestos a formar agregados dentro de la
membrana, y localizan al TMX a todo lo largo de la bicapa, mientras que el HTMX se
sitla mas proximo a la interfase lipido/agua.

La incorporacién de TMX en sistemas de 1,2-dielaidil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DEPE) produce un ensanchamiento progresivo de la transicion de
fase de lamelar-LPB (gel) a lamelar-La (liquido-cristalino), y disminuye la temperatura de
transicion. La transicion LB/La presenta multiples endotermas, indicando una
segregacion lateral de diferentes dominios TMX/DEPE en el plano de la bicapa. La
incorporacion de TMX y HTMX también produce un ensanchamiento y desplazamiento
de la transicién de fase de lamelar-La a hexagonal invertida-HIl. A partir de los
diagramas de fase se infiere que ambos compuestos facilitan la formacion de la fase no
lamelar HIl. La espectroscopia FTIR muestra que ni el TMX ni el HTMX perturban de
modo significativo el estado de hidratacion de la bicapa de DEPE. Las simulaciones de
MD indican que estos farmacos no afectan el grosor de la membrana, el drea/lipido, o
la conformacién de las moléculas de DEPE, pero si se muestra una localizacién distinta

para ambos compuestos, y una diferente tendencia a la agregacion.



El TMX provoca la permeabilizacion de membranas de 1-palmitil-2-oleil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC) de modo rdpido y extenso, siendo el efecto del HTMX
mucho mas débil. Las curvas de salida de contenidos liposomales se ajustan a dos
componentes, dando dos constantes de velocidad correspondientes a un proceso
lento y otro rdpido. Es muy interesante el hecho de que la incorporacidén de
fosfatidilglicerol o fosfatidiletanolamina protege a la membrana de la permeabilizacidn
inducida por los farmacos, sugiriéndose una explicacion a partir de las simulaciones de
MD. La espectroscopia FTIR muestra un aumento de conférmeros gauche y una
deshidratacion de la regién polar de la membrana por efecto de TMX y HTMX.

De los resultados obtenidos y analizados en esta Memoria se concluye que
tanto TMX como HTMX se incorporan a membranas fosfolipidicas y forman dominios
segregados en el plano de la bicapa. El TMX se puede localizar a todo lo largo de la
bicapa fosfolipidica, mientras que el HTMX se sitia mas préximo a la interfase
lipido/agua. Estos dos farmacos desordenan la zona de las cadenas acilicas, y
deshidratan la regién de las cabezas polares de los fosfolipidos de la membrana, siendo
los efectos del TMX significativamente mas intensos. Por otra parte, TMX y HTMX
pueden regular la curvatura local de la membrana, y asi promover la formacién de
fases no-lamelares. Finalmente, se muestra que TMX, y en menor medida HTMX,
permeabiliza membranas compuestas de fosfatidilcolina, permitiendo la liberacién del
contenido acuoso de las vesiculas al medio externo. La magnitud de esta accién se
correlaciona con la distinta capacidad de formar agregados y la distinta localizacién de
ambos compuestos dentro de la bicapa lipidica. La permeabilizacion de membranas
inducida por estos farmacos estda modulada por la composicion lipidica. Asi,
fosfolipidos como el fosfatidilglicerol y la fosfatidiletanolamina estabilizan Ia
membrana frente a la permeabilizacién. Esto es debido a un aumento de las
interacciones electrostaticas en la regidn de las cabezas polares, y a la posibilidad de
formacién de enlaces de hidrégeno, lo que se traduce en una membrana mas
cohesionada.

Estos datos podrian aportar una base molecular para algunas de las acciones
farmacoldgicas del TMX, y HTMX, no relacionadas con su union al receptor de
estrégenos, o incluso explicar alguno de los multiples efectos secundarios

concomitantes a la terapia con estos farmacos.



1. ABSTRACT

The highly lipophilic nature of the antineoplastic drugs tamoxifen (TMX) and
4-hydroxitamoxifen (HTMX), widely used for the treatment of patients with ER-positive
breast cancer, makes them prompt to partition into cell membranes. The general goal
of this thesis is to deepen into the effect of those drugs on the structure and
functionality of phospholipid membranes. This study has followed a biophysical
experimental approach, using experimental techniques as well as molecular dynamics
(MD) simulations widely used in these types of studies.

TMX and HTMX affect the phase behaviour of systems composed of the
phospholipid 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), giving rise to drug-
enriched domains within the bilayer (lateral phase separation), but both compounds
locate in different regions within the membrane. MD data support the tendency of
these compounds to aggregate inside the membrane, and locate TMX all along the
bilayer, whereas HTMX is placed closer to the lipid/water interface.

Incorporation of TMX into systems composed of 1,2-dielaidoyl-sn-glicero-3-
phosphoethanolamine (DEPE) gives rise to a widening of the lamellar-Lg to lamellar-L,
phase transition, decreasing phase transition temperature. The Lg/L, phase transition
shows multiple endotherms, indicating a lateral seggregation of TMX/DEPE domains
within the plane of the bilayer. TMX and HTMX also displace and widen the lamellar-
to-hexagonal-H, phase transition. Phase diagrams show that both drugs facilitate
formation of the hexagonal-H, phase. FTIR spectroscopy shows that neither TMX nor
HTMX induce a significant perturbation of DEPE bilayer hydration. MD simulations
indicate that both compounds do not affect bilayer thickness, area per lipid, or the
conformation of DEPE molecules, but do show a different location, and a different
aggregation behaviour, of both compounds.

TMX provokes rapid and extensive membrane permeabilization in 1-palmitoyl-
2-oleoyl-sn-glicero-3-phosphocholine (POPC) systems, the effect of HTMX being much
weaker. Liposomal contents leakage curves are adjusted to two components, yielding
rate constants corresponding to a slow and a fast processes. Interestingly,
incorporation of phosphatidylglycerol or phosphatidylethanolamine protects the

membrane against drug-induced permeabilization, MD providing data for a feasible
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explanation. FTIR shows an increase in gauche conformers, and a dehydration of the
polar region of the membrane by effect of TMX or HTMX.

The results shown in this thesis allow to conclude that TMX, as well as HTMX,
incorporate into phospholipid membranes, forming domains seggregated with the
plane of the bilayer. Whereas TMX can locate all along the bilayer, HTMX is mostly
found closer to the lipid/water interface. Both drugs perturb the region of the
phospholipid acyl chains, and dehydrate the polar headgroups region, the effects of
TMX being quantitatively more significant. TMX and HTMX can regulate membrane
curvatur, and thus to promote formation of non-lamellar phases. Finally it is shown
that TMX, and HTMX to a lesser extent, permeabilize phosphatidylcholine membranes,
allowing release of liposome aqueous contents. This action correlates with their
distinct capacity to form aggregates, and their different location with the lipid bilayer.
Drug-induced membrane permeabilization is modulated by lipid composition, with
phosphatidylglycerol and phosphatidylethanolamine having a protecting role. This is
due to increased electrostatic interactions in the region of the polar headgroups, and
the possibility of forming hydrogen bonds, what results in a more compact membrane.

Our data could provide a molecular basis for some of the pharmacological
actions of TMX, and HTMX, not related to estrogen receptor binding, or even explain

some the various side effects concomitant to therapy with these two drugs.



2. INTRODUCCION GENERAL

2.1. Desarrollo del tamoxifeno como farmaco

La historia del tamoxifeno (ICl 46,474), trans-1-(4-B-dimetilaminoetoxifenil)-1,2-
difenilbut-1-eno (Figura 1) es, como ocurre con algun otro medicamento, muy
interesante. Este fdrmaco pionero no se concibid inicialmente como parte de un plan
de la industria farmacéutica para conseguir un "éxito de ventas", sino que el
tamoxifeno fue un producto huérfano que fallé en su primera indicacién como "pildora

del dia después".

Figura 1. Estructura del tamoxifeno.

La compaiiia terminé el desarrollo clinico de este medicamento en 1972 vy, después de
un periodo de desconsideracidn por parte de la comunidad clinica a mitad de la década
de 1970, se sucedieron los éxitos. El éxito de este compuesto se basd por una parte en
gue personas concretas estuvieran en el sitio adecuado en el momento adecuado, y
por otra en un "pacto entre caballeros" entre la industria (ICl Pharmaceuticals Division,
ahora AstraZeneca) y la academia (Worcester Foundation y la Universidad de Leeds),
para desarrollar una nueva estrategia para el tratamiento y prevencion del cancer de
mama. El periodo de gestacion de esa estrategia fue la década de los 1970 (V. C.
Jordan, 1976; V. C. Jordan & Allen, 1980; V. C. Jordan & Koerner, 1975; V. Craig Jordan,
2008). Los principios concebidos para dirigirse al receptor de estrégenos tumoral (ER) y
usar una terapia endocrina adyuvante a largo plazo, se trasladaron de modo eficaz a
los ensayos clinicos, los cuales demostraron una tremenda y duradera reduccién de la

mortalidad (Abe et al., 2011). Se estima que cientos de miles de mujeres, tal vez



millones, siguen vivas hoy en dia gracias a esta exitosa transferencia de las
investigaciones llevadas a cabo en la década de los 1970. Ademas, la investigacion de
laboratorio sobre la prevencién de la carcinogénesis mamaria en animales (V. C.
Jordan, 1976; V. C. Jordan & Allen, 1980), se trasladaria a unos exitosos ensayos
clinicos (Fisher et al., 1998, 2005; Powles et al., 2007), con el resultado de la
aprobacion por la FDA del tamoxifeno como el primer medicamento para la reduccién
del la incidencia de cdncer de mama en mujeres de riesgo pre- y postmenopdusicas. Se
sabia del vinculo existente entre los estrégenos y el crecimiento de algunos canceres
de mama metastasicos, sin embargo el entusiasmo por parte de la industria
farmacéutica era bajo. Asi, el tamoxifeno, tras un incierto comienzo en los 1960,
avanzé solo durante los 1970 para convertirse en el tratamiento antihormonal de
eleccidn para la prevencion del cancer de mama en los siguientes 20 afos. A pesar de
todos estos altibajos en su historia, el tamoxifeno sigue siendo un farmaco salvavidas
barato y eficaz en todo el mundo. De hecho sigue vigente el concepto, establecido en
los primeros estudios, de que "a mas largo mejor", con respecto a la duracién de la
terapia adyuvante con tamoxifeno para pacientes de cancer de mama ER-positivo, de
modo que se sabe que un tratamiento de 10 afios es sustancialmente mejor que uno
de 5 (Davies et al., 2013). Asi, el descubrimiento del tamoxifeno, tras una rigurosa
investigacion farmacoldgica, condujo al establecimiento de un nuevo grupo de
farmacos: los moduladores selectivos del receptor de estrégenos (SERM, de las siglas
en inglés) (V. C. Jordan, 2001; V. Craig Jordan, 2009; V. Craig Jordan & O’Malley, 2007).

Aunque los beneficios del tamoxifeno son importantes, su uso esta asociado
con un aumento de efectos secundarios de riesgo tales como golpes de calor,
anomalias menstruales, cancer de Utero o fendmenos tromboembdlicos (Fabian &
Kimler, 2001; Mikelman et al., 2017). Dado que el uso del tamoxifeno se asocia con un
incremento en el riesgo de cancer, y otros efectos desagradables, generalmente la
terapia se limita a 5 anos, si bien, como se comentd antes, tratamientos mas largos son

mas eficaces (Davies et al., 2013).

2.2. Metabolismo del tamoxifeno

Los estudios farmacoldgicos del tamoxifeno en el cuerpo humano indican su



conversidn en tres metabolitos activos: 4-hidroxitamoxifeno, N-desmetiltamoxifeno, y
4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno, conocido como endoxifeno (Figura 2) (Hoskins et al.,
2009; V. Craig Jordan, 2007). Estos metabolitos son potentes antiestrégenos y se usan
para comprender el mecanismo de accién del tamoxifeno (H. Wiseman et al., 1993;
Wu et al., 2009). El perfil farmacoldgico del tamoxifeno indica pues que se trata de un
profarmaco, y que su actividad antineopldsica tiene lugar a través de su metabolito
activo, el 4-hidroxitamoxifeno, y su analogo desmetilado endoxifeno. Estos
compuestos son generados por accion de isoenzimas hepaticas de CYP2D6 y
CYP3A4/3A5, que producen su hidroxilacion y su posterior desmetilacion. Esta
establecido que pacientes con formas variantes del gen CYP 2D6 no reciben los
beneficios terapéuticos de la administracién de tamoxifeno, o incluso sufren relapsos
debido a la lenta conversién del tamoxifeno en sus metabolitos activos (Beverage et

al., 2007; Dezentjé et al., 2009; Schroth et al., 2009).

CYP3A4/3A5
Tamoxifeno N-Desmetiltamoxifeno
lCY"zDG lcwzoe
l \
O/\/N\
CYP3A4/3A5
HO
4-Hidroxitamoxifeno 4-Hidroxi-N-desmetiltamoxifeno

Figura 2. Principales conversiones metabdlicas del tamoxifeno en el ser humano.

Actualmente, el uso del tamoxifeno para cancer de mama ER-positivo estd bien
establecido, si bien se ha determinado también que entre un 5 y un 10% de los ER-
negativos responden asimismo al tratamiento (Manna & Mukhopadhyay, 2011).
Variaciones en la expresiéon del receptor a relacionado con el ER, el subtipo B de ER, el

microambiente tumoral, o la epigenética también pueden afectar a la sensibilidad al



farmaco (Manna & Mukhopadhyay, 2011). A final de los 1980 se demostré que el
tamoxifeno y compuestos relacionados se comportan como potentes inhibidores del
receptor del promotor de tumores proteina quinasa C (PKC), una enzima clave
implicada en la regulacién del crecimiento celular (O’brian et al., 1986). En 1996, la
evidencia inicial de la interaccién del tamoxifeno en el metabolismo de esfingolipidos,
implicada en la supervivencia de células cancerosas, se demostro en lineas celulares de
melanoma y cdncer cervical (Cabot et al., 1996). Esto llevo a sugerir el uso potencial
como adyuvante del tamoxifeno para aumentar la toxicidad de agentes

guimioterapéuticos en numerosos tipos de cancer (Maurer et al., 2000).

2.3. Efectos del tamoxifeno sobre las membranas bioldgicas

La interaccion del tamoxifeno, altamente hidrofébico, con las membranas bioldgicas es
de considerable interés, si bien el nimero de investigaciones dedicadas a su estudio es
escaso. El tamoxifeno, el 4-hidroxitamoxifeno, y otros derivados, inhiben Ia
peroxidacién lipidica en varios sistemas de membranas bioldgicas y membranas
modelo (Niranjan et al., 2021; Tomkova et al., 2019; Helen Wiseman et al., 1990). A la
luz de la estructura quimica de estos compuestos, es muy improbable que actuen
como antioxidantes de rotura de cadena, dado que no poseen dtomos de hidrégeno
facilmente cedibles. Sin embargo, la similitud estructural del tamoxifeno con el
colesterol, que también actia como antioxidante, y con el ergosterol, un antioxidante
aun mas potente, sugiere que su accidn podria estar basada en su efecto sobre la
fluidez de las membranas. De hecho, diversos estudios han mostrado que el
tamoxifeno, al igual que el colesterol, tiene un efecto modulador sobre la fluidez de
membranas biolégicas y membranas modelo (Custddio et al., 1993; Dicko et al., 1999;
Engelke et al., 2001; Helen Wiseman et al., 1993).

Por otra parte, varias publicaciones han mostrado una influencia del
tamoxifeno, y derivados, sobre las propiedades fisicoquimicas de membranas modelo
de distinta composicion. Asi, se ha publicado que este farmaco afecta al
comportamiento de fase de diversas fosfatidilcolinas (Bilge et al., 2014; Custddio et al.,

1993; Dicko et al., 1999; Engelke et al.,, 2001; Khadka et al., 2015), si bien con



resultados en algunos casos contradictorios. Es importante destacar que, hasta la
presente Memoria, no se habia publicado ningln estudio sobre la interaccion del
tamoxifeno, o sus metabolitos, con sistemas de fosfatidiletanolamina, que constituye
el segundo fosfolipido mas importante en todas las membranas biolégicas (van der

Veen et al., 2017; Vance, 2008).

2.4. Sistemas de membranas modelo

La mayoria de farmacos estan disefiados para dirigirse a proteinas solubles y proteinas
de membrana, ya que la mayor parte de las enfermedades estan relacionadas con el
mal funcionamiento de estas biomoléculas (Yildirim et al., 2007). Asi, mientras que las
interacciones farmaco-proteina se han estudiado sistemdticamente y en profundidad,
no ocurre lo mismo con las interacciones de esos mismos compuestos con la
membrana que rodea las proteinas, que son poco analizadas.

Los sistemas de membranas modelo biomiméticos ofrecen una plataforma
alternativa a las membranas naturales, y permiten estudiar las interacciones farmaco-
membrana bajo condiciones controladas y bien definidas (Bourgaux & Couvreur,
2014). La estructura basica de cualquier membrana es la bicapa lipidica, y se han
desarrollado diferentes modelos para imitar las propiedades estructurales vy
funcionales fundamentales de esta bicapa. Algunos de estos modelos son las vesiculas
fosfolipidicas o liposomas, monocapas de Langmuir, bicapas sélidas soportadas, etc.
Cada uno de estos sistemas tiene sus ventajas e inconvenientes pero, en cualquier
caso, todos se han caracterizado y analizado de modo extenso mediante diversas
técnicas biofisicas. Estos estudios han mostrado que los sistemas modelo permiten
simular de modo muy preciso las caracteristicas especificas de una membrana, lo que
ofrece la posibilidad de investigar sistemdaticamente procesos relacionados con las
membranas fosfolipidicas.

En los estudios descritos en esta Memoria se han utilizado vesiculas
fosfolipidicas modelo (liposomas). Los liposomas son vesiculas fosfolipidicas esféricas
formadas por una sola bicapa (vesiculas unilamelares), o varias bicapas concéntricas
(vesiculas multilamelares). Estos se pueden prepara por diversos método, como la

dispersion en medios acuosos, sonicacion, o extrusion por filtros de tamafio de poro
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definido (Nakhaei et al., 2021). La gran ventaja de estos sistemas es que se puede
variar la composicion de la bicapa, usando lipidos tanto naturales como sintéticos, asi
como el contenido atrapado en su interior acuoso (Davies et al., 2013) (Filipczak et al.,
2020).

En el caso de los agentes antineoplasicos, como el tamoxifeno, las principales
dianas terapéuticas son intracelulares, por lo que deben cruzar la membrana
plasmadtica y, eventualmente, la envuelta nuclear para ejercer su accidon farmacolégica.
Ademas, la extensa compartimentalizacién de las células eucaridticas hace que estos
farmacos puedan también interaccionar con organulos como el reticulo endoplasmico,
Golgi, o las mitocondrias, una vez que alcanzan el citosol. Asi pues el conocimiento de
las interacciones de los farmacos antineopldsicos con las membranas celulares es un
campo importante de investigacion, directamente relacionado con la actividad
farmacoldgica del compuesto. La union del farmaco y su insercion/acumulacion en la
membrana va a afectar a la estructura y propiedades de la misma. Asi, una gran parte
de la informacién disponible sobre la influencia de farmacos anticancerigenos en las
biomembranas se ha obtenido usando sistemas modelo como los descritos

anterioremte (Bourgaux & Couvreur, 2014).

2.5. Breve descripcion de la metodologia experimental

Los estudios que se presentan en esta tesis doctoral se han llevado cabo siguiendo
fundamentalmente una aproximacién biofisica, utilizando técnicas experimentales, asi
como simulaciones por dindmica molecular (MD) de amplio uso en este campo. A

continuacion se describe sucintamente las mas relevantes.

e Como modelo de membrana se han usado tanto vesiculas multilamelares
(MLV), como vesiculas unilamelares grandes (LUV) (Jesorka & Orwar, 2008). Las
MLV se han preparado esencialmente por el método de hidrataciéon de
peliculas finas, y las LUV por el método de extrusidon a través de filtros de
policarbonato (Filipczak et al., 2020).

e Calorimetria diferencial de barrido (DSC). La técnica de DSC de alta sensibilidad



mide los minusculos cambios de calor que absorbe o desprende una muestra,
lipidica en este caso, al someterla a un calentamiento o enfriamiento continuo
(Lewis et al., 2007). Los termogramas obtenidos permiten analizar el efecto de
los farmacos bajo estudio sobre el comportamiento termotrépico de fase de los
distintos fosfolipidos. A partir de los datos de DSC se pueden elaborar
diagramas parciales de fase para el componente lipidico, que permiten analizar
la influencia de los compuestos bajo estudio sobre el comportamiento de fase
de los distintos fosfolipidos.

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR). La FTIR es un
tipo de espectroscopia vibracional que aporta informacion, sobre la interaccién
droga-fosfolipido en nuestro caso, a partir del efecto en la posicion e intensidad
de bandas de absorcion caracteristicas procedentes de grupos de la cabeza
polar (fosfato, carbonilo), como de las cadenas acilicas (metileno, metilo
terminal) de los fosfolipidos (Schultz & Levin, 2011). Los equipos actuales
permiten realizar barridos de temperatura y analizar estas interacciones tanto
en fase gel, como en fase liquido-cristalina, o incluso en sistemas no lamelares.
Las técnicas de difraccion/dispersidén de rayos X, esenciales en la determinacion
de la estructura de proteinas y dcidos nucleicos (Blundell, 2021), encuentran
también aplicacion en el caso de membranas fosfolipidicas apiladas, como es el
caso de los sistemas multilamelares (Blaurock, 1982). El equipo disponible, que
permite medidas tanto en el angulo estrecho como en el angulo ancho, aporta
datos para la elaboracién de los perfiles de densidad electrénica de los
fosfolipidos en ausencia y presencia de los farmacos bajo estudio, analizando su
efecto sobre el grosor de la bicapa, la organizacién de las cadenas acilicas, v el
polimorfismo lipidico (formacidn de fases no lamelares, como la fase hexagonal
invertida-H,).

Espectroscopia de fluorescencia. Dentro de las técnicas espectroscépicas, la
espectroscopia de fluorescencia es tal vez la mas versatil, por la gran variedad
de ensayos que permite, que van desde determinaciones cuantitativas basicas
hasta técnicas de microscopia confocal (Machan & Wohland, 2014). En los
estudios que se presentan, se han usado ensayos de fluorescencia en dos tipos

de aplicaciones. En la primera de ellas se ha monitorizado el efecto de los
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compuestos bajo estudio sobre la fluidez de membrana, para lo que se han
usado sondas fluorescentes como el DPH y el TMA-DPH. En segundo lugar se ha
usado un ensayo de fluorescencia para analizar cuantitativamente la
permeabilizacion de bicapas inducida por incorporacién de los farmacos. Este
ensayo de fluorescencia se base en la liberacion de la sonda fluorescente
5,(6)-carboxifluoresceina encapsulada en el compartimento acuoso de LUV de
distinta composicion.

Finalmente, como complemento a los estudios experimentales, se han llevado
a cabo simulaciones por ordenador de dindmica molecular (Mori et al., 2016;
Rog et al.,, 2021). En este tipo de simulaciones se ha construido una bicapa
lipidica a partir del fosfolipido seleccionado, y se han incorporado los fdrmacos
bajo estudio a relaciones molares del mismo orden que las usadas en los
estudios experimentales. Las simulaciones se han realizado mediante
GROMACS, usando parametros de campo de fuerza CHARMM36. Las
estructuras de membrana iniciales se construyeron usando Packmol, y se
usaron barridos productivos en torno a 120 ns. Las representaciones graficas se
hicieron con PyMOL. Las simulaciones por dinamica molecular se han
convertido en una herramienta muy valiosa para investigar problemas

bioldgicos, siempre como complemento a los estudios experimentales.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El marcado caracter lipofilico de los farmacos antineoplasicos tamoxifeno vy
4-hidroxitamoxifeno, de amplia utilizacion en el tratamiento de pacientes con cancer
de mama positivos para el receptor de estrégenos, hace que estos compuestos se
acumulen rapidamente en las membranas celulares tras su administracién. Si bien su
principal accion farmacoldgica estd basada en el bloqueo del receptor de estrégenos,
su interaccién con las membranas podria también explicar alguna de sus otras
actividades, o incluso alguno de los multiples efectos secundarios que presentan. En
base a esta situacién de partida, el objetivo general de esta tesis es profundizar en el
efecto del tamoxifeno y el 4-hidroxitamoxifeno sobre la estructura y funcionalidad de
membranas fosfolipidicas, utilizando para ello sistemas vesiculares de membranas

modelo. Esto se plasma en los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la interaccién de tamoxifeno y 4-hidroxitamoxifeno con membranas
fosfolipidicas modelo compuestas del fosfolipido 1,2-dipalmitil-sn-glicero-3-
fosfocolina, utilizando una aproximacion experimental biofisica, asi como simulaciones

por dindmica molecular.

2. Analizar la influencia de tamoxifeno y 4-hidroxitamoxifeno sobre la estructura y
funcionalidad de sistemas formados por el fosfolipido sintético 1,2-dielaidil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina, incidiendo en la modulacién del comportamiento de fase de este
fosfolipido. Se aplicara una aproximacion experimental biofisica, complementada con

simulaciones por dindmica molecular.

3. Caracterizar el mecanismo molecular de la permeabilizacién de membranas
fosfolipidicas modelo de distinta composiciéon por tamoxifeno y 4-hidroxitamoxifeno,
utilizando ensayos cinéticos, técnicas biofisicas, asi como simulaciones mediante

dinamica molecular.
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5. PUBLICACIONES ORIGINALES QUE CONFORMAN LA TESIS
DOCTORAL
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Publicacion 1

Dissimilar action of tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen on phosphatidylcholine model
membranes
Julia Ortiz, Francisco J. Aranda, José A. Teruel , Antonio Ortiz
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular-A, Facultad de Veterinaria,

Universidad de Murcia, Campus de Espinardo, E-30100 Murcia, Spain

Biophysical Chemistry 278 (2021) 106681
https://doi.org/10.1016/j.bpc.2021.106681

ABSTRACT
The anticancer drug tamoxifen and its primary metabolite 4-hydroxytamoxifen tend to
accumulate in membranes due to its strong hydrophobic character. Thus, in this work
we have carried out a systematic study to investigate their effects on model
phosphatidylcholine membranes. Tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen affect the phase
behaviour of phosphatidylcholine model membranes, giving rise to formation of
drug/dipalmitoylphosphatidylcholine domains, which is more evident in the case of 4-
hydroxytamoxifen. These drugs have differential effects on the polar and apolar
regions of the phospholipid supporting a different location of both compounds within
the bilayer. Both compounds induce contents leakage in fluid phosphatidylcholine
unilamellar liposomes, the effect of 4-hydroxytamoxifen being negligible as compared
to that of tamoxifen. Molecular dynamics confirmed the tendency of both drugs to
form clusters, tamoxifen locating all along the bilayer, whereas 4-hydroxytamoxifen
mostly locates near the lipid/water interface, which can explain the different effects of

both drugs in fluid phosphatidylcholine membranes.



25



Publicacion 2

Anticancer drugs tamoxifen and 4-hydroxytamoxifen as effectors of
phosphatidylethanolamine lipid polymorphism
Julia Ortiz, José A. Teruel, Francisco J. Aranda , Antonio Ortiz
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular-A, Facultad de Veterinaria,
Universidad de Murcia, Campus de Espinardo, E-30100 Murcia, Spain
Chemistry and Physics of Lipids 248 (2022) 105239
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2022.105239

ABSTRACT

The interaction of tamoxifen (TMX) and its metabolite 4-hydroxytamoxifen (HTMX)
with a  biomimetic membrane model system composed of 1,2-
dielaidoylphosphatidylethanolamine (DEPE) has been studied using a biophysical
approach. Incorporation of TMX into DEPE bilayers gives rise to a progressive
broadening of the LB/ La phase transition and a downward temperature shift. The
LB/La phase transition presents multiple endothermes,

indicating a lateral segregation of TMX/DEPE domains within the plane of the bilayer.
TMX and HTMX also widen and shift the La to hexagonal-HII transition toward lower
values, the phase diagrams showing that both compounds facilitate formation of the
HIl phase. TMX increases motional disorder of DEPE acyl chains in the LB, La and Hll
phases, whereas the effect of HTMX is clearly different. In addition, neither TMX nor
HTMX significantly perturb the hydration state of the polar headgroup region of DEPE.
Molecular dynamics (MD) simulations indicate that these drugs do not affect
membrane thickness, area per lipid, or the conformation of DEPE molecules. As a
general rule, the interaction of HTMX with DEPE is qualitatively similar to TMX but less
intense. However, a significant difference shown by MD is that HTMX is mainly placed
around the center of each monolayer while TMX is located mainly at the center of the
membrane, also having a greater tendency to cluster formation. These results are
discussed to understand the modulation of phosphatidylethanolamine lipid
polymorphism carried out by these drugs, which could be of relevance to explain their

effects on enzyme activity or membrane permeabilization.
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ABSTRACT

Tamoxifen (TMX), commonly used in complementary therapy for breast cancer,
also displays known effects on the structure and function of biological
membranes. This work presents an experimental and simulation study on the
permeabilization of model phospholipid membranes by TMX and its derivative
4-hydroxytamoxifen (HTMX). TMX induces rapid and extensive vesicle contents
leakage in phosphatidylcholine (PC) liposomes, with the effect of HTMX being
much weaker. Fitting of the leakage curves for TMX, yields two rate constants,
corresponding to a fast and a slow process, whereas in the case of HTMX, only
the slow process takes place. Interestingly, incorporation  of
phosphatidylglycerol (PG) or phosphatidylethanolamine (PE) protects PC
membranes from TMXinduced permeabilization. Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) shows that, in the presence of TMX there is a shift in the
CH2 band frequency, corresponding to an increase in gauche conformers, and
a shift in the C=0 band frequency, indicating a dehydration of the polar region.
A preferential association of TMX with PC, in mixed PC/PE systems, is
observed by differential scanning calorimetry. Molecular dynamics (MD)
simulations support the experimental results, and provide feasible explanations
to the protecting effect of PG and PE. These findings add new information to
explain the various mechanisms of the anticancer actions of TMX, not related to

the estrogen receptor, and potential side effects of this drug.
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6. CONCLUSIONES

1. Tamoxifeno vy 4-hidroxitamoxifeno se incorporan a las membranas
fosfolipidicas y forman dominios segregados en el plano de la bicapa, en
membranas fluidas. Las caracteristicas estructurales y dinamicas de ambos

agregados son significativamente distintas.

2. El tamoxifeno se puede localizar a todo lo largo de la bicapa fosfolipidica,
mientras que el 4-hidroxitamoxifeno se sitia préximo a la interfase lipido/agua,

lo que se traduce en efectos diferenciados sobre la estructura de la membrana.

3. Estos dos farmacos desordenan la zona de las cadenas acilicas, y deshidratan la
region de las cabezas polares de los fosfolipidos de la membrana, siendo los

efectos del tamoxifeno significativamente mas intensos.

4. Tamoxifeno, y en menor medida 4-hidroxitamoxifeno, puede regular la
curvatura local de la membrana, y asi promover la formacién de fases no-
lamelares, como la fase hexagonal invertida-H,. Este efecto es debido a la

introduccidn de curvatura negativa por los agregados de los farmacos.

5. Tamoxifeno, y 4-hidroxitamoxifeno en menor extensién, permeabilizan
membranas fosfolipidicas modelo compuestas de fosfatidilcolina, induciendo la
liberacion del contenido acuoso de las vesiculas al medio externo. La magnitud
de esta accién muestra una estrecha correlaciéon con la distinta capacidad de

formar agregados y la distinta localizacion de ambos compuestos.

6. La permeabilizacién de membranas inducida por estos farmacos esta modulada
por la composicion lipidica. Asi, fosfolipidos como el fosfatidilglicerol y la
fosfatidiletanolamina estabilizan la membrana frente a la permeabilizacion.
Esta accidn esta causada por un aumento de las interacciones electrostaticas en

la region de las cabezas polares, y por la formacidon de enlaces de hidrégeno, lo



que se traduce en membranas mdas cohesionadas, y por lo tanto mas
resistentes a la permeabilizacién.

La investigacion llevada a cabo en esta tesis aporta informacidon a escala
molecular sobre el efecto del tamoxifeno y el 4-hidroxitamoxifeno en la
estructura y funcion de membranas fosfolipidicas. Esta informacidn puede ser
relevante para explicar algunas de las acciones terapéuticas y/o efectos

secundarios descritos para estos farmacos.
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